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Zusammenfassung

Fir eine prazise Ausfuhrung koordinierter Bewegungen ist eine fehlerfreie
Innervierung  der  somatischen  Muskulatur  essentiell. ~ Wahrend  der
Embryonalentwicklung leiten Wegfindungsmolekule die auswachsenden Motoaxone
zu ihren Zielmuskeln in der Peripherie des sich entwickelnden Korpers. Im
neuromuskularen System von Drosophila melanogaster sind zu diesem Zeitpunkt
unterschiedliche Wegfindungsmolekule exprimiert, die anziehende und abstol3ende
Signale vermitteln und durch diverse Rezeptoren interpretiert werden. In dieser Arbeit
wurde das Zusammenspiel des repulsiven Uncoordinated-5 (Unc-5)/Netrin und dem
attraktiven Beaten path la (Beat)/Sidestep (Side) Signaltransduktionswegs genauer
beleuchtet. Ebenso wie deren Bedeutungen fur die axonale Wegfindung. So fuhrt ein
simultaner Verlust von Unc-5 und Beat zu gravierenden Wegfindungsdefekten des
segmentalen Nervs im Embryo und in der Larve, welches auf einen additiven Phanotyp
schliel3en lasst. Unc-5 und beat doppelmutante Larven zeigen sowohl eine drastische
Veranderung des Kriechverhaltens, als auch gravierende lokomotorische Stérungen
bei der Ausfuhrung der Fluchtrolle, eine Rolle Uber die Korperlangsachse, welche als
stereotypische Fluchtreaktion vor einem Schmerzreiz gezeigt wird. Sowohl eine
Reduktion der neuromuskularen Verbindungen im lateralen Muskelfeld, als auch ein
Verlust der lateralen Muskeln an sich reduziert eine Ausfuhrung des Fluchtverhaltens
und verdeutlicht die Notwendigkeit einer fehlerfreien Innervierung der lateralen
Muskulatur durch den segmentalen Nerv. Geleitet werden die Unc-5 exprimierenden
Motoaxone des segmentalen Nervs unteranderem durch die Expression von Netrin auf
der ventralen Muskulatur, da eine ektopische Prasentation des Molekuls auf den
lateralen Muskeln die AbstoBung der Axone bestatigt. Zusatzlich bewirkt die
ektopische Expression von Unc-5 in ventral projizierenden Motoaxonen ebenfalls eine
AbstoRung von den ventralen, Netrin-exprimierenden Muskeln, wodurch es zu einer
deutlichen Reduktion an neuromuskularen Verbindungen kommt. Auch konnte in
einem Zell-Zell-Aggregations-Assay keine Interaktion der beiden Moleklle gezeigt
werden, welches auf ein synergistisches Zusammenspiel beider Signalwege fur die
Wegfindung des segmentalen Nervs schlieRen lasst. Zusammengefasst deckt diese
Arbeit neue Erkenntnisse Uber das hochkomplexe Zusammenspiel unterschiedlicher
axonaler Wegfindungsmolekule in Drosophila auf und verdeutlich die Auswirkungen
auf die Entwicklung des neuromuskularen Systems, wenn diese Interaktionen gestort
sind.






Abstract

Precise innervation of somatic muscles is essential for execution of coordinated
movements. Pathfinding molecules guide the outgrowing motor axons to their target
muscles in the periphery. In the neuromuscular system of Drosophila melanogaster,
different pathfinding molecules are expressed to mediate attractive and repulsive
signals and are interpreted by various receptors.

In this work, the interaction of the repulsive Uncoordinated-5 (Unc-5)/Netrin and the
attractive Beaten path la (Beat)/Sidestep (Side) signal transduction pathway was
investigated and their importance for axonal pathfinding was elaborated.

Interestingly, simultaneous loss of Unc-5 and Beat leads to severe pathfinding defects
of the segmental nerve in embryos and larvae, supporting an additive phenotype. Cell-
cell aggregation assays showed no interaction of the molecules, suggesting a
synergistic interaction of both signaling pathways for pathfinding of the segmental
nerve.

Unc-5 and beat double mutant larvae show a drastic change in crawling behavior and
severe locomotor disturbances in the execution of the escape roll, a roll performed
over the lateral body axis shown as a stereotypic escape response that is triggered by
a painful stimulus. Both a reduction in neuromuscular junctions in the lateral muscle
field and a loss of lateral muscles itself reduces an execution of the escape roll,
highlighting the importance of a precise innervation of the lateral musculature by the
segmental nerve.

Unc-5 expressing SNa motor axons are guided among others by Netrin positive ventral
muscles, as an ectopic presentation of the molecule on the lateral muscles confirms
the repulsion of the axons. In addition, ectopic expression of Unc-5 in ventrally
projecting motor axons also causes repulsion from the ventral Netrin-expressing
muscles resulting in a reduction of neuromuscular junctions.

In summary, this work uncovers new insights into the highly complex network of
different axonal pathfinding molecules in Drosophila and illustrates the effects on the

development of the neuromuscular system when these interactions are impaired.






Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung. . e 1
1.1 Entwicklung des neuromuskularen Systems ............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 1
1.2 Larvales INNervierungSmMUSTET ..........oeiiiiiiiiiiiiaaai e 3
1.3 Navigation des WachstumsKegelS. ... 4
1.4. WegfindungSmMOIEKUIE .........ooiiiiiiie e 6
1.5 Wegfindung der dorsalen und ventralen Motoneuronen ...............ccccooeeveeeiiinnees 8
1.6 Selektive Defaszikulation im ventralen Muskelfeld...............ccooooeiiiiiiiiinis 9
1.7 Repulsion und Attraktion durch Netrin, Frazzled und Unc-5 ............................ 10
1.8 Axonale Wegfindung durch Sidestep und Beaten path la................................ 12
1.9 Entwicklung und Markierung neuromuskularer Endplatten .............................. 15
1.10 Das larvale KrieChen ... 16
111 FIUChtVErNalten ... .o e e 17
1.12 Ziel diesSer ArbDeit........coo o 19

2. ErgebnisSse.....iiiiiiici i 21
2.1. Starke Innervierungsdefekte in unc-5 und beat Mutanten............................... 21
2.2. Veranderte larvale Lokomotion in unc-5 und beat Doppelmutanten ............... 29
2.3 Partielle Rettung des unc-5 und beat mutanten Phanotyps ............cccccceeee. 36
2.4 Keine Sekretion von Beat path la..........ccooooi i, 38
2.5 Unc-5 Expression auf SNa und peripheren Gliazellen ...............ccccooeiriiiiinne. 40
2.6 Unc-5 und Beat exprimierende S2 Zellen zeigen keine Interaktion.................. 42
2.7 Ektopische Expression von Unc-5 und Beat erzeugt Muskeldefekte ............... 43
2.8 Netrin wird auf der embryonalen Muskulatur und im ZNS exprimiert............... 48
2.9 Unc-5 exprimierende Axone werden von NetB abgestollen ......................... 53
2.10 Side-Phanotyp Verstarkung durch den simultanen Verlust der Netrine ......... 58

BC TR B TE= (W £=1= [ o 65
3.1 Starke Innervierungsdefekte in unc-5 und beat Doppelmutanten .................... 65
3.2 Veranderte larvale Lokomotion in unc-5 und beat Doppelmutanten ................ 66
3.3 Partielle Rettung des unc-5 und beat mutanten Phanotyps .........ccccccceeeeeee 68
3.4 Keine Sekretion von Beat path [a...........uueiiiiiii e 69
3.5 Unc-5 Expression auf SN und peripheren Gliazellen .............cccccooiiiiieii. 69
3.6 Unc-5 und Beat exprimierende S2 Zellen zeigen keine Interaktion.................. 71
3.7 Ektopische Expression von Unc-5 und Beat erzeugt Muskeldefekte ............... 71

3.8 Netrin wird auf der embryonalen Muskulatur und im ZNS exprimiert............... 73



3.9 Unc-5 exprimierende Axone werden von Netrin B abgestolien ....................... 74

3.10 Side-Phanotyp Verstarkung durch den simultanen Verlust der Netrine ......... 76
3.11 Schlussfolgerung und AUSDIICK...........oooiiiiiie e 77
4. Material und Methoden..........coeeeiiiiiii e 79
g |V = (=Y = | P UPUPRRR 79
O I C 7= = (PPN 79
4.1.2 ChemiKalien .......ccooiiiee e e e e e e e e e eenannnes 79
4.1.3 Losungen unNd PUfer............uuiiiiii e 81
4.1.4 FlIegenStamIMEe ... 83
4.1.5 Leptopilina boulardi STAMME .........ccooii i 85
g T o T = PP UUUSRRR 85

o O e = T ¢ o = R URURRRR 86
4.1.8 PrimarantiKOrPEr ......coeoeieieiiiiieee e e e e e e e e e e e e eeeeeeeennnnns 86
4.1.9 SekundarantikOrPer..... ... e e 87

g g 0 N ] (PR 87
O IS T 117 o R UPRUSR 88

L |V 11 { T T L= o USSP 88
4.2 TIerh@ltUNG ...cooeiiiiee e 88
4.2.2 FlIegengENetiK.......ccooiiiiiii e 90
4.2.3 Biochemische Methoden..............oooo i 91
4.2.4 Molekularbiologische Methoden ... 97
4.2.5 Mikrobiologische Methoden ... 101
4.2.6 ZEIKUITUS ..ottt e e e e e e e e e e e e e s e s e e e e eeeaaaens 103
4.2.7 Analyse der larvalen LoKOmMOtiON ..........ccoooiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 104
4.2.8 Beitrage durch studentische Abschlussarbeiten.............ccccceviiiiiiin. 105
LiteraturverzeiChnis ... 107
AbkirzungsverzeiChnis.........cceciiiimiiecc e 120
Abbildungsverzeichnis..........ccocciiiiinicc 122
Tabellenverzeichnis ... 123
Eidesstattliche Versicherung........coomiiiiiicciiiiircccrrreennenees 124

(D F= T €= T L1 3 ' 125



Einleitung

1. Einleitung

Die prazise Ausfuhrung von koordinierten Bewegungen erfordert die korrekte
Verschaltung von Nerven und Muskulatur. Unterschiedliche, teilweise hoch
konservierte, Signalwege ermoglichen in Organismen die komplexe Wegfindung von
auswachsenden Motoaxonen in der Peripherie zu ihrer Zielmuskulatur
(zusammengefasst in: Jeong, 2021; Zarin and Labrador, 2019). Bedingt durch den
simplen und stereotypischen Aufbau des neuromuskularen Systems von Drosophila
melanogaster lasst sich dessen Entwicklung besonders gut analysieren und
manipulieren. Manchmal Uberdauern embryonale Innervierungsdefekte bis in das
larvale Entwicklungsstadium (Meyer and Aberle, 2006; Nose et al., 1994; Sink et al.,
2001). Diese Defekte rufen in betroffenen Larven und adulten Tieren oftmals starke
Bewegungsstorungen hervor (Kinold et al., 2018, 2021).

1.1 Entwicklung des neuromuskularen Systems

Fir ein besseres Verstandnis der Innervierungsdefekte sind Kenntnisse Uber die Lage
und die Entwicklung der Motoneuronen essentiell. Die embryonale Entwicklung von
Drosophila melanogaster kann in 17. Stadien unterteilt werden und wird durch das
Schlupfen der Larve beendet (Hartenstein, 1993). Zugehorig zu den holometabolen
Insekten durchlauft die Fruchtfliege eine vollstandige Metamorphose, von der Larve
zur Imago, in welcher sich das adulte Nervensystem aus den embryonalen und
larvalen Anlagen entwickelt. Die Entwicklung des Nervensystems beginnt zum Ende
der Keimstreifausstreckung, indem Neuroblasten, in funf Wellen, aus dem
neuroektodermalen Epithel in das Innere des Embryos delaminieren (Doe, 1992;
Hartenstein and Campos-Ortega, 1984). Dieser Vorgang bringt 30 Neuroblasten pro
Hemisegment hervor, welche sich asymmetrisch teilen und somit eine
Ganglienmutterzelle und einen weiteren Neuroblasten hervorbringen (Broadus et al.,
1995; Doe, 1992). Die Ganglienmutterzelle teil sich wiederum symmetrisch und bringt
zwei postmitotische Neurone oder zwei Gliazellen hervor. Neuroblasten kdnnen
anhand des Zeitpunktes ihrer Delamination, der Position im Neuroektoderm und der
von ihnen exprimierten Gene bestimmt werden. Wahrend des 13. embryonalen
Entwicklungsstadiums beginnt das Auswachen der neuronalen Nervenzellfortsatze
und Pionieraxone bahnen sich ihren Weg vom zentralen Nervensystem (ZNS) in die

Peripherie (Abb.1.1). Das Axon des aCC Neurons ebnet, gefolgt von den Axonen der
1
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U Neurone, den intersegmentalen Nerv (ISN) und bildet die anteriore Nervenwurzel
(Goodman et al., 1984). Die posteriore Nervenwurzel des ISNs wird hingegen durch
die Axone der RP2 und einigen VUM Neuronen pioniert (Jacobs and Goodman, 1989).
Eine zweite Klasse von Motoneuronen etabliert den segmentalen Nerv (SN), die
begrindet durch ihre Lage im ZNS als segmentale Neurone bezeichnet werden.
Gegensatzlich zu dem aCC Motoneuron oder den U Neuronen, die im benachbarten
Segment lokalisiert sind und als intersegmentale Neurone bezeichnet werden. Spater
folgen VUM Neurone und verlassen durch den segmentalen Nerv das Bauchmark
(Sink and Whitington, 1991).

Stadium 13 Stadium 14

Abbildung 1.1: Embryonale neuromuskulare Entwicklung.

Pionieraxone der U, aCC, RP2 und VUM Neurone verlassen im 13. Entwicklungsstadium das ZNS und
migrieren in die Peripherie. Zeitgleich wachsen Axone der sensorischen Neurone (sN, hellgrau) aus. Im
14. Stadium folgen Axone der VIN Neurone den Pionieraxone des ISNs, wahrend der segmentale Nerv
(SN) von den LSN Neuronen etabliert wird. Zeitgleich mit der neuronalen Entwicklung ereignet sich die
Entwicklung der Muskulatur, welche im 16. Stadium abgeschlossen ist. Die Motoneurone haben in
diesem Entwicklungsstadium ihre Zielmuskulatur erreicht. Tracheen (Tr). Abbildung verandert nach
Campos-Ortega and Hartenstein, 1997a.

Beginnend im 13. Stadium vollzieht sich die Entwicklung der embryonalen Muskulatur
zeitgleich mit der axonalen Wegfindung und ist im 16. Stadium vollendet (Campos-
Ortega and Hartenstein, 1997a). Schon wahrend der Gastrulation invaginieren, twist

2
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(twi) und snail (sna) exprimierende, Mesoderm-bildende Zellen den Embryo und finden
ihre Position als Einzelzellschicht an der inneren Seite des Ektoderm (Leptin and
Grunewald, 1990; Thisse et al., 1988). Wahrend des Keimstreifrickzuges nimmt die
twi Expression ab und nur wenige twi exprimierende Zellen bleiben im Abdomen
zuruck (Bate et al., 1991). Zellen mit einer starken twi Konzentration entwickeln sich
zu den Muskelvorlauferzellen der somatischen  Muskulatur, die mit
fusionskompetenten Myoblasten fusionieren und somit ein Synzytium bilden (Bate,
1990; Baylies and Bate, 1996). Somit entsteht wahrend der Embryogenese pro
abdominalen Hemisegment insgesamt 30 Muskeln, die bis zum Ende des larvalen
Stadiums Uberdauern (Bate, 1990; Campos-Ortega and Hartenstein, 1997b). Jedoch
wachst vom ersten bis zum dritten larvalen Stadium die Lange longitudinaler
Muskelfasern ohne eine weitere Fusion von Myoblasten von 50um auf 500um (Haas,
1950; Weitkunat and Schnorrer, 2014).

1.2 Larvales Innervierungsmuster

Eine Drosophila Larve besteht aus acht abdominalen (A1-A8) und drei thorakalen
Segmenten (T1-T3). Die drei thorakalen Segmente (T1-T3) und Segment A1 und A8
zeigen einen leicht veranderten Aufbau, wogegen die Segmente A2-A7 ein hoch
stereotypisches Muster von 30 Muskeln aufweisen (Bate, 1990) (Abb.1.2).

l«e—T13—>|le——————————— A1 ——— |

Abbildung 1.2: Segmentale Gliederung einer Drosophila Larve.

Konfokales Mikroskopiebild einer Larve im dritten Entwicklungsstadium. Markierung der Muskeln und
neuromuskuldren Verbindungen mithilfe von ShGFP. Die Anordnung der Muskeln erzeugt ein
repetitives Muster, das in den abdominalen Segmenten A2-A7 identisch ist. Die thorakalen Segmente
T1-T3 sowie die abdominalen Segmente A1 und A8 weisen leichte Veranderungen in der Anzahl und
Anordnung der Muskeln auf.
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In zwei Hauptnervenstrangen verlassen die Motoneurone das zentrale Nervensystem
und verasteln sich in der Peripherie, bis insgesamt finf Nervenfaserbuindel die larvale
Muskulatur innervieren (Abb.1.3). Vom ISN, der die dorsal lokalisierte Muskulatur
innerviert, faszikuliert der ISNb und ISNd. Beide Nervenblndel projizieren in das
ventrale Muskelfeld, sowie der SNc, der vom SNa defaszikuliert. Lateral lokalisierte
Muskeln werden hingegen alleinig vom SNa innerviert (Van Vactor et al., 1993). Dieses
neuromuskulare Muster ist in den abdominalen Segmenten A2-A7 der Larve identisch.

Abbildung 1.3: Innervierungsmuster der abdominalen Muskulatur einer Drosophila Larve.
Schema zur Verdeutlichung der axonalen Projektion der 5 Nervenfaserbiindel eines Muskelfeldes durch
die Kutikula. Gestrichelte Linien deuten Projektionsrouten an, die durch Muskulatur verdeckt werden.
Nervenstrange sind in unterschiedlichen Farben dargestellt und projizieren zu ihren Zielmuskelfasern.
Abbildung verandert nach (Beuchle et al., 2007).

1.3 Navigation des Wachstumskegels

Beim Einwachsen der Motoaxone in die Muskelfelder werden die Muskelfasern von
den Wachstumskegeln der auswachsenden Motoaxone erkannt. Dieser
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Wachstumskegel befindet sich an der Spitze der migrierenden Axone und wird fur das
Streckenwachstum und die Aufnahme von Informationen aus der Umgebung bendtigt,
die wiederum zu Veranderungen des Zytoskeletts des Kegels fuhren und somit die
Navigation ermoglichen (Dent et al.,, 2011; Lowery and Vactor, 2009). Die
facherformige Struktur besteht aus Filopodien, die durch Lamellipodien miteinander
verbunden und hoch mobil sind (Bray and Chapman, 1985). Der Wachstumskegel
kann in drei unterschiedliche Zonen aufgeteilt werden (Abb.1.4).

1 Z Doméne
[ U Zone
1 P Doméne

Abbildung 1.4: Der strukturelle Aufbau eines Wachstumskegels.

Die Spitze der auswachsenden Axone kann in drei unterschiedlichen Zonen unterteil werden: Die
periphere Doméne (P Domane) umschlief3t das netz- und biindel-artig angeordnete Aktin, welches die
Lamellipodien und die Filopodien bildet. Einzelne Mikrotubuli, ausgehend von der zentralen Doméane,
erkunden den peripheren Bereich. In der Ubergangszone (U Zone) liegt das Aktin ringartig vor und
verbindet die periphere Doméane mit der zentralen Domane (Z Doméane). Die zentrale Doméane
umschlief3t den Axonschaft mit den Mikrotubuli. Abbildung verandert nach Lowery and Vactor, 2009.

Die zentrale Domane umschliel3t den Axonschaft mit den Mikrotubuli und die periphere
Domane umfasst den &ulersten Bereich, der die netzartig angeordneten Aktin-
Filamente beherbergt. Verbunden werden beide Domanen durch die Ubergangszone,
in welcher die Aktinbundel ringartig angelegt sind. Bedeutsam fur die Mobilitat des
Wachstumskegels sind vor allem die Mikrotubuli und das Aktin, beides polarisierte
Polymere mit einem Minus-Ende und einem distal ausgerichteten Plus-Ende. Ein
stetiger Auf- und Abbau der Aktinfilamente und die Verlangerung der Mikrotubuli aus
der zentralen Doméane in die periphere Domane treibt das Axon voran (Suter and
Forscher, 2000; Tanaka and Kirschner, 1991). Befindet sich der Auf- und Abbau der
Aktinfilamente in einem Gleichgewicht pausiert das auswachsende Axon. Durch das
5
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Binden membranstandiger Rezeptoren des Wachstumskegels an anziehenden
Wegfindungsmolekilen wird das Aktin an das Substrat gebunden und die
Depolymerisierung der Aktinfilamente verringert. Eine weitere Polymerisierung der
Aktinfilamente am distalen Ende der Filopodien bewirkt eine Vorwolbung der Membran
und somit ein Hervorstollen des Axons (Lin et al., 1994; Mitchison and Kirschner,
1988). Zusatzlich stoRen Mikrotubuli vermehrt in die periphere Domane und
ermoglichen eine Verstetigung der Wachstumsrichtung (Buck and Zheng, 2002; Lin
and Forscher, 1993). Wahrend des Auswachsens kann der Wachstumskegel aber
auch pausieren, seine Ausrichtung korrigieren oder sich sogar aus einer Region
zurlckziehen (Lowery and Vactor, 2009). Auf seinem Weg durch die Peripherie
kontaktiert der Wachstumskegel unterschiedliche Strukturen des sich entwickelnden
Embryos. Hierzu zahlen Muskeln, sensorische Neurone aber auch Gliazellen
(Hartenstein, 1988; Landgraf et al., 1999a; Sepp et al., 2001). Diese Interaktionen
werden vor allem durch Wegfindungsmolekile beeinflusst, welche die Axonspitze
durch den sich entwickelnden Embryo leiten.

1.4. Wegfindungsmolekiile

Wegfindungsmolekile werden wahrend der embryonalen Entwicklung von
unterschiedlichen Geweben exprimiert. Einige Molekule wirken Uber eine kurze
Distanz, gebunden an Zelloberflachen, und andere Uber eine groRRere Distanz, indem
sie sekretiert werden (Tessier-Lavigne and Goodman, 1996). lhre Wirkung kann
sowohl eine abstoRende als auch anziehende Reaktion des Wachstumskegels
hervorrufen, welche durch Oberflachenrezeptoren ins Axon vermittelt wird.
Wegfindungsmolekule und ihre Rezeptoren sind oftmals Mitglieder konservierter
Genfamilien, wie den Semaphorinen, Slits, Netrinen und Ephrinen (Kolodkin and
Tessier-Lavigne, 2011). Semaphorine kommen sowohl als sekretierte, wie auch
membranstandige Wegfindungsmolekule im neuromuskularen System von Drosophila
vor und interagieren vor allem mit Rezeptoren der Plexin-Familie (Kolodkin and
Tessier-Lavigne, 2011; Kolodkin et al., 1993). Sie vermitteln Uber kurze und lange
Distanzen sowohl Abstof3ung als auch Anziehung. Sema-1a vermittelt zum Beispiel
die Defaszikulation von Axonen in der Peripherie, die fur die Wanderung der ISND,
ISNd und SNa Verzweigungen zu ihren jeweiligen Muskelfeldern von Bedeutung ist
(Yu et al., 1998). Ebenfalls binden Semaphorine (Sema) an Co-Rezeptoren der

6
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Neuropilin-Familie und bilden, mit einem Plexin-Rezeptor, multimere
Rezeptorkomplexe (Kolodkin and Tessier-Lavigne, 2011; Yazdani and Terman, 2006).
Im zentralen Nervensystem wird die Uberkreuzung der Mittellinie durch Slit und
Roundabout (Robo) vermittelt (Kidd et al., 1998, 1999). Ipsilaterale Neurone
exprimieren Robo und werden von Gliazellen der Mittellinie abgestol3en, welche Slit
sekretieren (Rothberg et al., 1990; Woods, 2004). In slit Mutanten fehlt ebenfalls die
vermittelte AbstoRung, wodurch die Axone die Mittellinie nicht verlassen konnen, die
Konnektive nicht gebildet werden und das ventrale Bauchmark kollabiert (Rothberg et
al., 1988, 1990). Gegensatzlich zu Slit vermitteln Ephrine, Anziehung und Abstof3ung
auswachsender Axone, Uber eine kurze Distanz. Sie konnen in zwei Klassen unterteilt
werden, A Ephrine, die mit einem GPI Anker an Zelloberflachen gebunden sind und B
Ephrine, welche Uber eine transmembrane Domane verflugen. Ephrine binden an, ihrer
Bindungsaffinitat entsprechende, A und B Ephrinrezeptoren, die zu den
Rezeptortyrosinkinasen gehoren (Kolodkin and Tessier-Lavigne, 2011). In der Maus
bewirkt der Verlust von EphrinA4 oder EphrinB3 eine Storung der asynchronen
Fortbewegung der Hinterbeine (Kullander et al., 2003). Dieser Phanotyp wird durch
ein vermehrtes Uberkreuzen der Mittellinie des Rickenmarks von Axonen
herbeigefuhrt, die exprimiertes EphrinB3 der Mittellinie, durch den Verlust von
EphrinA4, nicht mehr detektieren kdonnen und somit nicht abgestolen werden
(Kullander et al., 2003).

Zelladhasionsmolekule wie Fasciclin Il (Fasll) und Connectin (Con) verstarken unter
anderem durch homophile Anziehung die selektive axonale Faszikulation im
Nervensystem (Bellows et al., 1998; Gould and White, 1992; Grenningloh et al., 1991;
Meadows et al., 1994; Nose et al, 1992). Sowohl fasll, als auch con
Funktionsverlustmutanten zeigen nahezu keinen Phanotyp im peripheren
Nervensystem, wogegen eine ektopische Uberexpression eine Auswirkung auf das
axonale Projektionsmuster zeigt (Lin and Goodman, 1994; Nose et al., 1994). Das
Drosophila Down Syndrome Zell Adhasion Molekul (DsCAM) kann durch alternatives
SpleiRen in mehr als 19.000 Isoformen (Schmucker et al., 2000) vorliegen und
vermittelt durch homophile Bindung ein repulsives Signal, welches vor allem bei der
axonalen und dendritischen Selbstvermeidung im ZNS von grol3er Bedeutung ist
(Wang et al., 2002; Wojtowicz et al., 2007).
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1.5 Wegdfindung der dorsalen und ventralen Motoneuronen

Fir das Einwandern der Motoneurone in ihre unterschiedlichen Muskelfelder ist die
korrekte Expression von Oberflachenrezeptoren notwendig, fur deren Regulation
verschiedene Transkriptionsfaktoren verantwortlich sind. ISN Neurone projizieren zu
den dorsalsten Muskeln des Muskelfeldes und exprimieren Even-skipped (Eve),
wodurch die Expression von Grain (Grn) und Zinkfinger 1 (Zfh1) in aCC Neuronen
reguliert wird (Abb.1.5) (Garces and Thor, 2006). Eve wird fur die Wegfindung der
dorsalen Motoneurone bendtigt, welche in eve Mutanten nicht Uber das dorsolaterale
Muskelfeld hinauswachen (Landgraf et al., 1999b). Ebenfalls kontrollieren Eve, Grn
und Zfh1 das Transkriptionslevel von uncoordinated-5 (unc-5), beaten path la (beat la)
und weiteren Wegfindungsmolekulen in aCC und RP2 Neuronen (Abb.1.5) (Zarin et
al., 2012, 2014). Alleinig durch Eve wird die Expression von Neuroglian (Nrg) in
dorsalen Neuronen kontrolliert (Abb.1.3) (Zarin et al., 2014). Das
Zelladhasionsmolekul Nrg wird im gesamten Nervensystem exprimiert und sein
Verlust fuhrt zu abweichenden Projektionen und Kontakten, mit der Muskulatur, der
Axone des ISNs und ISNbs (Hall and Bieber, 1997). Ventral projizierende
Motoneurone exprimieren je nach Nervenstrang spezifische, aber auch identische

Transkriptionsfaktoren.

Regulator Wegfindungsmolekiil
Dorsale Motoneurone eve o= » Nrg

beat la
Fasll

Unc-5

Ventrale Motoneurone

Abbildung 1.5: Transkriptionelle Regulation von Wegfindungsmolekiilen in dorsalen und
ventralen Motoneuronen.

Dorsale Motoneurone exprimieren Eve, wodurch Grn und Zf1 in aCC Neuronen reguliert werden. Eve,
Grn und Zf1 werden fir die Expression von Unc-5, Beat la und weiteren richtungsgebenden Proteinen
in aCC und RP2 Neuronen benétigt. Das Transkriptionslevel von Nrg wird einzig durch Eve kontrolliert.
In ventralen Motoneuronen sind Hb9 und Nkx6 fiir die Regulation von isl, lim3, Faslll und robo2
bedeutend. Die Expression von Beat Ic wird gemeinsam durch Isl und Lim3 kontrolliert. Lim3 reguliert
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alleinig fra in ventralen Motoneurone. Dfr, Oli und Ubx sind ebenfalls in den ventralen Motoneuronen
prasent, deren transkriptionellen Regulatoren und zu regulierenden Gene noch unbekannt sind. Zf1 wird
in allen Neuronen exprimiert. Abbildung verandert nach (Zarin and Labrador, 2019).

Fur ihre Wegfindung ist hb9 und nkx6 von grof3er Bedeutung, wodurch die Expression
von Islet (isl) und Lim3 reguliert wird, welche wiederum eine regulatorische Wirkung
auf beat la ausuben (Abb.1.5) (Broihier et al., 2004; Certel and Thor, 2004). Wird HB9
ektopisch in allen Motoneuronen exprimiert kann Eve nicht in den dorsalen
Motoaxonen detektiert werden, welches die Beschrankung der Eve Expression durch
HB9 verdeutlicht (Odden et al., 2002). Fur die Expression von Frazzled in ventralen
Motoneuronen ist alleinig Isl erforderlich, gegensatzlich zur Expression von Robo2, die
sowohl durch Nkx6 als auch Hb9 kontrolliert wird (Abb.1.5) (Santiago and Bashaw,
2017; Santiago et al., 2014). Zusatzlich reguliert Nkx6 die Expression von Faslll
(Broihier et al., 2004). Das homophile Zelladhasionsmolekul Faslll vermittelt die
Anziehung zwischen Faslll exprimierenden Muskeln und des zu innervierenden
Neurons (Halpern et al., 1991; Odden et al., 2002). Durch die ektopische Expression
des Zelladhasionsmolekul in lateral projizierenden Neuronen konnen ihre
Wachstumskegel frihzeitig von Faslll positiven Muskeln angezogen werden. In den
ventralen Motoneuronen sind des Weiteren Drifter (Dfr), Olig Family (Oli) und
Ultrabithorax (Ubx) prasent, deren transkriptionelle Regulatoren und zu regulierenden
Gene noch unbekannt sind (Abb.1.5) (Certel and Thor, 2004; Hessinger et al., 2017;
Oyallon et al., 2012). Auch Zfh1 wird in diesen Neuronen exprimiert und ist somit in
allen Motoneuronen auffindbar (Layden et al., 2006). Dorsale und ventrale
Regulatoren reprimieren sich allerdings auch gegenseitig und verhindern somit ein
anderes Schicksal in den betreffenden Motoneuronen.

1.6 Selektive Defaszikulation im ventralen Muskelfeld

Im ventralen Musekelfeld I6sen sich am ventralen Verzweigungspunkt (engl. choice
point) definierte Axonbundel von den Hauptnerven ab, um in ihr Muskelfeld
einzuwachsen. Fur diesen als Defaszikulation bezeichneten Prozess sind sowohl die
Rezeptor-Tyrosin-Phosphatase (RPTP) Drosophila Leukocyte-antigen-related-like
(Dlar), wie auch die Molekule Beaten path (Beat), Sidestep (Side) und Tolloid-related
(TIr) von groRRer Bedeutung. Dlar gehort zu einer Familie von acht RPTPs von denen

sechs einen Einfluss auf die axonale Wegfindung haben (Desai et al., 1997;
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Hatzihristidis et al., 2015; Jeon et al., 2008; Schindelholz et al., 2001; Sun et al., 2001).
Der Verlust von Dlar fuhrt zu Innervierungsdefekten der ventralen Muskulatur, da die
Defaszikulationen des ISNbs und des ISNds vom ISN scheitern (Desai et al., 1997;
Krueger et al., 1996). Ebenfalls zeichnet sich der Phanotyp durch zusatzliche
Innervierungen der lateralen und dorsalen Muskulatur aus, da der ISNb Uber sein zu
innervierendes Muskelfeld wachst und hoherliegende Muskeln innerviert (Krueger et
al., 1996). Zusammen mit Abl, einer Tyrosinkinase und ihrem Phosphoprotein-Substrat
Enabled (Ena) ist Dlar fur die korrekte Projektion des ISNbs notwendig (Wills et al.,
1999). Ebenfalls kooperiert Dlar bei der axonalen Wegfindung des ISNbs mit Trio,
einem GTP-Austauschfaktor, bei der axonalen Wegfindung des ISNbs (Bateman et
al., 2000). Einen ahnlichen Phanotyp erzeugt der Verlust von TIr, eine sekretierte
Metalloprotease, die wahrend der axonalen Wegfindung muskelspezifisch exprimiert
und in die Hamolymphe sekretiert wird (Parker et al., 2006; Serpe and O’Connor,
2006). In tir- Mutanten scheitert die Defaszikulation ventraler Motoneurone von ihren
Hauptnervenstrangen und erzeugt Innervierungsdefekte, die bis in das larvale
Entwicklungsstadium erhalten bleiben (Meyer and Aberle, 2006). Der Verlust von side,
wie auch beat erzeugt Defaszikulationsdefekte ventral projizierender Motoaxone des
ISNbs, ISNds und SNcs (Fambrough and Goodman, 1996; Sink et al., 2001; Van
Vactor et al., 1993).

1.7 Repulsion und Attraktion durch Netrin, Frazzled und Unc-5

Anziehende und abstoRende Signale sind fur die Zielfindung der auswachsenden
Motoaxone bedeutend, da sie die Wachstumskegel zu den Zielmuskeln leiten. Die
Netrine sind bifunktionale Wegfindungsmolekule und vermitteln sowohl die Attraktion
als auch die Repulsion auswachsender Axone im ZNS und peripheren Nervensystem
(PNS) von Drosophila melanogaster (Harris et al., 1996; Mitchell et al., 1996). Sie
gehoren zu den Laminin-ahnlichen Proteinen und zeigen Homologien im Aufbau des
N-Terminus und der nachfolgenden EGF-Doméanen (Epidermal Growth Factor). Die C-
terminale Domane weicht hingegen von der Laminin Struktur ab (Abb.1.4). Identifiziert
wurde Netrin zuerst in Nematoden, dessen Verlust sich gleichermalen auf die axonale
Wegfindung und die Migration mesodermaler Zellen auswirkte (Hedgecock et al.,
1990). Dariiber hinaus ist Netrin auch fiir die axonale Regeneration und das Uberleben
von Zellen von Bedeutung (Dun and Parkinson, 2017; Mehlen and Furne, 2005). Erst
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kirzlich konnte eine Wirkung von Netrin auf die Migration von Entztiindungszellen und
deren Produktion von Chemokinen gezeigt werden (Xia et al., 2022). Ebenfalls
konserviert sind Netrine beispielsweise in der Maus und im Huhn (Serafini et al., 1994;
Shen et al., 2002; Wang et al., 1999). Die Drosophila Netrine, Netrin A (NetA) und
Netrin B (NetB), zeigen ein ahnliches, jedoch nicht identisches Expressionsmuster.

wes - HHSOD D

DD DB zus| TSP1 Ig

™~ O=mmmmm] Netrin
C- EGF Doméne
Terminus Vi

occc Rl oo e

P1 P2 P3 FNII Ig

Abbildung 1.6: Proteinstrukturen von Netrin, Unc-5 und DCC.

Das Netrin Molekdl besteht aus einer N-terminalen VI-Doméane, drei EGF Doméanen und einer Doméane
am C-Terminus. Unc-5 umfasst zwei extrazellulare Ig und TSP Typ 1- Doméanen. Intrazellular lokalisiert
ist die ZU5- Doméane, das DB Motiv und die Todesdomane. Frazzled/DCC besteht aus vier IG und sechs
FNIII Doménen. Intrazelluldr angeordnet sind die Doméanen P1, P2 und P3. Abbildung veréndert nach
(Larrivée et al., 2009).

NetA wird im ZNS von Mittellinienzellen und einer Untergruppe von Neuronen
exprimiert. Ebenfalls ist das Molekul in der Peripherie auf Muskel 1 und 2 sowie in
epidermalen Feldern prasent (Harris et al., 1996; Mitchell et al., 1996). NetB wird
hingegen von wenigen Zellen der Mittellinien, allerdings verglichen mit NetA breiter im
lateralen ZNS exprimiert. Die ventralen Muskeln 6 und 7 sowie der Muskel 2 sind
ebenfalls NetB positiv (Harris et al., 1996; Mitchell et al., 1996; Winberg et al., 1998).
Der Verlust beider Netrine fuhrt sowohl zu Wegfindungsdefekten im ZNS, als auch in
der Peripherie (Mitchell et al., 1996). Eine Rettung der Projektionsdefekte
kommissuraler Axone kann interessanterweise durch die alleinige Expression von
NetA oder NetB hervorgerufen werden (Brankatschk and Dickson, 2006; Mitchell et
al., 1996). Publiziert sind beide Netrine als sekretierte Wegfindungsmolekule, die Uber
kurze und lange Distanzen Signale vermitteln. Allerdings konnte mittlerweile durch
eine Begrenzung der Sekretion von Maus Netrin-1 gezeigt werden, dass eine Netrin-
Wirkung auch auf kurze Distanz oder als haptotaktisches Signal auftreten kann
(Dominici et al., 2017; Varadarajan et al., 2017). In der Maus ist allerdings fur die
korrekte Uberkreuzen der Mittellinie von kommissuralen Axonen sowohl die Netrin
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Expression der Bodenplatte, als auch die der ventrikularen Zone notwendig (Moreno-
Bravo et al., 2019). Die Wirkung der Netrine wird durch die Expression von zwei
unterschiedlichen Rezeptoren bestimmt. Zum einen durch den Unc-5 Rezeptor,
welcher ein abstof3endes Signal vermittelt und zum anderen durch den Frazzled (Fra)
Rezeptor, der Netrine als anziehende Signale interpretiert (Keleman and Dickson,
2001; Kolodziej et al., 1996). Unc-5 besteht aus zwei extrazellularen Immunglobulin-
und Thrombospondin (TSP) Typ 1- Domanen. Intrazellular befindet sich eine ZU5-
Domane, ein DB Motiv und eine C-terminale Todesdomane (Abb.1.6). Drosophila Unc-
5 wird spezifisch vom SN und einigen Axonen des ISNs (aCC und RP2) exprimiert
(Keleman and Dickson, 2001; Labrador et al., 2005). Ebenfalls Unc-5 positiv sind die
Ausgangs- und peripheren Gliazellen, die den ISN und SN umgeben (Keleman and
Dickson, 2001; Labrador et al., 2005). Der Verlust von Unc-5 fuhrt zu leichten
Wegfindungsdefekten des SNas und ISNs und &uRern sich durch fehlende Aste des
segmentalen und Segmentuberschreitungen des intersegmentalen Nervs (Labrador et
al., 2005). Gegensatzlich zu Unc-5 wird Frazzled von kommissuralen und
longitudinalen Axonen des ZNS, den ventral projizierenden ISNb und ebenfalls von
den aCC und RP2 Neuronen des ISNs exprimiert (Kolodziej et al., 1996; Labrador et
al., 2005). Der Fra Rezeptor, gehort zur Deleted in Colorectal Cancer (DCC) Familie,
besteht aus vier extrazellularen Immunglobulin (Ig)- und sechs Fibronectin Typ 3-
Domanen (FNIII). Zytoplasmatisch lokalisiert sind die Doméanen P1, P2 und P3
(Abb.1.6). Frazzled Mutanten zeigen Projektionsfehler des ISNs, welcher
Segmentgrenzen missachtet, sowie Wegfindungsdefekte des ISNbs und
Projektionsdefekte kommissuraler Axone, die Netrin exprimierende Gliazellen nicht

mehr detektieren konnen (Kolodziej et al., 1996).

1.8 Axonale Wegfindung durch Sidestep und Beaten path la

Essentiell fur die Wegfindung von Motoaxonen ist der Rezeptor Beaten path la (Beat)
und sein Ligand Sidestep (Side). Beide Moleklle gehoren zu der Immunglobulin-
Superfamilie. Das Drosophila Genom kodiert fur 14 Mitglieder der Beat- und 8
Mitglieder der Side-Familie (Pipes et al., 2001; Zinn, 2009). Identifiziert wurde side
mittels eines Mutagenese-Screens zur Ermittlung von Mutationen, die eine
Auswirkung auf die axonale Wegfindung und neuromuskularer Synaptogenese
aufweisen (Aberle et al., 2002; Sink et al., 2001; Van Vactor et al., 1993). Side besteht
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aus einem Signalpeptid am N-Terminus, 5 Immunglobulin-Domanen, einer Fibronectin
Typ 3- Domane, einer Transmembrandomane und einem kurzen zytoplasmatischen
Ende (Abb.1.7) (Li et al., 2017; Sink et al., 2001).

Sidestep

[ signalpeptid CJImmunglobulin-Doméne

B Transmembrandomine [l Fibronectin Typ 3- Domine

Abbildung 1.7: Proteinstruktur des Wegfindungsmolekiils Sidestep.
Das Molekiil besteht aus einem Signalpeptid, 5 Immunoglobulin-Domanen, einer Fibronectin Typ 3-
Domane, einer transmembranen Domane und einem zytoplasmatischen Ende.

Wahrend der embryonalen Entwicklung wird Side in einem hochdynamischen Muster
exprimiert. In fruhen Entwicklungstadien (9-12) ist es in Zellen des ZNS detektierbar
(Siebert et al., 2009; Sink et al., 2001). Im nachfolgenden Stadium entsteht im ZNS ein
keilformiges Expressionsmuster, welches die auswachsenden Pionieraxone des ISNs
in die Peripherie leitet (Siebert et al., 2009). Ebenfalls kann ab dem 13.
Entwicklungsstadium Side in den sensorischen Neuronen nachgewiesen werden,
dessen Expressionsstarke mit der fortschreitenden Entwicklung abnimmt und
schlussendlich auf der somatischen Muskulatur zum Vorschein tritt (Sink et al., 2001).
Der Verlust von Side erzeugt einen Bypass-Phanotyp, der zu gravierenden
Innervierungsdefekten der ventralen Muskulatur fuhrt und vor allem den ISNb, ISNd
und SNc betrifft (Sink et al., 2001). Die Nervenstrange defaszikulieren nicht von den
Hauptnervenstrangen und erreichen somit nicht ihr zu innervierendes Muskelfeld (Sink
et al., 2001). Detektiert wird Side durch den Rezeptor Beat, der in einem Screen zur
Entdeckung von Genen, welche die neuromuskulare Konnektivitat beeinflussen,
identifiziert wurde (Van Vactor et al, 1993). Beat wird wahrend der
Embryonalentwicklung in Motoneuronen exprimiert und in den Wachstumskegeln
angereichert (Fambrough and Goodman, 1996; Siebert et al., 2009). Publiziert wurde
Beat, anhand von Strukturvorhersagen und undeutlichen immunhistologischen
Farbungen, als sekretiertes Molekul, welches fur die Defaszikulation von Motoaxonen
an Entscheidungspunkten von Bedeutung ist (Bazan and Goodman, 1997; Fambrough
and Goodman, 1996; Pipes et al., 2001). In vivo- und in vitro- Experimente lassen

mittlerweile vermuten, dass Beat Uber eine transmembrane Domane in der
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Zellmembran verankert ist (Heymann, 2017; Siebert et al., 2009). Aul3erdem besteht
der Rezeptor aus einem Signalpeptid am N-Terminus, zwei Immunglobulin-Domanen,
einem umestrukturierten Linker und einer Cystein-reichen Domane am C-Terminus
(Abb.1.8) (Bazan and Goodman, 1997; Mushegian, 1997; Pipes et al., 2001).

Beaten Path la

N' 27-140 aa 141-246 aa 247-319a-c

Signalpeptid [J Immunglobulin-Doméne [ Linker

B Cysteinreichen Domine [l Transmembrandoméane

Abbildung 1.8: Proteinstruktur des Wegfindungsmolekiils Beaten Path la.
Das Protein besteht aus einem Signalpeptid, zwei Immunglobulin-Domanen, einer verbindenden Linker-
Sequenz, einer Transmembran- und einer Cystein-reichen-Domane.

Die Cystein-reiche Domane wird vermutlich fur die Bildung von Homo- und
Heterodimeren bendtigt (Bazan and Goodman, 1997; Mushegian, 1997). Exprimiert
wird die mRNA des Rezeptors ab dem 12. Entwicklungsstadium in einem Teil von
Zellen des ZNS, hochstwahrscheinlich neugeborene Motoneurone, welche anhand
ihrer Position identifiziert wurden (Fambrough and Goodman, 1996; Siebert et al.,
2009; Sink et al., 2001). Die Anzahl der Beat exprimierenden Zellen nimmt bis zum 13.
Stadium, in welchem die auswachsenden Motoaxone das ZNS verlassen und in die
Peripherie migrieren, weiter zu und bleibt konstant bis ins 14. Stadium. Wahrend
dieses Zeitraums bilden sich die Hauptnervenstrange in der Peripherie. Die Starke der
Beat-Expression nimmt danach ab und bleibt bis in das 17. Entwicklungsstadium
erhalten. Beat Mutanten zeigen einen side ahnlichen Phanotyp, der sich vor allem auf
das ventrale Muskelfeld auswirkt und durch die fehlende Defaszikulation der
Nervenbundel von ihren Hauptnervenstrangen erzeugt wird (Abb.1.9) (Fambrough and
Goodman, 1996). Anhand der ahnlichen Phanotypen und der Tatsache, dass keine
Verstarkung des Phanotyps in side und beat Doppelmutanten beobachtet werden
konnte, wurde auf eine genetische Interaktion zwischen den beiden Molekullen
geschlossen (Siebert et al., 2009). Ebenfalls konnte durch eine ektopische Expression
von Sidestep auf Hamozyten, im side mutanten Hintergrund, eine Anziehung der

Wachstumskegel erzeugt werden (Siebert et al., 2009).
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side beat

Abbildung 1.9: Schema der Interaktion von Sidestep und Beat.

Schema der Interaktion von Sidestep und Beat. Beat exprimierende Motoaxone folgen im Wildtyp einem
Side markierten Pfad (dunkelblau) (A). Erreicht der Wachstumskegel Side exprimierendes Gewebe,
wird die Expression reduziert (hellblau). In side Mutanten kann der Wachstumskegel kein Side
detektieren und wachst an seinen Zielmuskeln vorbei (B). Side exprimierendes Gewebe wird in beat
Mutanten ebenfalls nicht wahrgenommen und die Defaszikulation von Motoaxone scheitert. Zusatzlich
erfolgt keine Reduktion der Side Expression. Abbildung verandert nach (Siebert et al., 2009).

1.9 Entwicklung und Markierung neuromuskularer Endplatten

Nach dem Kontakt mit der Zielmuskulatur findet ein Umwandlungsprozess des
Wachstumskegels zu einem prasynaptischen Terminal statt (Halpern et al., 1991;
Johansen et al., 1989a; Keshishian et al., 1996). Diese neuromuskularen Endigungen
(NMJs) bestehen aus synaptischen Verzweigungen mit jeweils mehreren Transmitter-
Freisetzungsstellen, auch Boutons genannt, und beherbergen einzelne Synapsen.
Wahrend der Embryonalentwicklung ereignet sich das Wachstum einer NMJ durch
Teilungen bereits bestehender presynaptischer Boutons oder einer de novo Bildung
neuer Boutons an der NMJ (Zito et al., 1999). In den larvalen Stadien wachst die NMJ
enorm vor allem durch die Bildung neuer Boutons (Davis et al., 1996). In Drosophila
werden die Muskeln des Hautmuskelschlauchs durch unterschiedliche Typen von
Motoneuronen co-innerviert, die anhand verschiedener Eigenschaften ihrer Boutons
klassifiziert werden kdonnen. Typ | Boutons sind glutamaterg und werden nach ihrer
Grofe in Ib (big) und Is (small) unterteilt, wobei Ib-Boutons zusatzlich von einem
ausgepragten und Is-Boutons von einem weniger ausgepragten subsynaptischen
Retikulum umgeben sind (Hoang and Chiba, 2001; Johansen et al., 1989b). Typ I
Boutons sind ebenfalls glutamaterg aber von kleinerem Durchmesser (1-2um) (Hoang

and Chiba, 2001; Monastirioti et al., 1995). Boutons des Typ Il sind von mittlerer
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GrofRe und verwenden Neuropeptide als Botenstoffe (Gorczyca et al., 1993). Sowohl
die Lage auf der Muskelfaser als auch die Morphologie einer NMJ sind charakteristisch
und konnen Ruckschlisse auf die Synapsenbildung und axonale Wegfindungsdefekte
ermoglichen. Die Expression des chimaren Fusionsproteins CD8-GFP-Shaker
(ShGFP) ermaglich eine Markierung der Typ | Boutons, durch eine Akkumulation von
GFP an der Muskeloberflache und des subsynaptischen Retikulums (Zito et al., 1997,
1999). Der Marker besteht aus der extrazellularen und transmembranen Domane des
menschlichen  T-Lymphozyten-Proteins CD8, fusioniert mit einem grun
fluoreszierenden Protein (GFP) und der C-terminalen Sequenz des Shaker-
Kaliumkanals (Zito et al., 1999). Das PDZ Domanen-bindende Motiv des Shaker-
Kaliumkanals interagiert spezifisch mit Discs large (Dlg), einem postsynaptisch
lokalisierten Protein. Die Akkumulation von ShGFP ermdglicht somit eine Markierung
von Typ | Boutons (Zito et al., 1997). Unter der Kontrolle des myosin heavy chain
(MHC) Promoters erfolgt eine muskelspezifische Expression des Fusionsproteins
(Wassenberg et al., 1987; Zito et al., 1999).

1.10 Das larvale Kriechen

Das Kriechen ist fur Drosophila Larven eine fundamentale Art der Fortbewegung, die
fur die Nahrungsbeschaffung und die Flucht vor einem Fressfeind essentiell ist. Larven
verfigen Uber ein hydrostatisches Skelett, einen flissigkeitsgeflullten Hohlraum, der
durch Druckeinwirkung die notige Festigkeit erlangt. Beim Kriechen wird eine sich
wiederholende peristaltische Welle ausgefuhrt, die Uber die gesamte Larve verlauft
(Berrigan and Pepin, 1995; Heckscher et al., 2012). Ein Bewegungszyklus beginnt mit
dem Anheben posterior gelegener Segmente, die weiter anterior wieder auf das
Substrat gelegt werden, wahrend das posteriore Ende weiterhin mit dem Untergrund
in Kontakt bleibt (Heckscher et al., 2012). Das Anheben weniger Segmente setzt sich
bis zu den Kopfsegmenten fort, gefolgt von dem Versetzen der Mundhaken und des
posterioren Endes in Kriechrichtung, wodurch ein Bewegungszyklus abgeschlossen
ist (Heckscher et al., 2012). Die Kriechgeschwindigkeit wird durch die Dauer einer
peristaltischen Kontraktionswelle reguliert, die von posterior nach anterior Uber die
Larve verlauft (Heckscher et al., 2012). Ein Bewegungsablauf kann in zwei Phasen
unterteilt werde, die asynchron zueinander stattfinden. Der Darm wird wahrend der
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,visceral pistoning“-Phase durch Kontraktionen im Kopf und posterioren Ende bewegt,
wahrend sich in der ,wave“-Phase eine peristaltische Welle Uber die Larve in
Kriechrichtung fortsetzt (Heckscher et al., 2012).

1.11 Fluchtverhalten

Organismen haben unterschiedliche Verhaltensmuster entwickelt, welche eine Flucht
aus einer Gefahrensituation erlauben. Diese koordinativen Bewegungsmuster sind

oftmals hoch stereotypisch, Uberlebenswichtig und werden durch einen sensorischen

Reiz ausgel6st, der neuronale Signalwege aktiviert (Abb.1.10).

v U m /Q/./L

mCSls

Abbildung 1.10: Induktion des Fluchtverhaltens bei Drosophila melanogaster.

Schmerzliche Reize (Attacke einer parasitoiden Wespe) werden durch clVda Neurone detektiert, die
sich mit ihren weit verzweigten Dendriten unter der Epidermis befinden und Schmerzen detektieren.
Signale der clVda Neurone werden im Gehirn Uber Interneurone an die SNa Neurone weitergeben,
welche die Kontraktion der lateralen Muskulatur bewirken und somit die Ausfiihrung eines spezifischen
Fluchtverhaltens hervorrufen. Abbildung erstellt nach Vorlage von Beuchle et al., 2007; Chin and
Tracey, 2017; Driskell et al., 2016; Ziegler et al., 2017.

Schmerzhafte Reize, wie hohe Temperaturen oder mechanischer Druck, I6sen in
Drosophila Larven ein stereotypisches Fluchtverhalten aus, bei dem sich die Larve um
die laterale Korperachse rollt und somit der Schmerzquelle entkommen kann (Ohyama
et al., 2013; Tracey et al., 2003). Dieses Bewegungsmuster ermoglicht den Larven
auch die Abwehr von parasitoiden Wespen und verhindert somit die Eiablage der
weiblichen Wespen in die Larve (Hwang et al., 2008; Robertson et al., 2013). Detektiert
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werden schmerzhafte Reize Uber die dendritischen Verzweigungen von Klasse IV
Neuronen (clVda), die die Epidermis einer Larve Uberspannen und in das ZNS
projizieren (Grueber et al., 2002, 2007; Hwang et al., 2008). Im ZNS lokalisierte
Interneurone (MCSIs) sind postsynaptisch mit den clVda Neuronen verbunden und
leiten den detektierten Reiz an Neurone des SNas weiter, der wiederum die
Kontraktion der lateralen Muskeln bewirkt und so das laterale Rollen initiiert (Yoshino
et al., 2017).
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1.12 Ziel dieser Arbeit

Wegfindungsmolekule sind essentiell fur die fehlerfreie Innervierung der Muskulatur
und die préazise Ausfihrung von Bewegungsablaufen, die das Uberleben von
Organismen gewabhrleisten. Anziehende und abstollende Mechanismen leiten
auswachsende Motoaxone durch den sich entwickelnden Embryo bis zur
Zielmuskulatur und erzeugen oftmals, bei einem Funktionsverlust, Projektionsdefekte
der zu leitenden Nervenstrange.

Innervierungsdefekte treten bei einem beat Verlust vor allem im ventralen Muskelfeld
auf und eine Verstarkung des Phanotyps kann durch den zusatzlichen Verlust von unc-
5 im lateralen Bereich beobachtet werden.

Ziel dieser Arbeit ist die Analyse des unc-5 und beat mutanten Phanotyps im Embryo
und in der Larve, die sowohl die betroffenen Nervenstrange als auch die
Projektionsrouten der verbliebenen Motoaxone umfasst. Eine Rettung des
doppelmutanten Phanotyps soll mithilfe einer GAL4/UAS-System basierten Re-
expression herbeigefuhrt werden und die Entstehung des mutanten Phanotyps
erklaren.

Zudem soll die larvale Lokomotion der unc-5 und beat Doppelmutanten untersucht
werden, da nicht innervierte Muskeln lokomotorische Bewegungsmuster unterbinden
oder stark storen konnen. Das stereotypische Fluchtverhalten von Drosophila
melanogaster, welches durch einen Schmerzreiz ausgelost werden kann und die
Ausfuhrung einer Rolle uber die Korperlangsachse stimuliert, wird mittels
parasitierender Wespen und eines Hitzeplatten-Assays analysiert.

Des Weiteren soll eine mogliche genetische oder biochemische Interaktion zwischen
dem Side/Beat und Netrin/Unc-5 Signalweg untersucht werden, da beide Signalwege
bedeutend fur eine fehlerfreie axonale Wegfindung sind und die simultane Storung
weitere Einblicke in das Zusammenspiel der unterschiedlichen leitenden
Mechanismen gewahren kann.

Zudem soll die funktionelle Bedeutung der peripheren Expression der Netrine
untersucht werden, welche anhand einer Analyse der Expressionsmuster und
muskelspezifischnen Uberexpressionen erfolgt. Wie auch neuronal ektopische
Expressionen von Unc-5 einen tieferen Einblick in die Funktion des repulsiven

Netrin/Unc-5 Signalweg ermoglichen sollen.
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2. Ergebnisse

2.1. Starke Innervierungsdefekte in unc-5 und beat Mutanten

Der Verlust von Wegfindungsmolekulen kann zu Projektionsfehlern, sowohl im Embryo
als auch in der Larve fuhren. Zwei der wichtigsten axonalen Wegfindungsmolekule fur
Motoaxone sind Sidestep und sein Rezeptor Beaten path. Die Verlust-Phanotypen
zeigen, dass bis zu 30% der embryonalen Muskelfasern nicht innerviert sind
(Fambrough and Goodman, 1996; Sink et al., 2001). Die Innervierung der restlichen
70% konnen durch redundante Funktionen von Familienmitgliedern oder anderen
Signalwegen erreicht werden. Demzufolge ist fur die korrekte Innervierung der
Muskulatur ein Zusammenspiel von unterschiedlichen leitenden Mechanismen
notwendig, die die Axone zu ihren Zielen leiten (Winberg et al., 1998; Zarin et al.,
2014). Allerdings ist das funktionelle Zusammenspiel anderer Molekule und
Rezeptoren mit dem Beat Rezeptor und seinem Liganden Side noch unbekannt.
Deshalb soll in dieser Arbeit der simultane Verlust von Unc-5 und Beat untersucht
werden. Doppelmutante Embryonen mit einer milden Auspragung zeigen starke
Wegfindungsdefekte des SNas und Projektionsfehler des ISNbs, ISNds und SNcs
(Abb.2.1). Pragt sich der Phanotyp stark aus projiziert alleinig der ISN in sein dorsales
Muskelfeld, wahrend alle anderen Verzweigungen verloren gehen.

unc-5%/ 3 ) unc-58,beat?/
wt Df(2R)ED2426 beat*/beat Df(2R)ED2426, beat?

Stadium 16-17

Abbildung 2.1: Verlust von Unc-5 und Beat fiihrt im Embryo zu starken Wegfindungsdefekten
des SNas.

(A-F) Konfokale Aufnahmen von Embryonen im Stadium 16-17. Fasll-Farbung visualisiert axonale
Projektion. Der Pfeil deutet auf den SNa und der Pfeilkopf markiert den SNc. ISNb wird durch den Stern
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hervorgehoben. (A-B) Wildtypischer Embryo. (C-D) Unc-5 Einzelmutanten zeigen Ileichte
Projektionsdefekte des SNas und benachbarte ISN Faszikel iberschreiten die Segmentgrenze. (E-F)
Beat Einzelmutanten zeigen abweichende axonale Projektionen im ventralen Muskelfeld. (G-H)
Simultaner Verlust von Unc-5 und Beat flhrt zu einer Verstarkung der einzelnen Phanotypen. Der
segmentale Nerv ist dinner oder fehlt komplett. Projektionsfehler des ISNbs und SNcs sind detektierbar.

Embryonale Innervierungsdefekte bestehen oftmals bis in das larvale Stadium und
konnen anhand fehlender neuromuskularer Endplatten (NMJ's) identifiziert werden
(Meyer and Aberle, 2006; Nose et al., 1994; Sink et al., 2001). Diese Verbindungen
konnen durch die Verwendung des postsynaptischen Fusionsprotein ShGFP detektiert
werden, der Typ | Boutons markiert (Zito et al., 1999). Erreicht ein Nerv nicht seinen
zu innervierenden Muskel, wird keine NMJ ausgebildet, die durch die Expression von
ShGFP markiert werden kann. Zusatzlich kénnen Innervierungen detektiert werden,
die zusatzlich oder an einer abweichenden Position gebildet wurden. In unc-5
einzelmutanten Larven pragen sich die Wegfindungsdefekte vor allem im lateralen
Muskelfeld aus (Abb. 2.2). Muskel 5, 8 und 21 sind haufig betroffen und zeigen
fehlende neuromuskulare Verbindungen. Der beat mutante Phanotyp ist auffallender,
betrifft das ventrale Muskelfeld und variiert in der Starke seiner Auspragung.

unc-5%/ I unc-5°,beat’/
Wt Df(2R)ED2426 beat*/beat Df(2R)ED2426 beat?
©
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Abbildung 2.2: Starke laterale und ventrale Projektionsfehler in unc-5 und beat Doppelmutanten.
Konfokale Aufnahmen abdominaler Muskelfelder. Aufteilung in dorsal, lateral und ventral. Pfeile deuten
auf fehlende NMJ's. (A-B) ShGFP Larve spiegelt die wildtypische Anordnung der NMJ's wider. (C-D)
unc-5 Einzelmutante zeigt leichte Defekte im lateralen Bereich. (E-F) Verlust von beat fiihrt zu starken
Wegfindungsdefekten im ventralen Muskelfeld. (G-H) Unc-5 und beat doppelmutante Larve zeigt eine
Reduktion von NMJ's im lateralen und ventralen Muskelfeld. Der Bildstapel im lateralen Bereich wurde
auf die laterale Muskulatur beschrankt, um die Innervierungsdefekte der Muskeln 21-24 hervorzuheben.
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Bei der starksten Auspragung konnen keine NMJ's im ventralen Muskelfeld
verzeichnet werden. Leichte Defekte sind auch im lateralen Muskelfeld erkennbar und
betreffen oftmals Muskel 24. Die gravierendsten Innervierungsdefekte sind in unc-5
und beat doppelmutanten Larven prasent und sind im ventralen und lateralen
Muskelfeld vorzufinden. Laterale Innervierungsdefekte betreffen Muskel 21- 24, 5 und
8 kdnnen in nahezu jedem Segment und jeder Larve identifiziert werden. Zusatzlich

zeigen die ventralen Bereiche einen beat ahnlichen Phanotyp.

Diese Beobachtungen lassen sich mit Hilfe einer statistischen Analyse der NMJ's
verifizieren. Diese sollte Aussagen uber die Wegfindungsdefekte der

unterschiedlichen Nervenstrange ermoglichen (Abb. 2.3).
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Abbildung 2.3: Unc-5 und Beat Verlust fiihrt zu Wegfindungsdefekten des SNas und SNcs.
Quantitative Zahlung der NMJ's pro Hemisegment und Nervenstrang. unc-5 Einzelmutanten zeigen
eine leichte Reduktion der NMJ's, die vom SNa gebildet werden. Der Beat Verlust wirkt sich vor allem
auf die NMJ's des SNcs, ISNds und ISNbs aus. Doppelmutante unc-5 und beat Larven zeigen starke
Wegfindungsdefekte des SNas und SNcs und leichtere Defekte des ISNds und ISNbs. Mann-Whitney
U Test; *p< 0,005.

Hierfur wurden pro Hemisegment NMJ's von 29 Muskeln quantifiziert und spezifisch,
je nach Nervenstrang, ausgewertet. Das wildtypische Muskelfeld umfasst eine
23
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Gesamtanzahl von 30 Muskeln, allerdings wurde Muskel 25 bedingt durch seine
Position und Innervierung durch einen eignen Nervenstrang (TN) von der Auswertung
ausgeschlossen. Sowohl fur den SNa, als auch fur den SNc konnte in der unc-5 und
beat Doppelmutante eine gravierende Reduktion an neuromuskularen Verbindungen
festgestellt werden [SNa: 0,86+0,35 und SNc: 0,43+0,35 NMJ's pro Hemisegment
verglichen mit SNa: 6,10+0,18 und SNc: 2,96+0,20 fur den Wildtyp]. Dieser Ruckgang
an NMJ's konnte weder fur die unc-5 [SNa: 5,61+0,27 und SNc: 2,97+0,10], noch fur
die beat Einzelmutante [SNa: 5,12+0,43 und SNc: 1,30+0,56] gezeigt werden. Eine
signifikante Verminderung an ausgebildeten Endplatten zeigte der alleinige Verlust
von unc-5 [SNa: 5,61+0,27 verglichen mit dem Wildtyp SNa: 6,10+0,18] im lateralen
Muskelfeld (SNa) und beat Mutanten im ventralen Muskelfeld [ISNb: 4,68+0,48, ISNd:
1,45+0,50 und SNc: 1,30+0,56 verglichen mit dem Wildtyp ISNb: 6,96+0,172, ISNd:
2,9410,14 und SNc: 2,9610,20].

Der larvale unc-5 und beat doppelmutante Phanotyp entsteht bereits wahrend der
embryonalen Entwicklung, bleibt bis in das larvale Stadium erhalten (Abb. 2.1 und Abb.
2.2) und wirft Fragen nach der Entstehungsursache auf. Auswachsende Axone
erhalten in der Peripherie von unterschiedlichen Geweben wegweisende
Informationen, wie der Muskulatur oder den sensorischen Neuronen (Hartenstein,
1988; Landgraf et al., 1999a). In unc-5 mutanten Embryonen sind neben den
Projektionsdefekten ebenfalls Migrationsdefekte der Gliazellen erkennbar, welche im
ZNS geboren werden und wahrend der embryonalen Entwicklung entlang der
entstehenden motorischen Nerven in die Peripherie migrieren (Abb. 2.4) (Von Hilchen
et al., 2010). Der Verlust von Unc-5 bewirkt ein Verweilen der Gliazellen in der Nahe
des ZNS und fuhrt somit zu einer verringerten Anzahl an glialen Zellen in der
Peripherie. Einen ahnlichen Phanotyp konnte auch fur den simultanen Verlust der
Netrine (A und B) gezeigt werde, die durch den Unc-5 Rezeptor als abstoRendes
Signal interpretiert werden (Von Hilchen et al., 2010). Diese Defekte werden durch den
simultanen Verlust von unc-5 und beat nicht verstarkt und konnen somit nicht die

Ursache fur die fehlerhafte axonale Wegfindung sein (Abb.2.4).
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unc-5¢/Df(2R)2426

Abbildung 2.4: Keine Verstarkung des unc-5 mutanten Gliazellen Migrationsphanotyps in unc-5
und beat Doppelmutanten.

Visualisierung der glialen Zellen mittels einer Antikdrperfarbung gegen Reversed polarity (repo) (rot)
und Markierung der sensorischen Neurone mithilfe einer Farbung gegen Ankyrin 2 (ank2) (grun). (A-C)
Konfokale Bilder der wildtypischen Anordnung von Gliazellen und Projektion sensorischer Neurone. (D-
F) Beeintrachtigte Migration der glialen Zellen in unc-5 mutanten Embryonen. Gliazellen erreichen nicht
ihre stereotypische Position in der Peripherie. (G-1) Unc-5 und beat Doppelmutanten zeigen keine
Verstarkung des unc-5 mutanten Gliazellen Migrationsphanotyps.

Eine Expression des Fluoreszenzproteins CD4tdTomato in Gliazellen sollte indirekt
eine Markierung des segmentalen Nervs ermdglichen und somit seine larvale
Projektionsroute in den Doppelmutanten offenbaren. Im Wildtyp trennt sich der SNa
im ventralen Muskelfeld vom ISN und projiziert zu den lateralen Muskeln, wahrend der
ISN seinen Weg zum dorsalen Muskelfeld fortsetzt (Abb.2.5 B). Die Verlustmutanten
hingegen zeigen oftmals keine wildtypische und vor allem einheitliche Projektion
dieses Nervs (Abb. 2.5 C-H). Haufig wird der SNa nicht richtig ausgebildet oder
befindet sich im falschen Muskelfeld. Dies fuhrt zu einer uneinheitlichen axonalen
Projektion in den larvalen abdominalen Hemisegmenten und veranschaulicht die

Fehlleitung des segmentalen Nervs.
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| Wt | unc-5%,beat’/Df(2R)2426,beat?;repo>Tomato
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Abbildung 2.5: Unc-5 und beat doppelmutante Larven zeigen starke Projektionsfehler des SNas.
Gliaspezifische Expression von CD4tdTomato mit repo-Gal4 ermdglicht eine indirekte Markierung der
axonalen Projektionsrouten in der Larve. Darstellung der ventralen und lateralen Bereiche abdominaler
Hemisegmente von Ganzkoérperlarven. Pfeile deuten auf den SNa. (A-B) Nervenverlauf im Wildtyp. (C-
H) Irreguldre SNa Projektionen in der unc-5 und beat mutanten Larven. Der SNa ist kaum ausgebildet,
oder zeigt starke Projektionsdefekte.

lateral

ventral

Die SNa spezifischen Wegfindungsdefekte in unc-5 und beat Doppelmutanten werden
vermutlich durch die simultane Hemmung des anziehenden Beaten path la/Sidestep
und des abstoflienden Unc-5/Netrin Signalweges hervorgerufen.

Um dies These zu uUberprufen erfolgte eine Analyse von unc-5 und side
Doppelmutanten. Da beat und side Mutanten einen ahnlichen Phanotyp zeigen, sollten
unc-5 und side Doppelmutanten auf Ubereinstimmende Innervierungsdefekte Uberpruft
und mit denen der unc-5 und beat Mutanten verglichen werden (Fambrough and
Goodman, 1996). Eine Markierung der axonalen Projektionen in Embryonen zeigt
einen Phanotyp, welcher dem unc-5 und beat doppelmutanten Phanotyp entspricht.
Es sind Wegfindungsdefekte des SNas und aller ventralen Nervenstrange im Embryo
nachweisbar (Abb. 2.6). Ebenfalls zeigen die Embryonen einen variablen Phanotyp,
welcher, bei einer milden Auspragung, verkurze und stark reduzierte Projektionen im
ventralen Muskelfeld erkennen Iasst. Jedoch projiziert der ISN selbst bei einer starken
Auspragung alleinig in die Peripherie.
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unc-5%,beat®/Df unc-58/Df(2R)2426;
(2R)2426,beat? side®'¥/side!%63

Stadium 16

Abbildung 2.6: Simultaner Verlust von unc-5 und side entspricht dem unc-5 und beat mutanten
Phanotyp.

Embryonen im 16. Entwicklungsstadium. Visualisierung der axonalen Projektion mittels einer
Fluoreszenzmarkierung von Fasll. Pfeile deuten auf die Projektion des segmentalen Nervs a. (A-B)
Wildtypische axonale Projektion. Axone des segmentalen Nervs bilden einen 90° Winkel im lateralen
Muskelfeld. (C-D) Simultaner Verlust von Unc-5 und Beat bewirkt Projektionsdefekte des SNas und aller
ventralen Nervenstrange. (E-H) Starke Projektionsdefekte im lateralen und ventralen Muskelfeld in unc-
5 und side Doppelmutanten.

Die embryonalen Innervierungsdefekte in unc-5 und beat Doppelmutanten Uberdauern
bis in das larvale Stadium und wurden ebenfalls in den unc-5 und side doppelmutanten
Larven analysiert und sollten Aufschlisse Uber die Auspragung des Phanotyps
ermoglichen. Bedingt durch die Letalitdt der Larven in spateren larvalen
Entwicklungsstadien war im Gegensatz zu den unc-5 und beat Doppelmutanten nur
eine Analyse des Innervierungsmuster im ersten Larvenstadium (L1) moglich. Jedoch
zeigen die unc-5 und side mutanten Larven Innervierungsdefekte im lateralen und
ventralen (Muskelfeld nicht gezeigt) Bereich, die dem Phanotyp der unc-5 und beat
mutanten Larven entsprechen (Abb. 2.7). Auch hier kdnnen die SNa spezifischen
Wegfindungsdefekte detektiert werden, welche die Muskeln 21-24, 5 und 8 betreffen.
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unc-5¢,beat’/Df _|[unc-5¢/Df(2R)2426;

wt (2R)2426,beat? || sidec™7/sidensss

Abbildung 2.7: Starke laterale Innervierungsdefekte in unc-5 und side mutanten L1 Larven.
Mikroskopie Aufnahmen von intakten Larven im ersten Larvenstadium. Markierung der
neuromuskuldren Verbindungen und Muskulatur mittels ShGFP. NMJs in hellgrin und Muskeln in
dunkelgriin. Pfeile deuten auf Muskel 21 und 5. (A) Wildtypisches Innervierungsmuster der larvalen,
lateralen Muskulatur. (B) Fehlinnervierungen der lateralen Muskeln in unc-5 und beat mutanten Laven.
(C) Laterale Muskeln zeigen fehlende neuromuskulare Verbindungen in unc-5 und side Mutanten. Der
larvale Phanotyp entspricht dem unc-5 und beat mutanten Phanotyp.

Zusatzlich erfolgte eine Analyse des embryonalen Innervierungsmusters in unc-5, beat
und side Dreifach-Mutanten, deren Phanotyp keine Verstarkung im Vergleich zu den
jeweiligen Doppelmutanten zeigt (Abb.2.8).

unc-5%,beat?/Df unc-5%,beat®/Df(2R)ED2426,beat?;

wt (2R)ED2426,beat? sidec¥/side! 53

Stadium 16

Abbildung 2.8: Unc-5, beat und side Dreifach-Mutanten zeigen keine Verstarkung des unc-5 und
beat mutanten Phanotyps.

Markierung der axonalen Projektion anhand einer Fasll-Antikdrperfarbung. Pfeile deuten auf den SNa.
(A-B) Wildtypisches Innervierungsmuster. (C-D) Verlust der SNa Projektion in unc-5 und beat
Doppelmutanten. (E-H) Dreifach-Mutanten zeigen keine Verstarkung des unc-5 und beat mutanten
Phéanotyps.
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2.2. Veranderte larvale Lokomotion in unc-5 und beat
Doppelmutanten

Fehlinnervierungen der somatischen Muskulatur koénnen zu Fehlern im
Bewegungsablauf von Larven und der adulten Tiere fuhren (Kinold et al., 2018, 2021).
Der simultane Verlust von Unc-5 und Beat erzeugt starke Innervierungsdefekte der
lateralen und ventralen Muskulatur. Um zu prufen, ob der Verlust der Endplatten an
der lateralen Muskulatur ebenfalls zu Bewegungsdefekten fuhrt, wurde zunachst
mittels eines Kriech-Assays uberpruft. Fur den Assay wurden zwei Larven des dritten
Entwicklungsstadiums in die Mitte einer Agarplatte platziert und fur drei Minuten
gefilmt. Die zurlckgelegte Strecke konnte mithilfe der Fiji Software analysiert werden
(Abb. 2.9A). Innerhalb einer Minute legte eine wildtypische Larve im Durchschnitt eine
Strecke von 32,37+7,45mm zurtck (Abb. 2.9 B). Im Gegensatz dazu erreichten unc-5

und beat doppelmutante Larve nur eine Wegstrecke von 15,58+7,44mm (Abb. 2.9B).
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Abbildung 2.9: Unc-5 und beat mutante Larven kriechen mit reduzierter Geschwindigkeit.

(A-B) Zuriickgelegte Wegstrecke der wildtypischen und unc-5 und beat doppelmutanten Larven. Links:
Strecke auf der Agarplatte. Rechts: Nachgezeichnete Wegstrecke der Larven. (C) Krabbeldistanz
wildtypischer und unc-5 und beat mutanter Larven in mm. Doppelmutanten legen in der gleichen Zeit
eine geringere Strecke zurlick als der Wildtyp. Signifikanz wurde mit dem T-Test ermittelt: *p<0,05 n=
Anzahl der getesteten Larven. wildtypischer und unc-5 und beat mutanter Larven in mm.
Doppelmutanten legen in der gleichen Zeit eine geringere Strecke zurlick als der Wildtyp. Signifikanz
wurde mit dem T-Test ermittelt: *p<0,05 n= Anzahl der getesteten Larven.
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Mithilfe von einer Hochgeschwindigkeits-Kamera konnten Larven wahrend ihrer
Kriechbewegung gefilmt und anschliel3end analysiert werden, um einen detaillierten

Einblick in den Bewegungsablauf zu erhalten (Abb. 2.10).

unc-53%,beat®/
Df(2R)ED2426,beat?

Abbildung 2.10: Unc-5 und beat doppelmutante Larven zeigen ein verdndertes Kriechverhalten.
Montagen der Highspeed-Movies visualisieren die Lokomotion des Wildtyps und der Doppelmutante.
(A-J) Wildtypische Larve hebt die hintersten Segmente an und schiebt den Kopf nach vorne. Das
Aufdriicken des posterioren Endes startet die peristaltische Welle von posterior nach anterior. Pfeile
markieren das Anheben und Aufsetzten des posterioren Endes. (K-T) Doppelmutante Larve hebt die
posterioren Segmente stark an und verliert den Kontakt zu Substrat.
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Wahrend des Kriechens wandern peristaltische Kontraktionswellen von posterior nach
anterior Uber die Larve (Berrigan and Pepin, 1995). Eine Welle beginnt mit dem
Anheben posterior gelegener Segmente, die weiter anterior wieder abgelegt werden.
Wahrenddessen bleibt das posteriore Ende weiterhin mit dem Substrat in Kontakt. Das
Anheben der Segmente setzt sich bis zu den Kopfsegmenten fort, auf dessen das
Versetzen der Mundhaken und des posterioren Endes in Kriechrichtung folgt. Dieser
Bewegungsablauf wird standig wiederholt und ermoglicht der Larve, in Kombination
mit der segmentalen Kontraktion, ein Gleiten Uber das Substrat (Abb. 2.10). Das
Kriechverhalten der unc-5 und beat doppelmutanten Larven unterscheidet sich
auffallend von der Lokomotion des Wildtyps. Wahrend der Fortbewegung werden die
posterioren Segmente stark angehoben und verlieren den Kontakt zum Substrat. Eine
peristaltische Welle konnte allerdings trotzdem beobachtet werden und ermdglichte so

vermutlich ein sehr langsames Vorankommen.

Durch die Beobachtung des veranderten Kriechverhaltens von unc-5 und beat
Doppelmutanten stellt sich die Frage, ob noch weitere Bewegungsablaufe durch die
Fehlinnervierungen der Muskulatur beeintrachtigt werden. Analysiert wurde das
larvale Fluchtverhalten, ein Uberlebenswichtiges und oftmals stereotypisches
Verhaltensmuster.

Damit eine Drosophila Larve einer Hitzequelle, lokalen mechanischen Druck oder
einem bedrohlichen Angriff (z.B. durch eine Schlupfwespe) entkommen kann,
vollziehen sie eine laterale Drehung um ihre Korperlangsachse (Tracey et al., 2003).
Innervierungsdefekte im lateralen Muskelfeld konnten die Ausfuhrung einer solchen
Fluchtrolle beeintrachtigen, da Signale, nach der Detektion durch die clVda Neurone
und nachgeschalteten Interneurone, zumindest teilweise uUber die SNa Neurone
transduziert werden (Yoshino et al., 2017).

Um die Bedeutung einer uneingeschrankten Funktionalitat der lateralen Muskulatur far
das Fluchtverhalten zu untersuchen, wurde ein Experiment mit parasitoiden Wespen
durchgefiihrt. Das Uberleben in freier Wildbahn von Drosophila Larven wird haufig von
parasitoiden Wespen bedroht (Carton et al., 1986).

Mithilfe eines Ovipositors injizieren sie ihre Eier, durch die Kutikula, in die Korperhohle

sich entwickelnder Larven. Die Wespe wachst im Inneren heran und ernahrt sich von
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der Larve. Nach der Verpuppung schlipft an Stelle der Fliege die Leptopilina Wespe.
FUr den Versuch wurden jeweils 5 Larven des 3. Larvalstadiums eines Genotyps auf
eine Agarplatte platziert und 3 befruchteten Wespen Weibchen ausgesetzt. Wahrend
einer Attacke von Leptopilina boulardi zeigen Drosophila Larven unterschiedliche
Verhaltensreaktionen, die haufig miteinander kombiniert werden und die Eiablage des
Parasitoids verhindern sollen (Robertson et al., 2013) (Abb. 2.11). Die
Wespenattacken wurden aus dorsaler Perspektive mit einer Videokamera
aufgenommen und ermdglichte die Auswertung der larvalen Verhaltensreaktionen mit
Hilfe der Fiji-Software am PC.
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Abbildung 2.11: Verhaltensreaktionen von Drosophila Larven auf Wespenattacken.

Larven reagieren auf Attacken mit unterschiedlichen Verhaltensreaktionen. Vor- und
Ruckwartsbewegung, sowie das Drehen des Kopfes kann die angreifende Wespe abwehren. Auch ist
das Winden, unter dem man schnelle Bewegungen der Kopf- und Schwanzsegmente versteht, eine
effektive Methode der Verteidigung, sowie die Schmerzrolle. Abbildung verandert nach (Robertson et
al., 2013).

Die Verhaltensreaktionen auf die Wespenattacken von unc-5 und beat Mutanten
wurden mit denen des Wildtyps verglichen (Abb. 2.12). Zusatzlich umfasste die
Analyse Larven, welche in SNa Motoneuronen spezifisch das Nervengift Tetanustoxin
(TNT) exprimierten. Dieser Inhibitor spaltet Synaptobrevin und verhindert so die
Transmitterausschattung, wodurch die Kontraktion in den verbundenen Muskeln
unterbunden wird (Sweeney et al., 1995).

Eine Larve wehrt die Attacken von Leptopilina boulardi primar durch Vor- und
Ruckwartsbewegung ab [40%] (Robertson et al., 2013). Gefolgt von dem Winden
[22%] und zu gleichen Anteilen durch das Drehen der Kopfsegmente [19%] und der
Schmerzrolle [19%] (Robertson et al., 2013). Unter unseren Bedingungen wehrte der
Wildtyp die Attacken der Wespen ebenfalls vor allem durch die Vor- und
Ruckwartsbewegung [23% und 26,66%, gesamt: 49,66%] ab. Gefolgt von dem
Drehen der Kopfsegmente [23,33%] und der Schmerzrolle [18%] (Abb. 2.12). Am
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seltensten war das Winden beobachtbar [9%]. Unc-5 und beat Doppelmutanten
hingegen zeigten eine starke Reduktion der Schmerzrolle [4,46%] und versuchten der
Wespe vor allem durch die Vorwartsbewegung [30,36%] und dem Drehen [29,46%]
und Winden [23,21% verglichen mit dem Wildtyp 9%] zu entkommen. Ebenso flhrte
die SNa spezifische Expression von TNT zu einer signifikanten Reduktion der
Schmerzrolle [4,63%]. Auch diese Larven versuchten die Bewegungseinschrankung
durch die TNT Expression zu kompensieren und entkamen den Wespen vor allem
durch Vor- und Ruckwartsbewegungen [36,11% und 30,56%]. Wurde die inaktive
Variante von TNT exprimiert, zeigten die Larven eine ahnliche Haufigkeit an
Schmerzrollen wie der Wildtyp [17,65%]. Interessanterweise konnte vermehrt das
vorwartsgerichtete Kriechen als Verhaltensreaktion [36,11%] auf die Wespenattacke
beobachtet werden. Insgesamt wirkte sich sowohl die Lahmung der lateralen
Muskulatur, durch die Expression von TNT, als auch der Verlust der lateralen

Innervierungen negativ auf die Ausfuhrung der schmerzinduzierten lateralen Rolle aus.
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Abbildung 2.12: Drastische Reduktion der Schmerzrolle beim Verlust von Unc-5 und Beat.
Quantitative Auswertung der Verhaltensreaktionen von Drosophila Larven auf Wespenattacken. Anzahl
an durchgefihrten Schmerzrollen von unc-5 und beat Doppelmutanten ist stark reduziert. SNa
spezifische Expression von TNT vermindert die Ausfihrung der Schmerzrolle ebenfalls. *p<0,05
(Fisher's Exakt Test).

Ebenfalls wurde ein Hitzeplatten-Assay durchgefuhrt, um die Einschrankung des

Fluchtverhaltens zu bestatigen. Hierfur wurden die Larven in einem 38° warmen
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Wassertropfen auf eine Hitzeplatte platziert und fur eine Minute getestet. Die Anzahl
der ausgefuhrten Schmerzrollen wurde gezahlt (Abb. 2.13).
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Abbildung 2.13: Reduziertes Fluchtverhalten von unc-5 und beat mutanten Larven auf der
Hitzeplatte.

(A) Statistische Auswertung des Rollverhaltens von Larven unterschiedlichen Genotyps (n=32).
Signifikant weniger Schmerzrollen wurden von unc-5 und beat Doppelmutanten ausgefiihrt. Schwach
reduziert ist das Rollverhalten von unc-5 und beat Einzelmutanten. Expression von TNT SNa spezifisch
vermindert das laterale Rollen ebenfalls, gegensatzlich zu Expression des Toxins in allen
Motoneuronen, welches das seitliche Rollen fast vollstdndig vermindert. *p<0,05 (Fisher's Exakt Test)
(B) Wildtypische Larve zeigt die Schmerzolle auf der Hitzeplatte. Der Verlust von Unc-5 und Beat
beeintrachtigt das Rollverhalten der Larven.

Eine Reduktion an vollzogenen Schmerzrollen zeigten die unc-5[81.3% verglichen mit

90,6% fur den Wildtyp] und beat [87,5%] Einzelmutanten (Abb. 2. 13). Gegensatzlich

zu den unc-5 und beat Doppelmutanten, welche ein stark vermindertes Rollverhalten

zeigten [37,5%]. Die Larven bewegten sich sehr aktiv im Wassertropfen und zeigten

Versuche einer Fluchtrolle, welche allerdings nicht umgesetzt werden konnten.
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Ebenfalls fuhrte die SNa spezifische Expression von TNT zu einer Reduktion des
Fluchtverhaltens [62,5%], das noch weiter gesenkt werden konnte durch eine
Expression des Nervengiftes in allen glutamatergen Neuronen mit OK371-Gal4
[12,5%)]. Keine signifikante Reduktion an Schmerzrollen konnte fur die Expression der
inaktiven Variante von TNT verzeichnet werden [BarH1>TNT inaktiv: 93,8% und
OK371>TNT inaktiv: 90,6%]. Diese Larven zeigten ein wildtypisches Verhalten auf der
Hitzeplatte.

Zusatzlich wurde das Bewegungsverhalten der Doppelmutanten, welches nicht als
Reaktion auf einen schmerzhaften Reiz gezeigt wird, getestet.

Wird eine Drosophila Larve invertiert, zeigt sie ein spezifisches Bewegungsmuster um
zurick in die Kriechposition zu gelangen (Berrigan and Pepin, 1995). Die
Bewegungsabfolge der Selbstaufrichtung beginnt mit dem Drehen des Kopfes, gefolgt
von dem Vergraben des Mundhakens in das Substrat und schlussendlich ermdglicht
eine laterale Rollbewegung, dass die ventrale Korperflache wieder zurick auf den
Untergrund gebracht wird. Alleinig die Expression von TNT in allen Motoneuronen
minderte die Fahigkeit der Selbstaufrichtung (Abb. 2.14).
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Abbildung 2.14: Verlust von Unc-5 und Beat beeintrachtigt nicht die Fahigkeit der
Selbstaufrichtung.

Prozentzahlen der Selbstaufrichtung unterschiedlicher Genotypen. Expression von TNT in allen
glutamatergen Neuronen reduziert die Fahigkeit der Larven zurlck in die Kriechposition zu gelangen.
n= 30 Larven pro Genotyp. Fisher's Exakt Test; *p< 0,05.
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Durch die Expression des Nervengiftes konnte eine 50%ige Reduktion dieser
Fahigkeit festgestellt ~werden. Unvermindert ausgefuhrt wurde dieses
Bewegungsmuster bei allen sonstigen getesteten Genotypen.

Die Reduktion der lateralen NMJ's, bedingt durch den Verlust von Unc-5 und Beat,
wirkt sich somit auf die Ausfuhrung der Schmerzrolle aus und verdeutlich die

Notwendigkeit einer fehlerfreien Innervierung der lateralen Muskeln durch den SNa.

2.3 Partielle Rettung des unc-5 und beat mutanten Phanotyps

Der Rezeptor Beaten path la wird wahrend der embryonalen Entwicklung in
Motoneuronen exprimiert (Fambrough and Goodman, 1996). Eine Rettung des beat
mutanten Phanotyps konnte bereits in vorhergegangenen Arbeiten dieser
Arbeitsgruppe durch die Verwendung des pan-neuralen Treibers elav-Gal4 oder der

motoneuron-spezifischen Enhancer Fragment Linie 40636 erzielt werden (Kinold,
2016; Siebert et al., 2009).

unc-5%,beat®/ unc-5% beat®/Df(2R)ED2426,beat?; unc-58 beat’/Df(2R)ED2426,beat?;
Df(2R)ED2426,beat? 40636-Gal4>UAS-Beat 40636-Gal4>UAS-Beat, UAS-Unc-5

lateral || dorsal

ventral

| S 20 pym

Abbildung 2.15: Unvolistandige Rettung des unc-5 und beat mutanten Phanotyps.
Expression von wildtypischer Beat und Unc-5 cDNA mit Enhancer Fragment Linie 40636 im unc-5 und
beat doppelmutanten Hintergrund. Konfokale Aufnahmen abdominaler Muskelfelder. Aufteilung in
dorsales, laterales und ventrales Muskelfeld. Pfeile zeigen auf NMJ's im lateralen und ventralen
Bereich. (A-C) Wildtypisches Innervierungsmuster. (D-1) Beat Expression mit Treiberlinie 40636 rettet
den doppelmutanten Phéanotyp teilweise. (D-F) Segment zeigt eine wildtypische Anzahl und
Positionierung der NMJ's. (G-H) Einige Segmente zeigen weiterhin fehlende Innervierungen auf
lateralen Muskeln. (J-O) Simultane Unc-5 und Beat Expression mit Treiberlinie 40636 rettet den
mutanten Phanotyp teilweise. Expression beider Rezeptoren bringt ebenfalls das wildtypische ventrale
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Innervierungsmuster zuriick, leichte Wegfindungsdefekte bleiben im lateralen Bereich einiger Segmente
erkennbar.

Die 40636-Gal4 Linie wurde in den unc-5 und beat mutanten Hintergrund gekreuzt.
Durch die Expression von wildtypischer Beat cDNA konnte eine unvollstandige
Rettung des doppelmutanten Phanotyps erzielt werden (Abb. 2.15 D-I). Die larvalen
Innervierungsdefekte im ventralen Bereich konnen vollstandig behoben werden, auch
zeigen viele Segmente im lateralen Muskelfeld alle zugehérigen NMJs (Abb. 2.15 D-
F). Allerdings bleiben leichte Innervierungsdefekte betreffend die lateralen Muskulatur
in einigen Segmenten bestehen (Abb. 2.15 G-l). Eine partielle Rettung des
doppelmutanten Phanotyps konnte allerdings nur in der Larve erzielt werden.
Embryonen des identischen Genotyps zeigten weiterhin den unc-5 und beat mutanten
Phanotyp (Ergebnisse nicht gezeigt). Eine vollstandige Rettung des unc-5 und beat
mutanten Phanetyps konnte weder durch die alleinige Expression von Beat, noch
durch die simultane Expression von Unc-5 und Beat, unter Verwendung der beat
Enhancer Fragment Linie 40636, erzielt werden (Abb. 2.15 J-O). Auch diese Larven
zeigen in einigen lateralen Hemisegmenten nicht die wildtypische Anzahl an
neuromuskularen Endigungen. (Abb. 2.15 M-O). Eine statistische Auszahlung der
Anzahl an lateralen NMJ's konnte keinen signifikanten Unterschied, zwischen den
beiden Rettungsversuchen, einer Rettung mit Beat [10,31+1,63 verglichen mit dem

Wildtyp 11,941,80] oder Beat und Unc-5, herausstellen [10,41+1,63] (Abb. 2.16).
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Abbildung 2.16: Keine verstarkte Rettung des Phanotyps durch die simultane Expression von
Unc-5 und Beat mit der beat Enhancer Fragment Linie 40636.
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Anzahl der lateralen NMJ's des Wildtyps verglichen mit der Expression von Beat und der simultanen
Expression von Unc-5 und Beat. Simultane Expression erzeugt keine Zunahme der NMJ's im lateralen
Muskelfeld. P<0,05 (Mann-Whitney U Test).

Ebenso kann eine Teilrettung des unc-5 und beat mutanten Phanotyps durch eine
Expression von Beat® mit der Treiberlinie Hb9 in ventral projizierenden Motoneuronen
erzielt werden (Abb. 2.17). Auch hier kbnnen neuromuskulare Verbindungen im
ventralen Muskelfeld wiederhergestellt werden, allerdings bleibt das laterale
Muskelfeld nur sparlich innerviert und die Starke der Auspragung enspricht weiterhin

dem doppelmutanten Phanotyp.

unc-5%,beat® /Df unc-5¢ /Df(2R)2426;
Wt (2R)2426,beat? Hb9 > Beat’

Abbildung 2.17: Teilrettung des doppelmutanten Phanotyps durch eine Beat Expression mit
Hb9-Gal4.

Konfokale Aufnahmen einer Fluoreszenzfarbung an Larven-Filets. Markierung der Muskulatur durch
Phalloidin (rot) und der Postsynapsen durch DIg (griin). Pfeile deuteten auf Muskel 12, der durch den
ISNb innerviert wird. (A) Abdominales Hemisegment einer wildtypischen Larve zeigt das stereotypische
Innervierungsmuster der Muskulatur. (B) Innervierungsdefekte der unc-5 und beat mutanten Larven
betreffen das laterale und ventrale Muskelfeld. (C) Reexpression von Beat mit Hb9-Gal4 bewirkt eine
Wiederherstellung der Innervierungen im ventralen Bereich. Fehlende Innervierungen der lateralen
Muskeln bleiben bestehen.

2.4 Keine Sekretion von Beat path la

Fur die Rettung eines mutanten Phanotyps konnen Kennnisse Uber die Funktion eines
Proteins und dessen Wirkungsweise von groRer Bedeutung sein. Das
Wegfindungsmolekll Beaten path la wurde zu Beginn, bedingt durch unscharfe
immunhistochemische Farbungen und seiner Strukturvorhersagen als sekretiertes
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Protein publiziert (Bazan and Goodman, 1997; Fambrough and Goodman, 1996; Pipes
et al., 2001). Beat Verlustmutanten zeigen starke Innervierungsdefekte im ventralen
Muskelfeld, welche auf einen Bypass der ventralen Nervenstrange beruhen. Ebenfalls
konnen leichtere Fehlprojektionen im lateralen und im dorsalen Muskelfeld erzeugt
werden, die allerdings nur vereinzelte Muskeln betreffen. Der beat mutante Phanotyp
kann alleinig durch eine pan-neuronale Expression von Beat® gerettet werden, welches
gegen eine Sekretion des Wegfindungsmolekuls spricht (Abb. 2.18) (Siebert et al.,
2009). Eine Expression des ungetaggten Beat-Konstrukts UAS-Beat® in Gliazellen
(repo-Gal4), Hamozyten (serp-Gal4) und den larvalen Fettkorpern (ppl-Gal4) fihrt im
Gegensatz dazu keine Rettung des Phanotyps herbei. Diese neuen Ergebnisse
unterstutzen die bisherigen Annahmen, dass es sich bei Beat nicht um ein sekretiertes
Molekul handelt.

beat®/beat®'®3; UAS-Beat® x

beat®/beatc's? repo-Gal4,7A serp-Gal4,7A ppl-Gal4,7A elav-Gal4,7A

Il lateral | dorsal |

ventral

20 pm-
Abbildung 2.18: Rettung des beat mutanten Phanotyps durch pan-neuronale Beat Expression.
Konfokale Bilder von Ganzkérper Larven. Segmente geteilt in dorsales, laterales und ventrales
Muskelfeld. Pfeile deuten auf fehlende Innervierungen der Muskeln 24, 30 und 9. (A-C)
Innervierungsmuster in beat Mutanten. Fehlinnervierungen betreffen das ventrale, laterale und dorsale
Muskelfeld. Expression von Beat® in Gliazellen (D-E), Hamozyten (G-1) und Fettkorper (J-L) bewirkt
keine Rettung des mutanten Phanotyps. (M-O) Pan-neuronale Beat Expression stellt das wildtypische
Innervierungsmuster wieder her.
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2.5 Unc-5 Expression auf SNa und peripheren Gliazellen

Das Expressionsmuster eines Proteins kann Informationen tber die mogliche Funktion
und Wirkungsort liefern. Analysiert wurde die embryonale Expression des Unc-5
Proteins mit einer Exon-Trap-Linie und die Transkripte mittels einer in-situ-
Hybridisierung. Das Expressionsmuster wurde friher schon ermittelt aber zum Teil mit
geringer raumlicher und zeitlicher Auflosung (Keleman and Dickson, 2001). Zusatzlich
wurde eine transgene fly-TransgeneOme (fTRG) Linie analysiert, die mittels eines
Fosmid Klons hergestellt wurde (Sarov et al., 2016). Fur die Herstellung dieser Linien
wurde eine Fosmid-Bibliothek verwendet, um Gene mit einer C-terminalen GFP
Markierung zu versehen und wieder, als dritte Kopie, in die Fliege zu bringen (Sarov
et al., 2016). Eindeutig detektiert werden konnte das Unc-5 Protein auf dem gesamten
segmentalen Nerv (SNa und SNc) und den Gliazellen, welche den ISN umgeben
(Abb.2.19).

Unc-5 fTRG-Linie

Abbildung 2.19: Unc-5 wird vom gesamten segmentalen Nerv und den Gliazellen exprimiert, die
den ISN umgeben.

Konfokale Aufnahmen von Drosophila Embryonen der fTRG-Linie im spateren Entwicklungsstadium.
Amplifizierung des GFP markierten Unc-5s mittels Antikdrperfarbung. Fasll-Farbung visualisiert die
axonalen Projektionen. (A-C) Pfeile deuten auf den SNa und den SNc. (D-F) VergréRerung des
embryonalen zentralen Nervensystems. Pfeil deutet auf die Wurzel des SNas.
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Die verwendeten Linien wurden charakterisiert und mittels einer mMRNA-
Sequenzierung erfolgte eine Uberpriifung und Bestatigung der verdffentlichten
Insertionsorte der GFP-Sequenzen (Ergebnisse nicht gezeigt). Fur die Linie MI05371
konnte die Lokalisation des GFPs im extrazellularen Bereich hinter der
Transmembrandomane nachgewiesen werden (Abb.2.20).

MI05371

Unc-5-fTRG-Linie

Abbildung 2.20: Insertion der GFP-Molekiile in der Unc-5 Exon-Trap- und fTRG-Linien.
Intrazellulare und extrazellulare Lokalisation des GFPs im Unc-5 Proteins der MI05371- und fTRG-Linie.
Beide Linien spiegeln die Expression von Unc-5 wider.

Intrazellular, anschlieRend an die Todesdomane, konnte fur die fTRG-Linie die
Integration des GFP-Tags gezeigt werden. Somit visualisieren beiden Exon-Traps das
wildtypische Expressionsmuster von Unc-5.

Erganzend zur Analyse des Exon-Traps und der fTRG-Linie ermoglichte eine In-situ-
Hybridisierung die Detektion der unc-5 mRNA Verteilung in wildtypischen Embryonen.

w1118

unc-5 St 16 unc-5 St 16-17

Abbildung 2.21: Unc-5 mRNA wird von Gliazellen in der Peripherie und Zellen des ZNS
exprimiert.

In-situ-Hybridisierung an wildtypischen Embryonen mit Tyramid-Signalverstarkung. Laterale (A, B) und
ventrale (C, D) Aufsicht auf Embryonen in spateren Entwicklungsstadien (16-17). (A, B) Expression von
Unc-5 auf peripheren Gliazellen, die den ISN umgeben. Pfeile deuten auf Gliazellen im ventralen und
lateralen Muskelfeld. (C, D) Unc-5 wird von unterschiedlichen Zellgruppen im ZNS exprimiert.
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Wie bereits von Keleman und Dickson (2001) gezeigt, wird Unc-5 von Gliazellen in der
Peripherie und unterschiedlichen Zellengruppen im ZNS exprimiert (Abb. 2.21). Stark
exprimiert wird Unc-5 ebenfalls von den Exit-Gliazellen, welche auswachsende
Motoaxone aus den ZNS in die Peripherie leiten. Die nervenspezifische Expression
des repulsiven Rezeptors kann mittels In-situ-Hybridisierung und anschlieRender
Tyramid-Signalverstarkung allerdings nicht nachgewiesen werden.

2.6 Unc-5 und Beat exprimierende S2 Zellen zeigen keine
Interaktion

Ein simultaner Verlust von Unc-5 und Beat erzeugt gravierende Projektionsdefekte des
segmentalen Nervs, der seine zu innervierende Muskulatur nicht erreicht. Da beide
Wegfindungsmolekile in unterschiedlichen Signalwegen interagieren, ist die Frage
nach einer moglichen Interaktion zwischen Unc-5 und Beat, von grof3er Bedeutung.

Side-Cherry Beat-GFP merge + PMT

Unc-5-Cherry Beat-GFP

Abbildung 2.22: Unc-5 interagiert nicht mit Beat.

Konfokale Aufnahmen. (A-C) Side-Cherry und Beat-GFP exprimierende Zellen bilden groRRe
Zellaggregate, die beide Zelltypen beinhalten. (D-F) Unc-5-Cherry und Beat-GFP transfizierte S2 Zellen
formen keine Aggregate. Die Zellen liegen separiert vor und zeigen zusatzlich keinen
Zusammenschluss von Zellen eines Zelltyps.

Eine Interaktion zwischen Beat und Side konnte von Siebert und Kollegen bereits
gezeigt werden (Siebert et al., 2009).
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Eben diese Interaktion diente im Zell-Aggregations-Assay als Positivkontrolle. S2
Zellen wurden mit Side-Cherry und mit Beat-GFP transfiziert und fur den Aggregations-
Assay verwendet. Wurden beide Zelltypen vermischt, konnten grof3e Zellaggregate
detektiert werden (Abb.2.22). Keine Aggregate konnten hingegen, durch das
Vermischen von Unc-5-Cherry und Beat-GFP exprimierenden Zellen, beobachtet
werden, welches gegen eine Interaktion der beiden Proteine schliel3en Iasst. Auch eine
homophile Interaktion der vier getesteten Proteine konnte ausgeschlossen werden, da
keine Zellaggregate bestehend aus einem Zelltyp gebildet wurden.

2.7 Ektopische Expression von Unc-5 und Beat erzeugt
Muskeldefekte

Um die Funktion der Wegfindungsmolekule Unc-5 und Beat besser verstehen zu
konnen erfolgte eine ektopische Expression der beiden Rezeptoren mittels
unterschiedlicher Treiberlinien. Eine Auszahlung der vorhandenen neuromuskularen
Verbindungen, angeordnet auf stereotypischen Positionen der larvalen Muskulatur,
sollte Aussagen uber eine mogliche Beeinflussung der axonalen Wegfindung und ihres
Schweregrades ermoglichen. Leichte Innervierungsdefekte konnten durch die pan-
neuronale Uberexpression von Unc-5 [11,67£0,70 verglichen mit dem Wildtyp
12,92+0,62] und die simultane Expression von Unc-5 und Beat [11,33%£1,31] mit elav-
Gal4, vor allem im ventralen Muskelfeld, beobachtet werden (Abb.2.23).
Gravierendere Defekte erzeugte die alleinige muskelspezifische Expression von Unc-
5 und Beat im lateralen [Unc-5: 8,75+2,6 und Beat: 10,04+£1,5 verglichen mit dem
Wildtyp 11,71+0,62] und ventralen [Unc-5: 12,67+0,56 und Beat: 6,37+3,1 verglichen
mit dem Wildtyp 12,92+0,41] Bereich der abdominalen Segmente (Abb.2.23). Eine
starke Reduktion an NMJs, die alle Bereiche der Muskulatur betraf, flhrte die
simultane, muskelspezifische Expression von Unc-5 und Beat herbei [16,92+3,16 im
Vergleich zum Wildtyp 28,58+0,83] (Abb.2.23).
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Abbildung 2.23: Muskelspezifische Uberexpression von Unc-5 und Beat fiihrt zur Reduktion von
NMJs in abdominalen Hemisegmenten.

(A) Anzahl der totalen NMJ's pro Hemisegment ist stark reduziert durch die muskelspezifische
Expression von Unc-5 und Beat. (B) Dorsale Muskulatur zeigt eine geringere Innervation bedingt durch
die Expression von Beat und Unc-5 auf der Muskulatur. (C) Starke Reduktion der lateralen NMJ's durch
die muskelspezifische Prasenz von Unc-5 und Beat. (D) Reduzierte Anzahl neuromuskularer
Verbindungen im ventralen Muskelfeld durch die Expression von Unc-5 und Beat, vor allem mit elav-
Gal4 und Mef2-Gal4. Mann-Whitney U Test; *p< 0,05.

Die Reduktion an neuromuskularen Verbindungen in den Unc-5 und Unc-5 und Beat
Uberexpressions-Mutanten beruht groRtenteils auf einer Degeneration der lateralen
und dorsalen Muskulatur (Abb.2.24). Dieser Phanotyp ist variable und pragt sich mit
unterschiedlicher Expressivitat in den jeweiligen Hemisegmenten aus. Allerdings fuhrt
die simultane, muskelspezifische Uberexpression von Unc-5 und Beat zu einer
starkeren Auspragung des Phanotyps in Embryonen (Ergebnisse nicht gezeigt) und
Larven, verglichen mit der alleinigen Uberexpression von Unc-5. Diese Reduktion an
lateralen Muskeln konnte zusatzlich durch eine statistische Auszahlung der

verbliebenen lateralen Muskeln belegt werden (Abb.2.24 D).
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Abbildung 2.24: Muskeldegeneration bedingt durch muskelspezifische Unc-5 Expression.
Mikroskopische Aufnahmen intakter Larven. Pfeile deuten auf das laterale Muskelfeld. (A) Wildtypischer
Aufbau des neuromuskuldren Systems dreier abdominaler Segmente. (B) Muskelspezifische
Expression von Unc-5 bewirkt eine Degeneration der Muskelfasern vor allem im lateralen Bereich. (C)
Simultane muskelspezifische Expression von Unc-5 und Beat verstarkt den degenerativen Phanotyp
der Muskeln. (D) Statistische Auszahlung der verbliebenen Muskelfasern. *p<0,05 (Mann-Whitney U
Test).

Innervierungsdefekte Uberdauern oftmals bis in das larvale Entwicklungsstadium oder
die Imago und konnen, bedingt durch den Verlust von neuromuskularen
Verbindungen, eine veranderte Lokomotion hervorrufen (Kinold et al., 2021). Auch in
dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass fehlende neuromuskulare
Verbindungen im lateralen Muskelfeld eine Auswirkung auf das larvale Fluchtverhalten
haben (Abb.2.12 und 2.13). Eine Reduktion der lateralen Muskelfasern wirkte sich
ebenfalls negativ auf das, durch einen Schmerzreiz hervorgerufene, Rollverhalten aus
und verringerte die Ausfuhrung der Fluchtrolle auf der Hitzeplatte signifikant
(Abb.2.25). Verglichen mit dem Wildtyp bewirkt die muskelspezifische Expression von
Unc-5 eine Reduktion der Rollfahigkeit um ca. 20% (der Wildtyp rollt sich zu 80%) und

bei einer simultanen Expression von Unc-5 und Beat um ca. 25%.
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Abbildung 2.25: Reduktion der lateralen Muskelfasern verringert die Ausfiihrung der
Fluchtrolle.

Verlust von lateralen und ventralen neuromuskuldren Verbindungen reduziert das schmerzinduzierte
Fluchtverhalten auf der Hitzeplatte drastisch. Muskulare Expression von Unc-5 verringert signifikant das
laterale Rollen. Verschlechterung des Rollverhaltens ebenfalls durch die simultane Expression von Unc-
5 und Beat. *p<0,05 (Fisher's Exakt Test).

Die alleinige muskelspezifische Expression von Unc-5 oder die kombinierte
Expression von Unc-5 und Beat erzeugt zu dem Verlust an Muskelfasern auch ein
verandertes axonales Projektionsmuster in Embryonen (Abb.2.26). Diese
Fehlprojektionen betreffen, bei einer muskularen Expression von Unc-5, vor allem den
SNa, dessen Projektion verkurzt erscheint und nicht den charakteristischen 90° Winkel
bildet. Verstarkt werden diese Projektionsdefekte durch die simultane Expression von
Unc-5 und Beat. Durch die gleichzeitige Prasenz beider Rezeptoren konnten ebenfalls
Projektionsdefekte des ISNs detektiert werden, der in einigen Segmenten seine

Zielmuskulatur nicht erreichte.
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Abbildung 2.26: Starke Projektionsdefekte durch muskulare Expression von Unc-5 und Beat.
Konfokale Aufnahmen von Drosophila Embryonen im 16. Entwicklungsstadium. Antikorperfarbung
gerichtet gegen Fasll visualisiert die axonale Projektion. Pfeile deuten auf ISN und SNa. (A-B)
Wildtypische Projektionsrouten in der Peripherie. ISN und SNa erreichen die Zielmuskulatur. (C-D)
Alleinige muskelspezifische Expression von Unc-5 mit Mef2-Gal4 erzeugt Wedfindungsdefekte des
SNas, dessen Projektion friihzeitig abbricht. Der charakteristische 90° Winkel wird nicht ausgebildet.
(E-F) Simultane Expression von Unc-5 und Beat mit Mef2-Gal4 erzeugt zusatzliche Projektionsdefekte
des ISNs. Dorsale Muskeln werden in einigen Hemisegmenten nicht erreicht.
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2.8 Netrin wird auf der embryonalen Muskulatur und im ZNS
exprimiert

Die Netrine sind bifunktionale Wegfindungsmolekule und vermitteln sowohl die
Attraktion als auch die Repulsion auswachsender Axone im ZNS und peripheren
Nervensystem von Drosophila melanogaster (Harris et al., 1996; Mitchell et al., 1996).
Mittels des Rezeptors Unc-5 wird Netrin als abstof3endes Signal wahrgenommen und
erzeugt eine Vermeidung von Netrin exprimierenden Geweben (Keleman and Dickson,
2001). Eine Analyse der Expressionsmuster erfolgte anhand von unterschiedlichen
Exon-Trap-Linien, welche zur Signalverstarkung einer Antikorperfarbung gegen GFP
unterzogen wurden und sollten weitere Aufschlusse Uber die Funktionen der Proteine
ermoglichen. Netrin A wird embryonal stark von Zellen der Mittellinien und epidermalen
Feldern exprimiert (Abb. 2.27). Ebenfalls wird das Protein von einigen Zellen des ZNS

exprimiert.

Stadium 15

Stadium 16

Abbildung 2.27: NetA Expression in epidermalen Feldern und dem ZNS.

Konfokale Bilder von Drosophila Embryonen. Antikorperfarbung gegen GFP visualisiert das
Expressionsmuster von NetA. (A-B) Embryo im Stadium 15. Expression in epidermalen Feldern und
dem ZNS. Pfeil deutet auf NetA positive Zellen der Epidermis. (C-D) Ventrale Sicht auf das ZNS eines
Embryos im Stadium 16. Expression durch unterschiedliche Zelle im ZNS. Pfeil deutet auf eine Gliazelle
der Mittellinie.

Zusatzlich wird NetA auf unterschiedlichen Muskeln in der Peripherie exprimiert. Eine
starke Expression des Proteins ist auf den dorsalen Muskeln 1 und 2, sowie den
dorsolateralen Muskeln 5 und 8 erkennbar (Abb.2.28).
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Stadium 16-17

Abbildung 2.28: Starke NetA Expression auf einigen dorsalen und dorsolateralen Muskein.
Antikdrperfarbung an Embryonen der NetA Exon-Trap-Linie. GFP-Farbung amplifiziert die NetA
Expression. Co-Farbung mit MHC-Antikorper visualisiert die embryonale Muskulatur. Pfeile deuten auf
NetA exprimierende Muskeln. (A-C) Starke NetA Expression auf dorsale Muskeln 1 und 2 sowie
dorsolaterale Muskeln 5 und 8. (D-F) Laterale und ventrale Muskeln zeigen ein schwaches GFP-
Signal. Longitudinale Muskeln des Darms exprimieren NetA ebenfalls stark (Stern).

Auf der restlichen Muskulatur ist NetA kaum oder nur sehr schwach detektierbar.
Netrin B hingegen wird ebenfalls von den Mittellinien Gliazellen und von deutlich mehr
Zellen des ZNS exprimiert. Zusatzlich ist das Protein auf der gesamten ventralen
Muskulatur und den dorsalen Muskeln 1 und 2 erkennbar (Abb. 2.29).

merge

Stadium 16-17

Abbildung 2.29: NetB Expression im ZNS, der ventralen Muskulatur und Muskel 1 und 2.
Co-Farbung an Embryonen mit GFP- und MHC-Antikorper. (A-F) Konfokale Aufnahmen von Embryonen
im Stadium 16-17. Pfeile deuten auf die laterale Muskulatur und dorsalen Muskeln 1 und 2. (A-B) GFP-
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Farbung markiert die Expression von NetB im ZNS, aller ventralen Muskeln und Muskel 1 und 2. (C-D)
MHC-Farbung visualisiert die embryonale Muskulatur. (E-F) Uberlagerung beider Farbungen
verdeutlicht die Expression von NetB auf der Muskulatur.

Publiziert wurden die Netrine als Molekule, die von Zellen der Mittellinie sekretiert
werden (Mitchell et al., 1996). In Invertebraten konnte mittlerweile gezeigten werden,
dass Netrin-1 sowohl sekretiert wird, als auch als haptotaktischer Lockstoff auf
Zelloberflachen exprimiert wird (Dominici et al., 2017; Kennedy et al., 1994, 2006;
Varadarajan et al., 2017).Ein Nachweis von sekretierten Molekulen kann mithilfe eines
Morphotraps gelingen, welcher gewebespezifisch exprimiert wird und freibewegliche
Molekule bindet (Harmansa et al., 2015). Als Positivkontrolle wurde das sekretierte
Zelladhasionsmolekul Fasciclin Il mit dem Morphotrap, durch die Expression des
Fusionsmolekul mit einem Gliazellen-spezifischen Treiber (repo-Gal4), auf den
exprimierenden Strukturen gebunden (Abb. 2.30). Das Zelladhasionsmolekul wurde
sowohl an Gliazellen in der Peripherie, als auch an den dorsalen longitudinalen Nerv
gebunden (Abb. 2.30).

Fas"MueGFP
FaslIMueCFP:repo> Morphotrap

Morphotrap St 16 J] GFP St16

Abbildung 2.30: Fasll Morphotrapping.

Konfokales Live-imaging von Drosophila Embryonen. Pfeile zeigen auf den ISN und den SNa. Stern markiert den
dorsalen longitudinalen Nerv. (A) Wildtypische FaslI-Expression auf Motoaxone. (B) Expression des Morphotraps
auf Gliazellen in der Peripherie. (C-D) Sekretiertes Fasll kann mittels Morphotrap auf den Gliazellen und den
dorsalen longitudinalen Nerv gebunden werden.
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Eine Expression des Morphotraps im Hintergrund des NetA und NetB Exon-Traps
konnte kein YFP markiertes Protein in der Peripherie an Gliazellen oder den dorsalen
longitudinalen Nerv binden (Abb. 2.31). Einige gliale Zellen des ZNS internalisierten

allerding sowohl NetA als auch NetB.

CPTI NetA
CPTI NetA;repo> Morphotrap

CPTI NetB
CPTI NetB;repo> Morphotrap

Morphotrap St 16

Abbildung 2.31: Keine Sekretion der Netrine im Embryo.

Konfokales Live-imaging von Embryonen im spaten Entwicklungsstadium (16). (A,E) Wildtypische
Expression von Netrin A und Netrin B. (A) Netrin A wird von Zellen des ZNS und epidermalen Felder
exprimiert. (E) Netrin B Expression auf der ventralen Muskulatur und im ZNS. (B-D,F-H) Kein GFP-
getaggtes Protein kann durch den Morphotrap in der Peripherie gebunden werden. (D,H) Internalisiertes
NetA und NetB in Morphotrap exprimierenden Zellen des ZNS.
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Erganzend zur Uberprifung der Netrin Sekretion im Embryo wurde auch eine
eventuelle Sekretion in der Larve untersucht. Hierfur erfolgte eine Analyse von larvaler
Hamolymphe unterschiedlicher Exon-Traps, um sekretierte YFP/GFP markierte
Molekule zu detektieren. Als Positivkontrolle dienten praparierte und homogenisierte

Gehirne, entnommen aus L3 Larven der NetA und NetB Exon-Trap Linien.
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Abbildung 2.32: Netrine werden nicht in die larvale Hamolymphe sekretiert.
Western-Blot mit anschlieRender GFP- und Tubulin-Farbung. NetA und NetB, aus larvalen Gehirnen
isoliert, mit einer Grof3e von 109 kDa und 173 kDa. Kein sekretiertes NetA, NetB oder Sidestep konnte
in der Hamolymphe detektiert werden. Muskular exprimiertes und sekretiertes Beat_1-322-GFP konnte
nachgewiesen werden.

40

Die Insertion des fluoreszierenden Molekuls fuhrt bei den Netrinen zu einer Addition
von ca. 28 kDa, womit NetA bei einer Grofze von 109 kDa und NetB bei 173 kDa zu
detektieren sein sollten. NetB wurde allerdings bei einer geringeren Grolde
nachgewiesen, als vorhergesagt. In der Hamolymphe konnte weder NetA, NetB noch
Sidestep nachgewiesen werden (Abb.2.32). Sidestep wird in der Larve nicht sekretiert
und diente als Negativkontrolle. Das C-terminale Deletionskonstrukt Beat_1-322-GFP

hingegen wird sekretiert und konnte in der Hamolymphe detektiert werden.

52



Ergebnisse

2.9 Unc-5 exprimierende Axone werden von NetB abgestoRen

Axone, die den Rezeptor Unc-5 exprimieren, interpretieren NetB als ein absto3endes
Signal (Keleman and Dickson, 2001). Das trifft vor allem auf Neurone des SNas zu
und ist bedeutend fur die korrekte Wegfindung des Nervenstrangs, da so vermutlich
die Abstolung von der ventralen Muskulatur erzeugt werden kann. Die lateralen
Muskeln hingegen exprimieren kein NetB und kdnnen somit SNa spezifisch innerviert
werden. Diese Annahme sollte durch eine ektopische Expression von NetB auf der
lateralen Muskulatur Uberpruft werden und erzeugt im Embryo starke Abweichungen
von der wildtypischen Projektionsroute des SNas, dessen Projektion abbricht oder
nicht vollstandig ausgebildet wird (Abb.2.33). Dies Wegfindungsdefekte bleiben selbst
noch im larvalen Entwicklungsstadium erhalten und ahneln dem Phanotyp der unc-5

Einzelmutante.

[ we || ap>NetB | | Wt " ap>NetB

Stadium 16

Abbildung 2.33: NetB exprimierende Muskeln stoBen Unc-5 positive Motoaxone ab.
Mikroskopie-Aufnahmen von Embryonen und intakten Larven. (A-B) SNa Projektion im Wildtyp und in
der Uberexpressions-Mutante. Pfeile deuten auf den SNa. NetB Expression mit ap-Gal4 auf den
lateralen Muskeln bewirkt die Projektionsdefekte der SNa Motoneurone. (C-F) Laterale und ventrale
Muskelfelder intakter Larven. Pfeile deuten auf laterale Muskeln, die durch die SNa Neurone innerviert
werden. Expression von NetB auf lateralen Muskeln fiihrt zu einem Verlust von NMJ's im lateralen
Muskelfeld.

Erganzend dazu wurde der repulsive Unc-5 Rezeptor ektopisch von Motoneuronen

(RP1/3/4/5) exprimiert die NetB positive Muskeln innervieren, welches zu embryonalen

und larvalen Projektionsfehlern des ISNbs und ISNds fuhrt, die ihre ventrale

Zielmuskulatur nicht mehr erreichten (Abb.2.34). Im Embryo offenbart die Fasll-

Farbung, dass der ISNb nicht richtig ausgebildet wird, da er im Wildtyp eine T-formige
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Struktur aufweist, die durch die Expression von Unc-5 mit Hb9-Gal4 nicht mehr in
jedem Hemisegment detektiert werden kann. Die Projektionen brechen ab oder
wachsen an ihrer eigentlichen Zielmuskulatur vorbei. Gegensatzlich dazu erreichen
die Ubrigen Nervenbundel ihre zu innervierenden Muskeln und weisen ein
wildtypisches Projektionsmuster auf (Abb. 2.34D). Erganzend dazu wurde ebenfalls
Frazzled mit Hb9-Gal4 exprimiert, welches zu keinem erkennbaren Phanotyp fuhrte
(Ergebnisse nicht gezeigt).

Hb9>Unc-5 [ Hb9>Unc-5

Stadium 16

Abbildung 2.34: Expression von Unc-5 in ventral projizierenden Neuronen fiihrt zu embryonalen
und larvalen Innervierungsdefekten.

Konfokale Aufnahme von Embryonen und Ganzkérper Larven. (A-D) Ektopische Expression von Unc-
5 mit Hb9-Gal4 fihrt im Embryo zu Projektionsfehler des ISNbs und ISNds. Pfeile deuten auf den ISNb.
Pfeilkopf zeigt auf den ISNd. (E-H) Larvale ventrale und laterale Muskelfelder. Unc-5 Expression mit
Hb9-Gal4 fiihrt zu fehlenden Innervierungen im ventralen Bereich. Pfeile zeigen auf Muskel 12 und 13,
die im Wildtyp vom ISNb innerviert werden.

Diese Wegfindungsdefekte bleiben bis in das larvale Stadium erhalten und auf3ern sich
anhand von fehlenden neuromuskularen Verbindungen im ventralen Muskelfeld (Abb.
2.34). Vor allem die Muskeln 12 und 13, die an das laterale Muskelfeld grenzen,
werden oftmals nicht oder an einer falschen Position innerviert. Die Ubrigen
Muskelfelder zeigen eine wildtypische Anzahl und Positionierung der durch ShGFP
markierten Innervierungen.

Die Expression von NetB auf der gesamten Muskulatur erzeugt hingegen starkere
Projektions- und Innervierungsdefekte im Embryo und in der Larve (Abb.2.35). Diese
Defekte betreffen im Embryo alle Bereiche des Muskelfeldes, besonders starkt ist
jedoch das laterale Meskelfeld betroffen, welches im Wildtyp kein NetB exprimiert. Die
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Projektion des SNas erscheint haufig dunner, bricht ab und erreicht somit die laterale
Muskulatur nicht. Auch ist der charakteristische 90° Winkel, der von den Motoaxonen
im Wildtyp gebildet wird, haufig nicht erkennbar. Bis in das larvale Stadium bleiben die
lateralen Projektionsdefekte erhalten, die anhand der fehlenden neuromuskularen
Verbindungen auf den Muskeln erkennbar sind (Abb. 2.35G).

Mef2>NetB Mef2>NetB

Stadium 16

Abbildung 2.35: NetB Expression auf der gesamten Muskulatur erzeugt starke larvale
Innervierungsdefekte der lateralen Muskulatur.

Mikroskopie-Aufnahmen von Embryonen und intakten Larven. (A-B) Wildtypische axonale Projektion in
Embryonen. Pfeile deuten auf den charakteristischen 90° Winkel des SNas im lateralen Muskelfeld. (C-
D) Muskelspezifische Expression von NetB auf der gesamten Muskulatur erzeugt starke
Projektionsdefekte des SNas und des ISNs. (E-F) Innervierungsmuster in wildtypischen Larven. Pfeile
deuten auf die lateralen, innervierten Muskeln. (G-H) Laterale Innervierungsdefekte in
Uberexpressionsmutanten zeigen sich vor allem im lateralem Muskelfeld. Pfeile deuten auf fehlende
NMJ’s der lateralen Muskeln.

NetB wird im Wildtyp auf einigen der dorsalsten Muskeln exprimiert (Mitchell et al.,
1996). Durch eine ektopische Expression des Unc-5 Rezeptors in Motoneuronen, die
zu diesen Muskeln projizieren, sollte die Abstollung im dorsalen Bereich getestet
werden. Eine alleinige Expression von Unc-5 in diesen Motoneuronen, unter
Verwendung des RRfa-Gal4 Treibers, erzeugte keine Fehlprojektionen der Motoaxone
im dorsalen Muskelfeld (Abb.2.36).

Allerdings bewirkt eine Reduktion der muskularen Attraktion, durch den Verlust von
Side, Innervierungsdefefekte der dorsalsten Muskeln1,2,9 und 10, in einigen larvalen

Hemisegmenten (Kinold et al., 2018). Dieser Phanotyp kann durch die zusatzliche

95



Ergebnisse

Expression von Unc-5, mittels des RRFa-Treibers, drastisch verstarkt werden und fuhrt

zu einer starken Zunahme an nicht innervierten dorsalen Muskeln (Abb.2.36D).
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Abbildung 2.36: Verstiarkung des dorsalen side-Phanotyps durch die Expression von Unc-5 in
dorsal projizierenden Motoneurone.

Dorsale Aufsicht auf Ganzkoérper Larven. Pfeile deuten auf fehlende Innervierungen in dorsalen
Muskelfeldern. (A) Wildtypisches Innervierungsmuster. (B) Unc-5 Expression in dorsal projizierenden
Motoneuronen bewirkt keine Fehlprojektionen. (C) Side Mutante zeigt Innervierungsdefekte in einigen
dorsalen Muskelfeldern. (D) Verstarkung des dorsalen side-Phanotyps durch die Expression von Unc-
5 mit RRFa-Gal4.

Eine statistische Auszahlung der innervierten Muskeln in dorsalen Muskelfeldern zeigt
eine gravierende Reduktion an neuromuskularen Verbindungen, bedingt durch die
Uberexpression von Unc-5 in dorsal projizierenden Motoneuronen, im side mutanten
Hintergrund [2,21+1,21 verglichen mit dem Wildtyp 4+0] (Abb.2.37).

Ein ahnlicher Phanotyp wird ebenfalls im beat mutanten Hintergrund erzeugt
(Ergebnisse nicht gezeigt). Auch diese Larven zeigen eine Verstarkung des dorsalen
Phanotyps, durch eine starke Zunahme an nicht innervierten Muskeln im dorsalen
Muskelfeld. Keinerlei Auswirkungen, auf die Anzahl der ausgebildeten
neuromuskularen Verbindungen, hat die alleinige Expression von unc-5, getrieben
durch RRFa-Gal4, im wildtypischen Hintergrund.
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Abbildung 2.37: Verstarkung dorsaler Innervierungsdefekte durch NetB Expression in dorsal
projizierende Motoneurone, im side mutanten Hintergrund.

Dorsale Innervierungsdefekte in side Mutanten kdnnen durch die zusatzliche Expression von Unc-5, in
den dorsal projizierenden Motoneuronen, drastisch verstarkt werden. Die Expression von Unc-5 im
wildtypischen Hintergrund mit RRfa-Gal4 fiihrt zu keinen Projektionsdefekten. *p<0,05 (Mann-Whitney
U Test).

Eine Reduktion der muskularen Attraktion durch den zusatzlichen Verlust von Side
zeigte fur die AbstoRung im dorsalen Muskelfeld, durch die Expression von Unc-5 in
Motoneuronen, eine gravierende Verstarkung des side mutanten Phanotyps
(Abb.2.37). Die Auswirkungen auf eine Repulsion von der gesamte Musulatur, beding
durch eine NetB Uberexpression, wurde mit Mef2-Gal4 im side mutanten Hintergrund
durchgefuhrt. Eine uniforme muskuldre Expression von NetB fuhrt zu
Innervierungsdefekten des ISNs, welcher Segmentgrenzen Uberschreitet und
verkurzte Projektionen aufweist (Abb.2.35). Ebenfalls ist die Wegfindung des SNas
betroffen und der Nervenstrang wird haufig nicht korrekt ausgebildet. Im side mutanten
Hintergrund wird dieser Phanotyp noch verstarkt (Abb.2.38). Alle Nervenstrange des
ventralen Muskelfelds sind betroffen (ISNb, ISNd, SNc und SNd), zeigen massive
Wegfindungsdefekte oder fehlen vollstandig. Gravierend ausgepragt sind ebenfalls die
Veranderung der SNa Projektion, die in nahezu allen der untersuchten Embryonen
nicht vorhanden ist. Auch eine Verstarkung der ISN Inervierungsdefekte ist erkennbar,
dessen Projektion oftmals nicht die dorsalen Muskeln erreicht und das laterale

Muskelfeld nicht Uberschreitet.
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Abbildung 2.38: Muskelspezifische Expression von NetB im side mutanten Hintergrund verstarkt
den side-Phanotyp gravierend.

Fasll-Antikdrperfarbung an Embryonen im Stadium 16-17 visualisiert axonale Projektion. (A-B)
Wildtypisches Projektionsmuster. (C-D) Side- Mutante zeigt Wegfindungsdefekte im ventralen Bereich,
die den ISNb, ISNd, SNc und SNd betreffen. Der SNa wird nicht in allen Segmenten korrekt ausgebildet
(Pfeil). (E-H) Muskelspezifische Expression von NetB im side mutanten Hintergrund unterbindet die
Zielfindung des SNas vollstdndig. Keinerlei axonale Projektionen sind im ventralen Muskelfeld
erkennbar. Ebenfalls ist die Projektion des ISNs betroffen, welche oftmals friihzeitig abbricht und die
dorsalen Muskeln nicht erreicht.

2.10 Side-Phanotyp Verstarkung durch den simultanen Verlust der
Netrine

Ein Zusammenspiel unterschiedlichster Signalwege ist fur die Entwicklung des
neuromuskularen Systems notwendig und fur die Wegdfindung einzelner
Nervenstrange essentiell (Winberg et al., 1998; Zarin et al., 2014). Bedingt durch den
starken Phanotyp, der durch die muskelspezifische Expression von NetB im side
mutanten Hintergrund hervorgerufen wird, stellte sich die Frage nach dem Phanotyp
der NetAB und side Dreifach-Mutanten. Der Verlust der Netrine, kombiniert mit der
sidestep Mutation fuhrt zu einem starken embryonalen Phanotyp welcher alle Bereiche
des Muskelfeldes betrifft (Abb.2.39 F und H).
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Abbildung 2.39: Verstirkung des side mutanten Phinotyps durch den zusétzlichen Verlust der
Netrine.

Konfokale Aufnahmen von Drosophila Embryonen im 16. Stadium. Markierung der peripheren
Motoaxone mittels Fasll-Antikdrperfarbung. Obere Pfeile deuten auf die Projektion des SNas. Untere
Pfeile zeigen auf den SNc und ISNd. (A-B) Wildtypisches Innervierungsmuster. Abzweigungen des
SNas bilden einen 90° Winkel. (C-D) Axonale Projektion in side Mutanten zeigt starke Abweichungen
der Projektionen im ventralen und leichtere im lateralen Muskelfeld. (E-H) Verstarkung des side
mutanten Phanotyps durch den zusatzlichen Verlust von NetA und NetB. Unterschiedlich starke
Auspragung des Phanotyps. Projektionsdefekte betreffen alle Nervenstrange, welche an ihren
Zielmuskeln vorbeiwachsen, oder deren Projektion vor ihren Zielmuskeln abbricht. Stern deutet auf eine
verkurzte ISN Projektion.

Verglichen mit der side Einzelmutante wirkt sich der zusatzliche Verlust der Netrine
verstarkend auf den side mutanten Phanotyp aus (Abb.2.39). Die Projektionen des
ISNs erreichen haufig nicht ihre dorsale Zielmuskulatur, ebenso konnte eine
Verstarkung der Projektionsdefekte, die den SNa betrifft, festgestellt werden. Eine
Variation in der Starke der Auspragung des Phanotyps konnte auch bei diesem
Genotyp festgestellt werden. Als auffallig niedrig stellte sich zusatzlich die
Uberlebensrate dieser Embryonen heraus, welche nur sparlich auffindbar waren.

Um herauszustellen, ob ein Verlust von Netrin A oder Netrin B zu der Verstarkung des
side-Phanotyps fuhrt, wurden die jeweiligen Doppelmutanten erzeugt und sowohl
embryonal als auch larval analysiert (Abb.2.40 und Abb.2.41).

59



Ergebnisse

In side mutanten Embryonen ist vor allem das ventrale Muskelfeld betroffen und zeigt,
bei einer starken Auspragung, keine axonalen Projektionen. Ebenso kdnnen leichte
Projektionsfehler des SNas beobachtet werden. Der starkste Phanotyp wird hingegen
durch den Verlust beider Netrine in Kombination mit der side Mutation erzeugt
(Abb.2.40). Neben den fehlenden ventralen Projektionsrouten konnen auch starke
Wegfindungsdefekte des SNas festgestellt werden und seltener stoppt der Auswuchs
des ISNs, ohne die dorsalen Muskeln zu erreichen. Der Verlust von NetA und Side
fuhrt, wie in side Mutanten, zu Defekten im lateralen und ventralen Bereich. Allerdings
konnten = Segmentuberschreitungen  benachbarter intersegmentaler Nerven
verzeichnet werden und selten faszikuliert der SNa mit dem ISN. In NetB und side
Doppelmutanten konnte ahnliche Defekte festgestellt werden, wie in den zuvor
beschriebenen NetA/side mutanten Embryonen. Allerdings fehlen hier die
Segmentuberschreitungen der intersegmentalen Nerven und die SNa Defekte waren

gravierender.
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Abbildung 2.40: Verstarkung des embryonalen side-Phanotyps durch den Verlust von NetA oder
NetB.

Konfokale Aufnahmen Fasll gefarbter Embryonen im Stadium 16-17. (A-B) Wildtypische axonale
Projektion. (C-D) side-Mutante. Starke Innervierungsdefekte im ventralen Bereich. Pfeil deutet auf die
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fehlenden Projektionen. Leichte SNa Defekte. Pfeilkopf deutet auf den SNa, der mit dem ISN teilweise
faszikuliert. (E-F) NetAB und side Doppelmutanten. Defekte im ventralen, lateralen und dorsalen
Muskelfeld. SNa Projektionsdefekte und fehlende axonale Verzweigungen im ventralen Bereich.
Abbruch der ISN Protektion. Bild zeigt die starke Auspragung des Phanotyps. (G-H) NetA Verlust im
side mutanten Hintergrund. Innervierungsdefekte im ventralen und lateralen Bereich. SNa faszikuliert
mit dem ISN. Segmentiiberschreitung des ISNs. (I-J) Simultaner Verlust von NetB und Side erzeugt
schwere Defekte im ventralen und lateralen Muskelfeld. Starke SNa Projektionsfehler sind erkennbar.

Die Analyse der unterschiedlichen Genotypen im larvalen Stadium offenbarte
hauptsachlich den side mutanten Phanotyp (Abb.2.41). Allerdings konnten fur die NetA
und side doppelmutanten Larven zusatzlich leichte Innervierungsdefekte der dorsalen
und lateralen Muskulatur festgestellt werden.
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Abbildung 2.41: NetA/NetB und side Doppelmutanten zeigen keine Verstiarkung des larvalen
Phanotyps.

Konfokale Mikroskop Aufnahmen intakter Larven. Markierung der Muskeln und NMJ's durch ShGFP.
(A-C) Wildtypisches Muskelfeld. (D-F) Side mutante Larve zeigt leichte Innervierungsdefekte im
lateralen Muskelfeld und starke Defekte im ventralen Bereich. Pfeile deuten auf die betroffene
Muskulatur. (G-1) Zusatzlicher NetA Verlust im side mutanten Hintergrund erzeugt keine Verstarkung
des Phanotyps. (J-L) NetB und side Doppelmutanten zeigen den side-Phanotyp. (M-O) NetAB und side
Dreifach-Mutanten zeigen eine Verstarkung des side-Phanotyps. Pfeil im dorsalen Muskelfeld deutet
auf ein zuséatzliches Fehlen von dortigen Innervierungen.

Eine Epistasie-Analyse sollte eine mogliche genetische Interaktion zwischen den
beiden Netrinen und side herausstellen. Liegt eine Epistasie vor kann der Phanotyp
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einer Verlustmutation durch den Phanotyp einer zweiten Verlustmutation Uberdeckt
werden. Fir die Uberpriifung ist die Verwendung von Nullmutanten notwendig, da
anderenfalls kein vollstandiger Funktionsverlust erwartet werden kann. Hierfur erfolgte
eine Uberpriifung des neuromuskuldren Musters in larvalen abdominalen
Hemisegmenten. Verwendet wurden Larven, welche die Netrin AB Defizienz und side
Mutationen zum einen heterozygot und zum anderen hemi-/homozygot trugen. Lag
side im heterozygoten Zustand vor konnte, sowohl im Netrin AB heterozygoten wie
auch hemi-/homozygot Hintergrund, keine Abweichungen des neuromuskularen
Innervierungsmusters im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden (Abb.2.42 D-L).
Alleinig NetAB und side in Homozygose erzeugte eine Verstarkung des side-
Phéanotyps (Abb.2.42 M-O).
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Abbildung 2.42: Verstarkung des side-Phanotyps durch den simultanen Verlust von NetAB.
Mikroskopie-Aufnahmen larvaler abdominaler Hemisegmente. Pfeile deuten auf nicht innervierte
Muskeln. (A-C) Side Mutanten zeigen starke Innervierungsdefekte im ventralen Muskelfeld. Leichte
Defekte sind im lateralen Bereich erkennbar. (D-I) NetAB in Hetero- und Homozygose erzeugt mit
side®"%” heterozygot einen wildtypischen Phanotyp. (J-O) Side mutanter Phanotyp durch den Verlust
einer Kopie NetAB, im homozygoten side®’%"/side'’% Hintergrund. NetAB und side in Homozygose
verstarkt den side-Phanotyp, durch den zusatzlichen Verlust dorsaler Innervierungen.
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Zusammengefasst zeigen diese Experimente, dass nur der simultane Verlust beider
Netrine in Kombination mit side zu einer Verstarkung des larvalen Phanotyps fuhrt, der
alle Bereiche des Muskelfeldes betreffen kann.
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3. Diskussion

3.1 Starke Innervierungsdefekte in unc-5 und beat Doppelmutanten

Unterschiedliche Wegfindungsmolekile sind von essentieller Bedeutung fur die
Navigation auswachender Motoaxone in der Peripherie des sich entwickelnden
Embryos. An verschiedenen Verzweigungspunkten sind leitende Molekule notwendig
um die Neurone zu ihren Zielmuskeln zu fuhren und wirken oftmals synergistisch
(Winberg et al., 1998; Zarin et al., 2014). Eine Kombination von unterschiedlichen
Verlustmutationen kann somit eine Verstarkung der einzelnen Phanotypen hervorrufen
(Abrell and Jackle, 2001; Desai et al., 1996; Elkins et al., 1990).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass der Verlust des Unc-5 Rezeptors schwache
Defekte im lateralen und dorsalen Muskelfeld erzeugt, welche sich durch
faszikulierende dorsale Motoaxone und Projektionsdefekte des SNas auszeichnen
(Abb. 2.1) (Labrador et al., 2005). Gegensatzlich dazu konnen in beat Verlustmutanten
schwerwiegendere Innervierungsdefekte im gesamten ventralen Muskelfeld detektiert
werden (Abb. 2.1) (Fambrough and Goodman, 1996). Interessanterweise erzeugt eine
simultane Hemmung des anziehenden Beaten path la (Beat)/Sidestep (Side) und des
abstoRenden Unc-5/Netrin  Signalweges gravierende embryonale und larvale
Innervierungsdefekte, die das ventrale und laterale Muskelfeld betreffen (Abb. 2.1 und
Abb. 2.2). Hierbei wird der Phanotyp im lateralen Muskelfeld allerdings
Uberproportional verstarkt und kann mit einer hohen Penetranz beobachtet werden
(Abb. 2.3). Der simultane Verlust von unc-5 und side fuhrt zu einem ahnlichen
Phanotyp im Embryo und in der Larve, verglichen mit dem unc-5 und beat
doppelmutanten Phanotyp (Abb. 2.6 und Abb. 2.7). Sowohl unc-5 und side mutante
Embryonen als auch doppelmutante Larven zeigen Innervierungsdefekte im ventralen
und lateralen Bereich, welches die Relevanz des anziehenden Beat/Side und des
abstoRenden Unc-5/Netrin Signalweges hervorhebt. unc-5, beat und side Dreifach-
Mutanten, welche keine Verstarkung des embryonalen unc-5 und beat mutanten
Phanotyps zeigen, belegen eine Beschrankung der Signalstérung auf die beiden zuvor
genannten Signalwege (Abb. 2.8).

Innervierungsdefekte kdnnen in unc-5 und beat mutanten Larven vor allem im lateralen
und ventralen Muskelfeld detektiert werden (Abb. 2.2). Eine Auszahlung der larvalen

neuromuskularen Verbindungen fur die einzelnen Nervenstrange zeigte eine
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gravierende Reduktion an NMJ's, die vom SNa und SNc gebildet werden (Abb. 2.3),
welche auf eine essentielle Bedeutung von Unc-5 und Beat fur die Wegfindung des
gesamten segmentalen Nervs schlief3en lasst. Durch diese Beobachtung stellte sich
die Frage nach der Projektionsroute des SNa's in unc-5 und beat Doppelmutanten.
Eine Fehlmigration der Gliazellen in der Peripherie konnte bereits in Netrin AB
Mutanten und unc-5 Einzelmutanten gezeigt werden, welche zu einer abweichenden
Anordnung der peripheren glialen Zellen fuhrt (Von Hilchen et al., 2010). Da ebenfalls
eine Gliazelle zwischen dem SNa und ISN positioniert ist, kdnnte eine Fehlmigration
des Nervs bedingt durch den Verlust dieser Gliazelle begunstigt werden.

Eine Verstarkung des Phanotyps in Bezug auf die Migration der glialen Zellen, konnte
fur die unc-5 und beat Doppelmutanten allerdings nicht gezeigt werden (Abb. 2.4).
Auch kann der Verlust an Innervierungen im lateralen Muskelfeld nicht durch eine
Reduktion an SNa Neurone erklart werden, da eine Markierung der zugehorigen
Zellkerne im ZNS keine verminderte Anzahl erkennen liel3 (Paul, 2016). Eine indirekte
Markierung der axonalen Projektion, anhand einer Markierung der Gliazellen in der
Larve, offenbart allerdings eine variable Projektionsroute des SNas, dessen Projektion
abbricht oder verfrGht im ventralen Muskelfeld endet und somit seine lateralen
Zielmuskeln nicht erreicht (Abb. 2.5).

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die Signale von Beat/Side und Unc-
5/Netrin zwar bei der Ausbildung des SNas kollaborieren, aber nicht bei der Migration
der peripheren Gliazellen.

3.2 Veranderte larvale Lokomotion in unc-5 und beat
Doppelmutanten

Embryonale Projektionsdefekte konnen bei hochpenetranten Phanotypen nicht
nachtraglich korrigiert werden und begunstigen die Ausbildung nicht- oder
fehlinnervierter Muskeln in der Larve, welche die Ausfuhrung unterschiedlicher
Bewegungsablaufe beeinflussen oder sogar vollstandig unterbinden. Der Verlust von
side erschwert beispielsweise das Putzverhalten der Drosophila Imago erheblich oder
fuhrt zu einem abweichenden Kriechverhalten der side mutanten Larven (Kinold et al.,
2018, 2021).

Eine Analyse des Kriechverhaltens der unc-5 und beat doppelmutanten Larven zeigte
einen stark veranderten Bewegungsablauf, welcher vermutlich die Reduktion der
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Kriechgeschwindigkeit um bis zu 50% hervorruft (Abb. 2.9). Bei einer starken
Auspragung des Phanotyps verliert das posteriore Ende den Kontakt zum Substrat
und erschwert einen flussigen und zugigen Bewegungsablauf (Abb. 2.10). Fur die
Flucht vor einem Fressfeind ist das Vorwartskriechen, von in einer Frucht
eingegrabenen Larven, vermutlich ein Uberlebenswichtiger Bewegungsablauf, welcher
in unc-5 und beat Doppelmutanten deutlich gehemmt wird. Eine Reduktion der
Kriechgeschwindigkeit konnte bereits fur side mutante Larven gezeigt werden (Kinold
et al., 2018), die einen Phanotyp im ventralen Muskelfeld zeigen, der mit dem beat
Phanotyp vergleichbar ist (Fambrough and Goodman, 1996). Diese Ergebnisse lassen
auf eine groRere Bedeutung der ventralen Muskulatur, im Vergleich zur lateralen, fur
das Kriechen schliefl3en.

Es stellte sich jedoch zusatzlich die Frage, ob noch weitere essentielle
Bewegungsablaufe und deren Ausfuhrung durch den Verlust von lateralen und
ventralen Innervierungen erschwert werden, da in den Doppelmutanten fast jedes
Segment betroffen ist. Dafur wurde die Ausfuhrung der Fluchtrolle getestet, eine Rolle
um die laterale Korperlangsachse, welche als stereotypische Fluchtreaktion vor einem
Schmerzreiz oder der Attacke einer parasitoiden Wespe gezeigt wird (Hwang et al.,
2008; Tracey et al.,, 2003). Eine Analyse der Reaktionen auf die Attacken von
Leptopilina boulardi, eine auf Drosophila spezialisierte parasitoide Wespe, zeigte eine
stark reduzierte Ausfuhrung der Schmerzrolle, welche durch vermehrtes Drehen der
Kopfsegmente und lediglich angedeutete Drehungen vermutlich kompensiert wurde
(Abb. 2.12). In einem Hitzeplatten-Assay konnte ebenfalls eine gravierende Reduktion
der Schmerzrolle fur unc-5 und beat doppelmutante Larven gezeigt werden, welche
nur die halbierte Anzahl an Fluchtrollen pro Minute, verglichen mit dem Wildtyp,
zeigten (Abb. 2.13). Erklart werden kann dieses Ergebnis durch fehlende
Innervierungen im lateralen Muskelfeld und bestatigt bereits publizierte Ergebnisse,
dass das schmerzinduzierte Rollverhalten partiell durch SNa Neurone hervorgerufen
wird (Yoshino et al.,, 2017). Wurde das Nervengift Tetanustoxin in SNa Neuronen
exprimiert, konnte ebenfalls eine Reduktion an Fluchtrollen beobachtet werden,
welches die Bedeutsamkeit der lateralen Muskulatur fur die Ausfuhrung des
Fluchtverhaltens bestatigte. Interessanterweise konnten im Selbstaufrichtungs-Assay
keinerlei Abweichungen, in der Fahigkeit sich von einer ,Ruckenlage“ zuruck in
Kriechposition zu drehen, festgestellt werden (Abb. 2.14). Das Selbstaufrichten wird

allerdings nicht durch einen Schmerzreiz induziert, welcher Uuber C4 da Neurone
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detektiert wird und an die Neurone des SNas weitergeleitet wird. Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass noch weitere Muskelgruppen, wie auch die
Mundhaken, an dieser komplexen Bewegung der Selbstaufrichtung involviert sind und
deren Ausfuhrung ermoglichen.

Diese Ergebnisse verdeutlichen die Notwendigkeit einer prazisen Innervierung der
somatischen Muskulatur fur die Ausfuhrung von koordinieren Bewegungen. Fur das
larvale Kriechen scheint die ventrale Muskulatur von groRerer Bedeutung zu sein, im
Gegensatz zum schmerzinduzierten lateralen Rollen, fur welches die laterale

Muskulatur im Vordergrund zu stehen scheint.

3.3 Partielle Rettung des unc-5 und beat mutanten Phanotyps

Beat wird wahrend der embryonalen Entwicklung von allen Motoneuronen exprimiert
und eine pan-neuronale oder motoneuronale Beat Expression kann den wildtypischen
Zustand wiederherstellen (Heymann, 2017; Siebert et al., 2009). Ebenso erfolgreich
ist eine Rettung mit der Beat-Promotorlinie 40636, welche auch den unc-5 und beat
doppelmutanten Phanotyp teilweise rettet (Abb. 2.15) (Kinold, 2016). Zurtckbleiben
leichtere Defekte im lateralen Muskelfeld der Larven, welche dem unc-5
einzelmutanten Phanotyp entsprechen (Abb. 2.15).

Eine ahnliche Qualitat der Rettung wird durch die Verwendung von Hb9-Gal4 erzielt.
Hb9 wird ISNb spezifisch und in einigen wenigen Interneuronen exprimiert (Odden et
al., 2002). Auch hier bleiben leichtere Innervierungsdefekte der lateralen Muskulatur
erhalten (Abb. 2.17). Zudem fuhrt die simultane Expression von Unc-5 und Beat zu
keiner signifikanten Steigerung der Rettungsqualitat, getrieben durch die Beat-
Promotorlinie 40636, deutend auf eine bedeutendere Rolle von Beat fur die
Wegfindung von ventral projizierenden Motoneuronen (Abb. 2.16).

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die hier verwendeten Treiberlinie zwar
das Expressionsmuster von Beat widerspiegeln, aber nicht das von Unc-5. Eine
Rettung der lateralen Innervierungsdefekte kann somit vermutlich nur mittels der
Verwendung einer geeigneten Unc-5 Treiberlinie gelingen, die eine wildtypische
Expression des Rezeptors in den SNa Neuronen, einigen ISN Neuronen und den ISN
umgebenen Gliazellen zum passenden Zeitpunkt ermdglicht. Dazu kénnten ahnlich
wie bei Beat verschiedene Enhancer Fragmente auf ihr Expressionsmuster analysiert
werden (Kinold, 2016).
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3.4 Keine Sekretion von Beat path la

Wegfindungsmolekule werden von unterschiedlichen Strukturen exprimiert, auf deren
Oberflache dargeboten und dienen der Navigation von Motoaxonen und Gliazellen.
Richtungsweisende Informationen konnen allerdings auch von Zielzellen sekretiert
werden, wodurch ein Gradient entsteht, der Positionsinformation fur migrierende
Wachstumskegel erzeugt.

Bedingt durch unscharfe immunhistochemische Farbungen und begrindet durch
Strukturvorhersagen wurde Beaten path la als sekretiertes Protein publiziert (Bazan
and Goodman, 1997; Fambrough and Goodman, 1996; Pipes et al., 2001). Eine
Rettung des beat mutanten Phanotyps kann durch eine pan neuronale (elav-Gal4)
oder motoneuronale (Fasll-Gal4) Expression von Beat herbeigefuhrt werden
(Heymann, 2017; Siebert et al., 2009).

Weder eine Expression in Gliazellen (repo-Gal4), Hamozyten (serp-Gal4) noch
Fettkorper (ppl-Gald) vermag eine Wiederherstellung des wildtypischen
Innervierungsmusters in der Larve zu gewahrleisten (Abb. 2.18).

Eine Sekretion des Rezeptors wurde allerdings unabhangig von der gewahlten
Treiberlinie die Rettung des mutanten Phanotyps herbeifihren und untermauert die
Annahme eines nicht sekretierten, zellautonomen Proteins. So kann im Kontrast dazu
beispielsweise der ftolloid-related 1 (tir1) Phanotyp durch eine Expression des
sekretierten Proteins mittels unterschiedlicher Treiberlinien vollstandig gerettet werden
(Meyer and Aberle, 2006; Serpe and O’Connor, 2006). Fur die unc-5 und beat
Doppelmutanten bedeutet diese Erkenntnis, dass die beiden Rezeptoren in den
exprimierten Geweben nur in cis miteinander interagieren kdnnen.

Die Expression von Beat in unterschiedlichen Geweben demonstrierte, dass der
Rezeptor nicht frei sekretiert und infolgedessen den beat mutanten Phanotyp nur

zellautonom retten kann.

3.5 Unc-5 Expression auf SN und peripheren Gliazellen

Das Expressionsmuster eines Proteins kann Aufschllisse Uber dessen funktionelle
Bedeutung ermoglichen. Unc-5, ein repulsiver Netrin Rezeptor, wird nach Farbungen
mit spezifischen Antikorpern und Markierung der mRNA Verteilung im gesamten

segmentalen Nerv exprimiert und kann in frihen embryonalen Stadien in einigen
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Neuronen des ISNs detektiert werden (Keleman and Dickson, 2001; Labrador et al.,
2005; Zarin et al., 2012). Ebenfalls ist der Rezeptor auf den Ausgangs (Exit)- und
peripheren Gliazellen, die den ISN und SN umgeben exprimiert (Keleman and
Dickson, 2001).

Eine Analyse einer Unc-5 Exon-Trap- und Unc-5-fTRG-Linie visualisierte ein
Expressionsmuster, welches mit den bereits publizieten Beobachtungen
Ubereinstimmt (Abb. 2.19). Beide Linien visualisieren das wildtypische
Expressionsmuster von unc-5, wobei das GFP in der Exon-Trap Linie extrazellular und
in der fTRG-Linie intrazellular lokalisiert ist (Abb. 2.20). Publiziert ist ebenfalls eine
Expression von Unc-5 in RP2 und aCC Neuronen, welche allerdings nur in frihen
Entwicklungsstadien detektiert werden kann und spater herunterreguliert wird (Zarin
et al., 2012). In spateren Entwicklungsstadien konnten auch Keleman und Dickson,
anhand einer immunhistologischen Farbung, keine Expression des Rezeptors auf den
dorsalen Neuronen identifizieren. Um die Expression von Unc-5 dort nachzuweisen
konnte eine In-situ-Hybridisierung mit einer Antikorperfarbung kombiniert werden, um
eine doppelte Markierung der RP2 und aCC Neurone in den frGheren embryonalen
Stadien zu erzielen. Eine Expression des Proteins konnte ebenfalls in
unterschiedlichen Zellgruppen des ZNS und der Wurzel des segmentalen Nervs
detektiert werden (Abb.2.19) (Keleman and Dickson, 2001). Die Expression des
repulsiven Rezeptors durch Motoneurone des SNas belegt die Hypothese, dass die
laterale Muskulatur kein NetB exprimiert und somit von Unc-5 positiven Motoaxone
innerviert wird. Diese Axone werden auf dem Weg zu ihren lateralen Muskeln von den
ventralen, NetB exprimierenden, Muskeln abgestofen und gelangen so zu ihrer
Zielmuskulatur.

Die unc-5 mRNA war eindeutig detektierbar in verschiedenen Zellclustern des ZNS,
verglichen mit der Exon-Trap- und der fTRG-Linie. Ebenfalls exprimieren die
Ausgangs- und Gliazellen in der Peripherie den repulsiven Rezeptor (2.21).

Diese Ergebnisse unterstutzen die Annahme, dass die in den unc-5 und beat
doppelmutanten Embryonen und Larven untersuchten Wegfindungsdefekte des SNas
durch den Verlust beider Rezeptoren (Unc-5 und Beat) erzeugt werden und Unc-5 fur

die Interpretation der muskularen Netrin Expression bedeutsam ist.
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3.6 Unc-5 und Beat exprimierende S2 Zellen zeigen keine
Interaktion

Sowohl Unc-5 als auch Beat werden auf Motoneurone des segmentalen Nervs
exprimiert, welches die Frage nach einer mdglichen cis-Interaktion aufwirft.
Interagieren Proteine miteinander, kann diese Wechselwirkung haufig mit einem Zell-
Zell-Aggregations-Assay belegt werden.

So konnte bereits gezeigt werden, dass die Wegfindungsmolekule Side und Beat
miteinander interagieren (Siebert et al., 2009). Ebenfalls konnte so der Nachweise fur
das homophile Zelladhasionsmolekule Neuroglian gefuhrt werden (Hortsch et al.,
1998). Der simultane Verlust von Unc-5 und Beat erzeugt starke Innervierungsdefekte
im Embryo und wirft die Frage nach einer moglichen Wechselwirkung zwischen den
zwei Rezeptoren auf.

Die bereits publizierte Interaktion zwischen Side und Beat diente als Kontrolle im Zell-
Aggregations-Assay, die, nach der Vermischung der getrennt transfizierten Zellen,
eine deutliche Bildung von Zell-Zell-Aggregaten zeigte (Siebert et al., 2009) (Abb.
2.22). Keine Bildung von Aggregaten konnte nach dem Vermischen von Unc-5-Cherry
und Beat-GFP exprimierenden Zellen beobachtet werden, welches eine Interaktion der
beiden Rezeptoren uUber Zellmembranen hinweg unwahrscheinlicher macht (Abb.
2.22). Diese Beobachtung kann durch die Verstarkung des beat mutanten Phanotyps,
durch den zusatzlichen Verlust von unc-5, bestarkt werden, da eine Verstarkung vor
allem mit der Inhibition eines weiteren Signalweges einhergeht.

Somit demonstrieren diese Ergebnisse, dass die beiden Rezeptoren Unc-5 und Beat
nicht miteinander interagieren. Jedoch, bei simultaner Stérung, die Wegfindung des
SNas beeintrachtigen.

3.7 Ektopische Expression von Unc-5 und Beat erzeugt
Muskeldefekte

Eine ektopische Expression von Wegfindungsmolekulen kann Informationen Uber die
Funktion eines Proteins erlauben, welches normalerweise in einem bestimmten
Gewebe exprimiert wird.

Die Uberexpression auf allen somatischen Muskeln (Mef2-Gal4) von Unc-5 fiihrt zu
einem deutlichen Verlust an NMJ's, besonders im lateralen Muskelfeld (Abb. 2.23 und
2.24). Verstarkt wird dieser Phanotyp durch eine simultane muskelspezifische
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Expression von Unc-5 und Beat. Sowohl der Phanotyp der simultanen, als auch der
der alleinigen Expression von Unc-5 beruht interessanterweise auf einen Verlust an
Muskelfaser (Abb.2.24). Gegensatzlich beispielsweise zur muskelspezifischen
Uberexpression von Side, welches zu einem Verlust an Innervierungen durch
Fehlprojektionen fuhrt (Kinold et al., 2018). Bereits fur die Migration der glialen Zellen
konnte eine Bedeutung von Unc-5 gezeigt werden, da dessen Verlust eine fehlerhafte
Anordnung der peripheren Gliazellen herbeifuhrt, welche, begrindet durch die
verminderte Detektion des abstoRenden Netrin-Signals der Mittellinie, nicht weit genug
in die Peripherie gelangen (Von Hilchen et al., 2010). Ebenfalls fuhrt eine Gliazellen-
spezifische Uberexpression von Unc-5 zu einer ektopischen Lokalisation longitudinaler
Gliazellen in der Peripherie (Von Hilchen et al., 2010). Eine fehlerhafte Migration der
Muskelgruanderzellen oder der Myotube scheint unwahrscheinlich als Erklarung fir den
Phanotyp, da fur diesen Prozess keine Funktion von Netrin bekannt ist, welches ein
abstolRendes Signal erzeugen konnte (zusammengefasst in: Schnorrer and Dickson,
2004). Ebenfalls sind sowohl Muskeln mit direkten (z.B. Muskel 4), als auch indirekten
(z.B. Muskel 21,22 und 23) Ansatzstellen betroffen, welches auf eine Degeneration
der Muskelfasern schlielen Iasst, welche vorrangig den lateralen Bereich betrifft.
Ebenfalls konnen geloste Muskeln detektiert werden, die den Kontakt Uber die
Ansatzstelle/n mit der Epidermis oder zu anderen Muskeln verloren haben. Die
ektopische Expression des Unc-5 Rezeptor wirkt sich somit scheinbar negativ auf die
Differenzierung und die Instandhaltung der lateralen Muskulatur aus. Der dorsale
Verlust von Muskeln wird hingegen verstarkt durch die gleichzeitige Expression von
Unc-5 und Beat. Bereits im embryonalen Entwicklungsstadium ist dieser Phanotyp
erkennbar und bewirkt Projektionsdefekte der peripheren Motoaxone (Abb. 2.26).
Interessanterweise sind NetB negative Muskeln besonders stark betroffen, welches
durch eine Blockierung oder Bindung von Unc-5, durch NetB auf der Muskulatur,
erzeugt werden konnte. In der Maus konnte gezeigt werden, dass die neuronale
Expression von Unc5H in Netrin-Verlustmutanten zu einem massiven Absterben der
Unc5H exprimierenden Neuronen fuhrt, erzeugt durch das Abspalten der
Todesdomane (Llambi et al., 2001). Ist Netrin prasent wird dieser Mechanismus
unterbunden (Llambi et al., 2001). Allerdings fuhrt die muskelspezifische Expression
im NetAB mutanten Hintergrund zum gleichen Phanotyp, der vor allem eine Reduktion
von Muskelfasern im lateralen Bereich zeigt (Ergebnisse nicht gezeigt). Zu testen
ware, ob eine Erhohung der NetB Konzentration, durch eine zusatzliche
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muskelspezifische Expression auf der gesamten Muskulatur, die Apoptose durch NetB
verhindern wurde. Andernfalls wurde die Degeneration der Muskelfaser, ausgelost
durch die muskulare Expression von Unc-5, auf einen anderen Mechanismus in
Drosophila schlief3en lassen, der nicht durch NetB blockiert werden kann.

Der Verlust der lateralen Muskulatur wirkt sich zusatzlich negativ auf die larvale
Lokomotion aus und reduziert das, durch einen Schmerzreiz ausgelOste, laterale
Rollen signifikant (Abb. 2.25). Auch hier wirkt sich die simultane Expression von Unc-
5 und Beat starker auf das Rollverhalten aus, als die Einzelexpression von Unc-5,
welches durch die gravierende Reduktion an lateralen Muskeln begrindet werden
kann.

Diese Beobachtungen verdeutlichen erneut die bedeutende Rolle der lateralen
Muskulatur und ihre korrekte Innervierung fur das laterale Rollen.

3.8 Netrin wird auf der embryonalen Muskulatur und im ZNS
exprimiert

Um tiefere Einblicke in die Funktionsweise der, durch die Netrine vermittelte,
AbstoRung zu erlangen, erfolgte eine Analyse der Expressionsmuster von NetA und
NetB. Anhand von Exon-Trap-Linien konnten unterschiedliche Gewebe identifiziert
werden, die Netrin exprimierten.

Die Analyse der NetA Exon-Trap-Linie veranschaulichte die Prasenz des Proteins in
epidermalen Feldern und einigen Zellen des zentralen Nervensystems, ebenso auf
den Mittellinien-Gliazellen (Abb. 2.27). Stark muskular exprimiert wird NetA von den
dorsalen Muskeln 1 und 2, sowie von den lateralen Muskeln 5 und 8. Auf den restlichen
Muskeln konnte NetA kaum oder nur sehr schwach detektiert werden (Abb. 2.28).
Verglichen mit den publizierten Daten von Mitchell und Kollegen (Mitchell et al., 1996)
konnte eine zusatzliche Expression von NetA auf den lateralen Muskeln 5 und 8
detektiert werden.

AulBerdem erfolgte eine Analyse von NetB Exon-Trap-Linien, welche eine Expression
des Molekuls auf der gesamten ventralen Muskulatur und einigen dorsalen Muskeln
(Muskel 1 und 2) offenbarten (Abb. 2.29). Kein GFP getaggtes NetB konnte hingegen
auf den lateralen Muskeln detektiert werden. Im zentralen Nervensystem wird NetB,
verglichen mit NetA, von mehr Zellen und ebenfalls von den Mittellinien-Gliazellen
exprimiert. Ein ahnliches Expressionsmuster publizierten bereits Mitchell und Kollegen
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(Mitchell et al., 1996), allerdings mit einer reduzierten Anzahl an NetB exprimierenden
Muskeln im dorsalen und ventralen Muskelfeld.

Publiziert wurden die Netrine in Drosophila vor allem als sekretierte Proteine (Harris et
al., 1996; Mitchell et al., 1996). In bisherigen Publikationen bestehen teilweise
widerspruchliche Befunde: Netrin-1 konnte sowohl sekretiert, als auch auf der
Zelloberflache, als haptotaktisches Signal dargeboten werden (Dominici et al., 2017,
Harris et al., 1996; Kennedy et al., 2006; Mitchell et al., 1996; Varadarajan et al., 2017).
Um die Fragestellung zu klaren, ob die Netrine in peripheren Geweben von Drosophila
abgesondert werden, erfolgte die Verwendung eines Morphotraps im Hintergrund der
Netrin Exon-Trap-Linien.

Mittels eines Morphotraps konnen frei bewegliche, GFP-markierte, Proteine an
beliebige Strukturen gebunden werden (Harmansa et al., 2015). Der Morphotrap
besteht aus einem extrazellularen Einzeldomanenantikorper, welcher tUber eine CD8
Domane in der Zellmembran verankert wird und mittels einem zytoplasmatischen
Fluoreszenzmolekul detektiert werden kann (Harmansa et al., 2015). Eine Expression
des Fusionsmolekils kann GFP-gekoppelte Moleklle auf Zelloberflachen binden
(Harmansa et al., 2015). Eine Bindung der sekretierten Isoformen des
Zelladhasionsmolekuls Fasciclin [l an die peripheren Gliazellen, bestatigte die
Funktionalitat des Morphotraps (Abb. 2.30). Wurde der Morphotrap im Hintergrund der
NetA oder NetB Exon-Trap-Linie exprimiert, konnte keines der beiden Netrine an die
peripheren Gliazellen gebunden werden (2.31). Diese Beobachtung spricht gegen eine
mogliche Sekretion der Netrine in Drosophila. Unterstitzend dazu war eine Detektion
von GFP-Signalen in larvaler Hamolymphe, entnommen aus Larven der NetA und
NetB Exon-Trap-Linien, mittels eines Western Blots nicht moglich (2.32).

Dieses Ergebnis spricht ebenfalls gegen eine Sekretion der Netrine in Drosophila und
lasst eine Darbietung der Molekule auf der Zelloberflache vermuten.

3.9 Unc-5 exprimierende Axone werden von Netrin B abgestoRen

Der Unc-5 Rezeptor wird fur die repulsive Interpretation von Netrin bendtigt und bewirkt
eine AbstolRung der Wachstumskegel von Netrin-markierte Zelloberflachen (Keleman
and Dickson, 2001). Wird die NetB Expression kontrar zur endogenen Expression in
der ventralen und dorsalen Muskulatur in den lateralen Muskeln getrieben, konnen
embryonale Innervierungsdefekte in diesem Bereich des Muskelfeldes festgestellt
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werden, welche bis zur L3 Larve persistieren (Abb. 2.33). Diese Fehlinnervierungen
werden vermutlich durch die Unc-5 vermittelte AbstoBung von NetB induziert.
Zusatzlich belegt diese Beobachtung, dass im Wildtyp laterale Muskeln kein NetB
exprimieren. Interessanterweise konnen durch eine Expression von NetB auf der
gesamten somatischen Muskulatur (Mef2-Gal4) ebenfalls starke Projektionsdefekte im
Embryo, die das gesamte Muskelfeld betreffen, erzielt werden. Diese sind jedoch
besonders stark im lateralen Bereich auspragt und dort auch bis in das larvale Stadium
uberdauernd (Abb. 2.35).

Innervierungsdefekte konnen ebenfalls durch die nervenspezifische Expression des
repulsiven Netrin Rezeptors Unc-5 erzeugt werden. Motoaxone des ISNbs projizieren
zu den ventralen Muskeln und kénnen durch die ektopische Expression von Unc-5,
unter der Verwendung des ventralen Motoneuronen spezifischen Treibers Hb9-Gal4,
von ihren Zielmuskeln, sowohl im Embryo als auch in der Larve, abgestolen werden
(Abb. 2.34). Die Expression von Frazzled mit Hb9-Gal4 erzeugte hingegen keinen
erkennbaren Phanotyp und veranschaulicht die abstollende Wirkung des Unc-5
Rezeptors (Ergebnisse nicht gezeigt). Im Gegensatz zu der Expression in ventral
projizierenden Motoneuronen ist die ektopische Expression von Unc-5 in den
Motoneuronen (RRFa-Gal4), welche zu den dorsalsten Muskeln projizieren, nicht
ausreichend stark genug, um eine AbstoRBung im wildtypischen Hintergrund zu
induzieren (Abb. 2.36). Dies lasst sich vermutlich durch die nur teilweise Expression
von Netrin auf den dorsalen Muskeln (Muskel 1 und 2) erklaren (Mitchell et al., 1996).
Eine zusatzliche Erklarung konnte darin bestehen, dass sonstige wegweisende
Signalwege eine fehlerfreie Innervierung der dorsalen Muskelfelder ermdoglichen.
Beispielsweise reduziert der Funktionsverlust des Muskel-Attraktans Side die
Anziehung der Muskulatur und bewirkt in einigen dorsalen Segmenten
Innervierungsdefekte (Kinold et al., 2018). Eine Wiederholung des Experimentes im
side mutanten Hintergrund reduzierte die Attraktion der Muskulatur und offenbarte
einen gravierenden Anstieg an fehlende NMJ's der Muskeln 1,2,9 und 10, verglichen
mit der side Mutante (Abb. 2.36 und Abb. 2.37). Die Expression von Unc-5 mit RRFa-
Gal4 erzeugt einen ahnlich starkeren Phanotyp im beat mutanten Hintergrund
(Ergebnisse nicht gezeigt).

Bedingt durch die Verstarkung der Projektionsdefekte im side mutanten Hintergrund
erfolgte eine Expression von NetB auf der gesamten embryonalen Muskulatur (Mef2-
Gal4), in side Mutanten (Abb. 2.38). Wird NetB auf allen Muskeln prasentiert, kdnnen

75



Diskussion

die gravierendsten Innervierungsdefekte erzeugt werden, welche alle Bereiche des
Muskelfeldes betreffen und sich zudem besonders stark im lateralen Muskelfeld
auspragen. Diese Verstarkung entsteht durch ausbleibende Defaszikulationen im
ventralen Muskelfeld, bedingt durch den side Funktionsverlust und die Expression von
NetB auf der gesamten Muskulatur, die vor allem Unc-5 positive Motoaxone vom
lateralen Muskelfeld fernhalt. Im dorsalen Bereich wird, infolge des side Verlustes,
zusatzlich die Attraktivitat der Muskeln reduziert und die abstoRende Wirkung der nun
vollstandig NetB positiven Muskeln verstarkt. Interessant ware eine Markierung der
embryonalen neuromuskularen Endplatten, da moglicherweise keine NMJ's gebildet
werden konnen.

Diese Ergebnisse demonstrieren, dass fur die Wegfindung des SNas Unc-5 und Beat
eine bedeutende Rolle spielen, da die auswachsenden Motoaxone von NetB
exprimierenden Muskeln im ventralen und dorsalen Bereich abgesto3en und in das
laterale Muskelfeld geleitet werden. Zusatzlich erhoht die Detektion des muskularen
Side die Anziehung der lateralen Muskeln und ermdglicht eine fehlerfreie Innervierung
der medialen Muskulatur.

3.10 Side-Phanotyp Verstarkung durch den simultanen Verlust der
Netrine

Eine Storung unterschiedlicher Signalwege kann Projektionsdefekte und somit die
Auspragung des Phanotyps verstarken (Abrell and Jackle, 2001; Desai et al., 1996;
Elkins et al., 1990). Side Mutanten zeigen vor allem axonale Fehlprojektionen im
ventralen Muskelfeld (Abb. 2.39), die durch eine ausbleibende Defaszikulation der
Nervenstrange erzeugt werden (Sink et al., 2001).

Dieser Phanotyp kann durch einen zusatzlichen Verlust von beiden Netrinen (NetA
und B) verstarkt werden (Abb. 2.39). Im Embryo sind die Defekte im gesamten
Muskelfeld prasent, allerdings erreicht nur eine stark reduzierte Anzahl an Individuen
die spaten Entwicklungsstadien (Stadien 16-17).

Um zu zeigen, ob Netrin A oder Netrin B die Verstarkung des side-Phanotyps
hervorruft, wurden die jeweiligen Doppelmutanten erzeugt und sowohl embryonal als
auch larval analysiert. Eine leichte Verstarkung des side-Phanotyps wird im Embryo
sowohl mit NetA als auch mit NetB, in Kombination mit side, hervorgerufen (Abb. 2.40).
In der Larve bewirken nachfolgende Reparaturmechanismen haufig eine
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Abschwachung der larvalen Phanotypen und lassen, fur die jeweiligen analysierten
Genotypen, nur noch den side mutanten Phanotyp erkennen (Abb. 2.41).

Eine Epistasie-Analyse zeigte keine genetische Interaktion zwischen beiden Netrinen
und Sidestep (Abb. 2.42), welches jedoch auch auf die schwache Auswirkung des
doppelten Netrin-Verlustes, der im Embryo nur leichte Innervierungsdefekte
hervorbringt, zuruckgefuhrt werden kann. Der Verlust beider Netrine erzeugt
Projektionsdefekten des ISNs, ISNbs und SNas (Labrador et al., 2005; Mitchell et al.,
1996; Winberg et al., 1998) und lasst bei einer nicht vorhandenen Epistasie keinen
starken Phanotyp im peripheren axonalen Projektionsmuster erwarten.
Interessanterweise konnten Brankatschk und Dickson zeigen, dass fur die Wegfindung
von kommissuralen Axonen eines der beiden Netrine ausreichend ist (Brankatschk
and Dickson, 2006), wodurch auf eine redundante Funktion der beiden Proteine bei
der Entwicklung des ZNS geschlossen werden kann. Dies redundante Funktion ware
auch fur die Wegfindung von peripheren Motoaxone moglich und wurde die schwache
Auspragung der Phanotypen erklaren.

Die Verstarkung der Projektionsdefekte in NetAB und side Dreifach-Mutanten wird
somit durch die gleichzeitige Inhibition zweier Signalwege hervorgerufen und
verdeutlicht die Bedeutsamkeit eines Zusammenspiels unterschiedlicher
Mechanismen fur die axonale Wegfindung in Drosophila melanogaster.

3.11 Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der segmentale Nerv durch eine
synergistische Kooperation des repulsiven Uncoordinated-5 (Unc-5)/Netrin und dem
attraktiven Beaten path la (Beat)/Sidestep (Side) Signaltransduktionsweg zu seinen
Zielmuskeln geleitet wird. Auf dem Weg aus dem ZNS und in der Peripherie ist die
repulsive Interpretation von NetB von Bedeutung, sowie die Anziehung der Muskulatur
und dadurch induzierte Defaszikulation, vermittelt durch Sidestep und Beat. Eine
Storung der einzelnen Signalwege erzeugt jeweils leichte bis mittelschwere Defekte,
kann durch den simultanen Verlust allerdings um ein Vielfaches verstarkt werden, da
die leitenden Signale fehlen. In diesem Zusammenhang ware eine ldentifizierung
weiterer kooperativ lenkender Mechanismen interessant, die andere Nervenstrange
des neuromuskularen Systems von Drosophila melanogaster zu ihren Zielmuskeln
dirigieren. Da Netrin in vielen Organismen stark konserviert ist und eine lenkende

Funktion auf die Migration von Neuronen auslbt, wére eine Uberpriifung auf eine
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ahnliche synergistische Kooperation in einem anderen Organismus ebenfalls

interessant.
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4. Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Geriate

Tabelle 4.1: Laborgerite

Gerat

Hersteller

Fluoreszenzmikroskop Axiom Imager M2

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena

Laser-Scanning-Mikroskop (LSM710)

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena

Leica M165 FC Stereomikroskop

Leica Microsystems, Wetzlar

Stereomikroskop Stemi 2000

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena

Nikon SMZ25 Stereomikroskop

Nikon, Dusseldorf, Deutschland

GFL-Paraffin-Streckbad 1052

GFL Gesellschaft fur Labortechnik
GmbH, Burgwedel

Wasserbad Isotemp

Fischer Scientific GmbH, Schwerte

Rocking Platform Shaker

Avantor, Pennsylvania, USA

Pipetten Modell Pipetman neo
P20, P200, P1000

Gilson, Middleton, USA

DS-Qi2 monochrome Mikroskop-Kamera

Nikon, Dusseldorf, Deutschland

Ceran 500 Hotplate

Harry Gestigkeit GmbH, DUsseldorf

Trans Blot SD Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen

Gel-Dokumentation ChemiDoc MP Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen

Hamilton Pipette

Carl-Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

pH-Meter pH300

Hanna Instruments, Rhode Island, USA

Power Supply Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen

Austerlitz Insect Pins Minutiens (& | Fine Science Tools GmbH, Heidelberg

0,10mm)

Pinzetten (Dumont, #4)

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg

Feinwaage SI-602

Denver Instrument, New York, USA

Sylgard Unterlage

Roland Vetter Laborbedarf OHG,
Ammerbuch

Urinbecher

SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht

Zellkulturflasche, T-25, 25ml

SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht

Vannas Spring Scissors

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg

4.1.2 Chemikalien

Tabelle 4.2: Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

1kb DNA Marker

Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA
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Acrylamid (Rotiphorese Gel 30, 37.5:1)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Agar

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, New Jersey, USA

Agarose low EEO

AppliChem GmbH, Darmstadt

e-Aminocapronsaure

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ammoniumacetat

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
(NH4)2S20s)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Bromphenolblau

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Cy3 Tyramide

AAT Bioquest, Kalifornien, USA

DanKlorix (2,8g Natriumhypochlorit per
1009)

Colgate-Palmolive, Hamburg

Denhardts-Losung (50x)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

DIG RNA Labeling Mix

Roche Holding AG, Basel

Di-Natriumhydrogenphosphat
(Naz2HPOs)

Grussing GmbH, Filsum

1,4-Dithiothreit (DTT) (C4H100252)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

dNTPs

Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

EDTA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ethanol absolut

Merck KGaA, Darmstadt

Ethanol technisch

Berkel AHK Alkoholhandel GmbH & Co.
KG, Lippstadt

FBS

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Formaldehyd 37%

Merck KGaA, Darmstadt

Formamide p.A.

AppliChem, GmbH, Darmstadt

Glycerol Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Glycin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Heptan Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Heparin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Immun-Blot PVDF Membran, 0.2um

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen

Kaliumchlorid (KCI)

AppliChem, GmbH, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

AppliChem, GmbH, Darmstadt

Lachssperma DNA

Invitrogen, Massachusetts, USA

Magnesiumchlorid (MgCl2)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Methanol

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Milchpulver (Fette <1,0 %)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl)

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat (SSC)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumhydroxid Platzchen

AppliChem GmbH, Darmstadt

NGS (Normal Goat Serum)

Biozol Diagnostica GmbH, Eching

Oligo d(T) 18 mRNA Primer

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
am Main

Pen Strep Glutamine (100X)

Gibco™ von Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

Phalloidin (aus Amanita Phalloides)

Invitrogen, Massachusetts, USA
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Verdunnung: 1:400, gekoppelt mit: Texas
Red

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
am Main

RiboLock RNase Inhibitor

Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

RNase Inhibitor, Murine

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
am Main

Schneider’s Drosophila-Medium

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

SDS ultra pure (Natriumdodecylsulfat)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

SYBR Safe DNA Gel Stain

Invitrogen, Massachusetts, USA

T3 Polymerase

Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

T7 Polymerase

Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

TEMED Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Tris Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Tris-HCL Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
TritonX-100 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Tween 20 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Wasserstoffperoxid (H202)

Merck KGaA, Darmstadt

Clarity™ Western ECL Substrat

Bio-Rad Laboratories GmbH,

Luminol/Enhancer Lésung Feldkirchen
Clarity™ Western ECL Substrat Bio-Rad Laboratories GmbH,
Peroxid Losung Feldkirchen

Whatman™ chromatography paper 3mm
chr

GE Healthcare, Chicago USA

4.1.3 Losungen und Puffer

Tabelle 4.3: Losungen und Puffer

Léosungen

Komponente

1% Agarose-Gel

1% (w/v) Agarose in TAE Puffer,
3,5ul SYBR Safe pro 100mL

Apfelagar

3L VE Wasser
1L Apfelsaft (klar)
100g Zucker

70g Agar

Ampicillin-Stammlésung

50mg/ml Ampicillin in H20, aliquotiert
und bei -20°C gelagert

Chloramphenicol-Stammlosung

34mg/ml Chloramphenicol in Ethanol,
Lagerung bei -20°C

Pen Strep Glutamine (100X)

10,000 U/ml Penicillin, 10,000 pg/ml
Streptomycin und 29,2 mg/ml L-
Glutamine

Complete Medium

447 ,5ml Schneider's Drosophila
Medium
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50ml FBS (erhitzt)

2,5ml Pen Strep Glutamine (100X) -
Penicillin (50U/ml)-Streptomycin
(50ug/ml) und 0,146 mg/ml L-Glutamine

2% Chlorbleiche 60% DanKlorix in Milliporwasser
6x DNA-Ladepuffer 0,25% (w/v) Bromphenolblau
15% (w/v) Ficoll in 1x TAE
Fliegenfutter 10L VE Wasser
50g Agar

168g Trockenhefe
450g Malzextrakt
95g Sojamehl
7129 Maisgriely
400g Zuckerrubensirup
45ml Propionsaure
15g Nipagin

70% Glycerol in PBS 70ml Glycerol (100%) in 1xPBS ad
100ml

10x PBS 1,37M NaCl
27mM KCI
100mM
Naz:HPO4
20mM KH2PO4
pH 7,4

PTx PBS mit 0,1% Triton X-100

PTx + NGS PTx mit 5% NGS

LB Medium 10g NaCl

10g Tryptone
5g Hefeextrakt

ad 1L H20

pH 7,0

LB Agar 10g NaCl
10g Tryptone
5g Hefeextrakt
20g Agar
ad 1L H20
pH 7,0
Zugabe des bendtigten Antibiotikums

50x TAE Puffer 2M Tris-Base
0,05M EDTA, pH 8,2

Western Blot

4% Sammelgel 11,1ml ddH20

6,4ml 30% Acrylamide
6ml 1,5M Tris pH 8,8
240ul 10% SDS
240ul 10% APS

24ul TEMED

8% Trenngel 5,9ml ddH20

1,2ml 30% Acrylamide
2,5ml 0,5M Tris pH 6,8
100ul 10% SDS
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100p1 10% APS
20pl TEMED

2x Probenpuffer

62,5mM Tris-HCL, pH 6,8
10mM DTT

2% (w/V) SDS

10% (v/v) Glycerol

0,02% Bromphenolblau

SDS-Laufpuffer

25mM Tris, pH 8,3
192mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

10x TBST

0,1M Tris-HCI, pH 7,4
1,5M NaCl
1% (v/v) Tween 20

API-Puffer

300mM Tris, pH 9,4

APII-Puffer

30mM Tris, pH 9,4

KP-Puffer

30mM Tris, pH 9,4,
40mM Aminocapronsaure
0,1% (w/v) SDS

In-situ-Hybridisierung

Probenpuffer

50% deionisiertes Formamid
50% TE, pH7,5
0,1% Tween 20

AP Puffer

100mM Tris, pH 9,5

100mM NaCl
50mM MgCl;

0,1% Tween 20

Hybridisierungspuffer

50% deionisiertes Formamid

4x SSC

1x Dehnhardts

250ug/ml Lachssperma DNA
50ug/ml Heparin

0,1% Tween

Waschpuffer

50% deionisiertes Formamid
2x SSC
0,1% Tween 20

Tyramide Arbeitslosung

4.1.4 Fliegenstamme

Tabelle 4.4: Fliegenstamme

Genotyp

| Quelle

Generelle Fliegenlinien

TM3,twist>GFP,Sb,Ser

w118 AG Aberle, Stocksammlung

+-_Glawg'e? AG Aberle, Stocksammlung
'Cy0,actin::GFP’

Wit br Bloomington #6663
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. Glawg'ecZ Sp

AG Aberle, Stocksammlung

Cy0,actin::GFP’ TM3,twist> GFP

. CD8—GFP—Sh,1A _
’ cD8—GFP—Sh,1A4’

Insertion II. Chr. (Zito et al., 1999)

_+_CD8—GFP—Sh,7A
' 'CD8—GFP—-Sh,74

Insertion IIl. Chr. (Zito et al., 1999)

Treiberlinien und Effektorlinien

w;+;BH1-Gal4

Bloomington #40119 (Llambi et al.,
2001)

w;+;,BH1-Gal4, ShGFP

In dieser Arbeit

w;+;Mef2-Gal4 Geschenk  von C.S. Goodman,
beschrieben in (Ranganayakulu et al.,
1996)

w;Mef2-Gal4;+ Geschenk von C.S. Goodman

w;+;serp-Gal4 Geschenk von Rolf Reuter, Tubingen

+;ppl-Gal4;+ Geschenk von M.J. Pankratz, LIMES,

Bonn

w;+;repo-Gal4

Bloomington #7415, beschrieben in
(Sepp et al., 2001)

w;OK371-Gal4;+

(Mahr und Aberle, 2006)

w;0K371-Gal4,ShGFP1A;+ (Mahr und Aberle, 2006)

elav-Gal4 Geschenk von C.S. Goodman, UC
Berkeley, USA

w;+;P{y[+17.7]w[+mC]=GMR93A04- Bloomington #40636

GAL4}attP2

w;+;P{y[+t7.7]w[+mC]=GMR93A04- In dieser Arbeit

GAL4}attP2, ShGFP

. Hb9-Gal4
’ ’TM3,Sb,KrGFP

Bloomington #32555

+;ap226-Gal4 #9;+

Geschenk von Gerd Vorbruggen,
Gottingen

w;+;:RRFa-Gal4

Geschenk von Matthias Landgraf, MRC
Cambridge

w;UAS-TNT aktiv;+

(Sweeney et al., 1995)

w;UAS-TNT inaktiv;+

(Sweeney et al., 1995)

w;+;UAS-Beat®

(Fambrough and Goodman, 1996)

UAS-Beat_1-322-GFP

(Heymann, 2017)

e UAS—-CD4-td—-Tomato
T TM6,Th

Geschenk von Peter Soba, ZMNH
Universitat Hamburg

+:+:UAS-NetB

(Mitchell et al., 1996)

., .UAS—-HA-Unc5
* 'TM3,twist>GFP

Labrador Lab, Dublin (Keleman and
Dickson, 2001)

., .UAS-Unc5,UAS—Beat

Labrador Lab, Dublin

W:+! .

TM3,twist>GFP

Genotyp Quelle

Netat | . (Brankatschk et al., 2006)
FM7,act.’ ’
NetB® gt (Brankatschk et al., 2006)
FM7,act.
NetA+B:. . (Brankatschk et al., 2006)
FM7,act.’ ’
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side€137 ShGFP,7A

(Aberle et al., 2002)

CyO0,act.

w; +; -
TM3,twi.
i1
w: +: Side 1593, ShGFP74A (Aberle et al., 2002)
TM3,twi.
.Df(2R)2426, Bloomington #9064
'Cy0,act.GFP’
4o unes® Labrador Lab, Dublin
'Cyo,act.’
+-Df@R)2426 beat? In dieser Arbeit

unch,beat3,
+— "+

Cyo,act.

Labrador Lab, Dublin

beat?
W, . H
CyO,twist> GFP

AG Aberle, Stocksammlung

beatC163

'Cy0,twist> GFP’

(Siebert et al., 2009)

_beat3 ShGFP1A,FasilI1E?5 +
’ CyO0,twist>GFP

(Siebert et al., 2009)

_beat3,FasIIIE25_
'Cy0,twist>GFP’

(Fambrough and Goodman, 1996)

y, W; Mi{y[+mDint2]=MIC}unc-5M05371-+

Bloomington #42316

FlyFos318261 (unc-5) VDRC # 318261
w,PBac{544.SVS1}NetACPTI002152. 4.4 Kyoto # 002152
w,PBac{602.P.SVS1}NetBCPTI000168.+.+ | Kyoto # 000168

FaslIGFpMues97
—_ 4+
FM7,act.

(Rasse et al., 2005)

W lexAop—UAS—morphotrap.ext: nCh TM3,Sb
’ Ccyo ’TM6B,Th

Bloomington #68170

. Kr lexAop—UAS—morphotrap.ext.mCh
‘cyo’ TM6B,Th

Bloomington #68171

y,W; SideGFPMI00149

(Nagarkar-Jaiswal et al., 2015)

4.1.5 Leptopilina boulardi Stamme

Tabelle 4.5: Leptopilina boulardi Stamme

Genotyp Quelle
G486 Jean Luc Gatti, Coéte d’Azur, Frankreich
G401 Nicht verwendet, Jean Luc Gatti, Cbte
d’Azur, Frankreich
4.1.6 Primer
Tabelle 4.6: Primer
Bezeichnung Sequenz
T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG
T7 TAATACGACTCACTATAGGG

Unc-5 TOPO-Klonierung forward

CACCATGGCGGTGATTAATAAAG

Unc-5 Klonierung reverse

AATCCACAAAGGGCCTATGGTTT
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Charakterisierung MI05371 forward

GGAAGTGCCTGACTCAGGGCC

Charakterisierung MI05371 reverse

GGGCATATAATCCGCGTCCATTA

Charakterisierung FlyFos318261

GCTGACGCTTAAGGAGATGGG

forward
Charakterisierung FlyFos318261 CCATGAGCCTCACGCTGATTT
reverse
4.1.7 Plasmide
Tabelle 4.7: Plasmide
Vektor Beschreibung | Resistenz Quelle
pBS SK(-)_Unc-5 Unc-5 cDNA | Ampicillin DGRC
Klon #5049
pENTR/D -Topo Leervektor Kanamycin Invitrogen,
Massachusetts,
USA
pUASTattB_rfA_mCherry | Gateway Chloramphenicol+ | R. Stephan,
destination Ampicillin Munster
Vector
pENTR_Unc-5 Volllangen Unc- | Kanamycin In dieser Arbeit
5
pUASTattB_Unc-5 Volllangen Unc- | Ampicillin In dieser Arbeit

mCherry

5 C-terminales
mCherry-Tag

4.1.8 Primarantikorper

Tabelle 4.8: Erstantikorper

Bezeichnung Herkunft Verdiinnung Quelle

Ankyrin-2XL Kaninchen 1:1000 (Koch et al., 2008)

Dlg Maus 1:400 DSHB

dsRed Kaninchen 1:1000 Takara Bio Inc., Kusatsu,
Japan

Eve Maus 1:40 DSHB

Fasll Kaninchen 1:50 DSHB

GFP Kaninchen 1:1000 Acris  Antibodys  GmbH
(Deutschland) (Klon TP401)

GFP Maus 1:400 Roche (Klon 7.1 und 13.1)

MHC Maus 1:100 DSHB (Klon FMM5C8)

Phospho-Mad Kaninchen 1:100 Geschenk von Carl-Henrik
Heldin

Repo Maus 1:40 DSHB
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Westernblot

GFP Kaninchen 1:5000 Acris Antibodys
GmbH,Herford (Klon TP401)
a-Tubulin Maus 1:10000 Sigma  Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen
In-situ-Hybridisierun
Digoxigenin- Schaf 1:100-1:20 Roche Holding AG, Basel
POD

4.1.9 Sekundarantikorper

Tabelle 4.9: Sekundarantikorper

Bezeichnung | Herkunft | Verdiinnung | Fluorophor | Quelle

anti-Kaninchen | Ziege 1:500 Alexa488 Jackson
Immuno
Research (USA)

anti-Kaninchen | Ziege 1:500 Cy3 Jackson
Immuno
Research (USA)

anti-Maus Ziege 1:500 Alexa488 Jackson
Immuno
Research (USA)

anti-Maus Ziege 1:500 Cy3 Jackson
Immuno
Research (USA)

Westernblot

anti-Kaninchen | Ziege 1:7500 HRP Jackson
Immuno
Research (USA)

anti-Maus Ziege 1:7500 HRP Jackson
Immuno
Research (USA)

4.1.10 Kits
Tabelle 4.10: Kits
Kit Hersteller

Effectene® Transfection Reagent

QIAGEN GmbH, Hilden

Plasmid DNA Purification Kit

Diren

MACHEREY-NAGEL GmbH&Co.

KG,

pENTR/D-TOPO Cloning Kit

Invitrogen, Massachusetts, USA

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAquick PCR Purification Extraction Kit

QIAGEN GmbH, Hilden

Totally RNA Kit

Ambion
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41.11 Software

Tabelle 4.11: Verwendete Software

Software Hersteller

Adobe lllustrator Adobe Systems, San Jose, California,
USA

(Fiji is just) ImageJ GNU General Public License

Microsoft Excel Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft Word Microsoft Corporation, Redmond, USA

R R Development Core Team

Image Lab Software Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen

MacVector MacVector Incorporated, Apex (USA)

Zen Blue Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

4.2 Methoden

4.2.1 Tierhaltung
4.2.1.1 Fliegenhaltung

Die Haltung der Fliegen erfolgte in Plastikrohrchen (Polystyrol 28,5x95mm), die
daumenbreit (2-2,5cm) mit Fliegenfutter befullt und mit einem Celluloseacetat Stopfen
verschlossen wurden. Der Entwicklungszyklus von Drosophila melanogaster ist stark
Temperatur abhangig und ermoglicht eine Einflussnahme auf die Entwicklungsdauer.
Kreuzungen und Stocks, die zum Sammeln bendtigt wurden, lagerten bei 25°C und
wurden zwei- bis dreimal pro Woche auf neues Futter gesetzt. Fliegenstamme, welche
nicht im regelmaligen Gebrauch waren, wurden bei 18°C oder Raumtemperatur
gehalten und ein Wechsel der Futterrohrchen ereignete sich alle drei bis vier Wochen.
Fur die Ablage der Embryonen waren perforierte Urinbecher im Gebrauch, dessen
Deckel mit Apfelagar ausgegossen wurden und als Kafige dienten. Ein Klecks frische
Hefe auf dem Agar stimulierte die Eiablage. Der Austausch der Agarplatten erfolgte
spatestens nach 20 Stunden und ermoglichte die Fixierung aller embryonalen
Entwicklungsstadien.
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4.2.1.2 Haltung und Vermehrung von Leptopilina boulardi

Adulte Wespen wurden in Drosophila-Réhrchen mit Futterbrei bei Raumtemperatur
gehalten. Ein Tropfen Blutenhonig befand sich auf dem Cellulose-Stopfen und ein
regelmaliger Austausch der Rohrchen fand statt. Leptopilina boulardi Stamme
infizieren jeden beliebigen Drosophila melanogaster Stock. Fur die Vermehrung der
Wespen wurde der wildtypische Stock w’’’® verwendet. Zwei Tage legte die Fliegen
bei 25°C Eier auf dem Futter ab. Die Infektion wurde mit 3-4 Tage alten Rohrchen
durchgefuhrt, deren Futter von Larven aufgeraut war. Zugefugt wurden den Rohrchen
ein Tropfen Honig (auf dem Stopfen), 8-10 befruchtete Wespen Weibchen und eine
entsprechende Anzahl an Mannchen. Die Haltung der Rohrchen erfolgte bei 25°C und
nach 20-25 Tagen schlupften die ersten Wespen.

20
Tage nach

Infektion

Wespe

schllpft .
( \ o ; u.'
7
10 5
& weibliche Wespe infiziert Larve

Puparium
mit Wespe \
L3 Larve

Abbildung 4.1: Lebenszyklus von Leptopilina boulardi und Drosophila melanogaster.

Nach der Eiablage schliipft eine Larve, welche von einer weiblichen Wespe infiziert wird. Ein spitzes
Ovipositor ermdglicht die Injektion des Eis in die Larve. In der Larve entwickelt sich die Wespe, die sich
von der lebendigen Larve erndhrt und bereits durch das Puparium zu erkennen ist. Nach 20-25 Tagen
schlipft anstelle der Fliege eine Wespe (Abbildung verandert nach einer Vorlage von Jaqueline Kinold
und (Abram et al., 2022; Driskell et al., 2016).
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4.2.2 Fliegengenetik

4.2.2.1 Gewebespezifische Genexpression

Eine zellspezifische Expression von beliebigen Genen kann mit unterschiedlichen
Expressions-Systemen ermdoglicht werden. Das aus der Hefe stammende Gal4/UAS-
System und das auf bakterieller Information beruhende LexA-LexAop-System gehoren
zu den binaren Expressionssystemen, deren Anwendung die Kombination einer
Treiberlinie-Linie mit einer Reporter-Linie benotigt (Brand and Perrimon, 1993; Lai and
Lee, 2006). In der Treiberlinie steht die Expression des Transkriptionsfaktors unter der
Kontrolle eines gewebespezifischen Enhancers. So initiiert das Binden des Gal4-
Transkriptionsfaktors an die UAS-Sequenz, sowie die Interaktion des
Transaktivatorproteins LexA mit dem LexA-DNA-Bindungsmotiv (LexAop), die
Expression eines klonierten Gens in einem bestimmten Gewebe. Beide Systeme
konnen in der Fliege kombiniert werden und unabhangig die Expression
unterschiedlicher Konstrukte kontrollieren.

Treiber-Linie Reporter-Linie

<

—>

A LexA/LexAop-System
_ o« [
D BECTEE X [ s | [

B Gal4/UAS-System

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung von Expressionssysteme.

Binare Expressionssysteme bendtigen die Vereinigung einer Treiber- und Reporter-Linie in der Fliege.
Die Expression eines Transkriptionsfaktors steht unter der Kontrolle eines Enhancer und ermdglicht
eine gewebespezifische Expression. Durch das Binden der Transkriptionsfaktoren an die UAS oder dem
LexA-DNA-Bindungsmotiv wird ein beliebiges Gen exprimiert. Der Transkriptionsstart wird mit dem
Gal4/UAS-System (iber eine TATA-Box reguliert, eine Sequenz, die mit den fiinf optimierten Gal4-
Bindestellen kombiniert wurde (Brand and Perrimon, 1993).

4.2.2.2 Morphotrap

Sekretierte, GFP markierte, Proteine koénnen mithilfe eines Morphotraps auf
Zelloberflachen gebunden werden (Harmansa et al., 2015). Mittels dem LexA/LexAop-
oder dem Gal4/UAS- System kann das Fusionsmolekul gewebespezifisch exprimiert
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und bedingt durch die, aus der Maus stammende, CD8 Domane in der Zellmembran
verankert werden. Extrazellular ermdglicht ein Einzeldomanenantikorper, ein
Nanobody aus Kameliden, das Binden von GFP markierten Proteinen (Saerens et al.,
2005). Ein zytoplasmatisches Fluoreszenzmolekul (mCherry) markiert Morphotrap-
exprimierende Zellen oder Gewebe.

o

~

Zytosol

T -4800F -~

'/

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des Morphotraps.

Ein Fusionsmolekiil, bestehend aus einem extrazelluldaren Einzeldomanenantikorper (VHHalphaGFP),
einer transmembranen Doméane (CD8) und einem zytoplasmatischen Fluoreszenzmolekul (mCh),
bindet sekretierte, eGFP markierte Proteine. Abbildung verandert nach (Harmansa et al., 2015).

4.2.3 Biochemische Methoden

4.2.3.1 Fixierung von Drosophila Embryonen

Die Embryonen wurden mithilfe eines Pinsels und 1x PBS von der Apfelagar-Platte
gesammelt und in ein Siebchen Ubertragen. Grundliches Spulen erfolgte mit einer
Spritzflasche und entfernte ruckstandigen Hefereste. Dechorionisiert wurden die
Embryonen im Siebchen mit einer 2%igen Chlorbleiche fur 3-5 Minuten. AnschlieRend
entfernte ein sorgsames Abspulen mit 1x PBS die restliche Chlorbleiche und die
Embryonen wurden mit einem angefeuchteten Pinsel in ein 1,5ml Reaktionsgefaly
ubertragen. Die Fixierung erfolgte in 600 pyl Heptan und 600ul 3.7% Formaldehyd in
1xPBS fur 20 Minuten auf dem Taumler. Nachfolgend wurde die untere wassrige
Phase mit einer Pipette entnommen und durch das gleiche Volumen an Methanol
ersetzt. Kraftiges Schutteln des Reaktionsgefalles fur eine Minute bewirkte das
Aufplatzen der Vitellinmembran und das Absinken der Embryonen. Die gesamte
wassrige Phase wurde entfernt und es erfolgten drei Waschritte fur funf Minuten mit
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Methanol, um das ruckstandige Heptan zu entfernen. Die Embryonen kénnen an

diesem Punkt fur mehrere Wochen bei -20°C eingefroren werden.

4.2.3.2 Antikorperfarbung an Embryonen

Far eine Farbung wurden ca. 40ul Embryonen in ein 1,5ml Reaktionsgefal® ubertagen
und ein Austausch des Methanols gegen 500ul PTX folgte. Die Embryonen wurden
dreimal fur 10 Minuten unter sanftem Schutteln gewaschen und anschliel3end fur 30
Minuten in 400ul PTX+NGS inkubiert. Die Hinzugabe des Erstantikorpers und dessen
Inkubation Uber Nacht bei 4°C folgte. Vier weitere 10-minutige Waschschritte mit 500l
PTX entfernen den Uberschussigen Erstantikorper. Anschlieliend wurde der
Zweitantikoper in 400ul PTX+NGS hinzupipettiert und inkubierte fur ein bis zwei
Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln. Der ungebundene Zweitantikdrper wurde
durch vier-maliges Waschen mit 500ul PTX fur 10 Minuten entfernt. Ein einminutiger
Waschschritt mit 500ul PBS folgte und entfernte die zurickgebliebene Detergens. Das
PBS wurde entfernt und die Embryonen sanken fur 2-4 Stunden in 400pl 70% Glycerol
in PBS ab.

4.2.3.3 Praparation von L3 Larven und Antikorperfarbung an Filets

Larven im dritten Entwicklungsstadium wurden aus den Futterrohrchen entnommen
und in einem PBS befullten, eisgekuhlten, Uhrglasschalchen uberfuhrt. Auf einer
Sylgardplatte erfolgte die Fixierung der Larven, in einem PBS Tropfen, durch
Insektennadeln im Kopfbereich und am posterioren Ende. Ein vertikaler Schnitt
durchtrennte die beiden Haupttracheen, ohne die Larve ventral zu zerteilen.
Ausgehend von der vertikalen Offnung wurde die Larve dorsal zwischen den
Haupttracheen bis zu den Mundhaken geodffnet, freiliegende Organe wurden entfernt,
wobei das Gehirn und die muskelinnervierenden Nerven in der Larve verblieben.
Moglichst straff aufgespannt wurde die Kutikula mit vier weiteren Insektennadeln. Drei
Waschschritte mit PBS entfernten zurtickgebliebene Gewebereste. Die Fixierung des
Praparates erfolgte durch zwei 30-sekundige Fixierschritte, gefolgt durch eine 15-
minutige Inkubation in 3,7%igen Formaldehyd in PBS. Entfernt wurde die Fixierlosung
durch dreimaliges Waschen mit PBS. Die fixierten Filets wurden in ein PTX befulltes
Reaktionsgefalie Ubertragen und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert. Viermalige
Waschschritte fur 15 Minuten mit PTX erfolgten. AnschlieRend inkubierten die
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Hautmuskelschlauche fur 60 Minuten in PTX + 5% NGS. Eine Zugabe der
Primarantikorper erfolgte ebenfalls in PTX + 5% NGS, welches fur eine Stunde oder
uber Nacht bei vier Grad inkubierte. Es folgten vier 15-minutige Waschschritte mit PTX
und die Inkubation des Sekundarantikorpers in PTX + 5% NGS fur 1-2 Stunden, bei
RT. Vier Waschschritte mit PTX fur 15 Minuten entfernten den Sekundarantikorper.
Ein einminatiger Waschschritt mit PBS und die Zugabe von 70%igen Glycerol in PBS
folgte. Nach dem Absinken der Larven Filets konnten Mundhaken und Filzkorper
entfernt und die Praparate auf einen Objekttrager mit 70%igen Glycerol Ubertragen
werden. Durchsichtiger Nagellack versiegelte die Kanten des aufgelegten Deckglases.

4.2.3.4 Vorbereitung von Embryonen und Larven fiir die Mikroskopie

Fur die Mikroskopie wurden ca. 28,5yl der gefarbten Embryonen auf einen
Objekttrager Uberfuhrt und mit einem Deckglaschen bedeckt. Mittels durchsichtigen
Nagellacks erfolgte der Verschluss der Rander und verhinderte somit das Austrocken
des Praparates. Die vorbereiteten Objekttrager konnten bei 4°C bis zur Mikroskopie
aufbewahrt werden.

Das Vorbereiten der Larven umfasste das vorherige Waschen der Larven in Wasser
und das Toten der Larven im 60°C heiRem Wasserbad. Der Hitzeschock im
Wasserbad bewirkte die Streckung der Larven, welche anschlielfend auf einen
Objekttrager mit 30ul 70% Glycerol in PBS eingebettet und mit einem Deckglaschen
bedeckt wurden. Zeitnah erfolgte die Mikroskopie der Larven.

4.2.3.5 Analyse der larvalen Innervierungsdefekten

Die Auszahlung der NMJ's wurde mithilfe des Programmes ,Fiji“ durchgefuhrt und eine
Aufteilung des Muskelfeldes in drei unterschiedliche Bereiche erfolgte. Der dorsale
Bereich umfasste die Muskeln 1,2,9,10 und 18. Hingegen beinhielt der laterale Bereich
die Muskeln 3-5,8,11,19-24 und der ventrale Bereich umfasste die Muskeln 6,7,12-
17,25-30. Muskel 25 konnte, bedingt durch seine Position, nur mit Schwierigkeit

identifiziert werden und wurde infolgedessen von der Auswertung ausgeschlossen.
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4.2.3.3 Western Blot
4.2.3.3.1 Vorbereitung der Proben

Fur die Gewinnung der larvalen Hamolymphe wurden L3 Larven auf Eis gekuhlt und
auf eine Praparierunterlage Ubertragen. Ein Schnitt mit einer feinen Schere, zwischen
den dorsalen Haupttracheen, offnete die Kutikula und ermdglichte den Austritt der
Hamolymphe. Mit einer Pipette erfolgte die Aufnahme der Flussigkeit und die
Ubertagung in ein 1,5ml Reaktionsgefall mit Probenpuffer. Verwendet wurde die
gewonnen Hamolymphe von 12 Larven und ein Puffervolumen von 15pul. Die Proben
wurden fur 5 Minuten bei 95°C denaturiert und mit 15000rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Rektionsgefall Gbertragen und konnte bei -20°C
gelagert oder direkt auf das Gel aufgetragen werden.

4.2.3.3.2 SDS-Page

Die Taschen der vorbereiteten Gele wurde mit einer Hamilton Pipette und SDS
haltigen Laufpuffer gespult und mit 13ul der Proben beflllt. Zuvor eingefrorene
Reaktionsgefalle wurden ein weiteres Mal bei 95°C gekocht und fur wenige Sekunden
zentrifugiert. Leere Taschen wurden mit Probenpuffer befullt und 10l des Markers
wurde aufgetragen. Die Proben liefen bei einer Spannung von 80V fur 20 Minuten in
das Sammelgel und fur weitere 60 Minuten bei 120V in das Trenngel.

4.2.3.3.3 Semi-Dry Blot

Fir die Ubertragung der Proteine auf eine Membran erfolgte die Schichtung eines API-
Puffer getrankten Filterpapieres auf die Anode, gefolgt von einem weiteren
Filterpapier, getrankt in APII-Puffer. Eine, zuvor in Methanol, aktivierte und APII-Puffer
getrankte PVDF-Membran folgte, auf welche das SDS-Gel aufgelegt wurde. Drei KP-
Puffer befeuchtete Filterpapiere und die Kathode komplementierten den Semi-Dry
Blot. Transferiert wurde fur 30 Minuten bei 15V. Die Membran wurde anschliel3en mit
TBST dreimalig fur 10 Minuten gewaschen und fur eine Stunde in TBST mit 5%
Milchpulver bei Raumtemperatur blockiert. Uber Nacht inkubierte der Primarantikdrper
bei 4°C. Dreimaliges Wachen mit TBST fur jeweils 10 Minuten entfernte den ersten
Antikorper. Der Sekundarantikorper wurde in TBST mit 5% Milchpulver hinzugegeben

und inkubierte bei Raumtemperatur fur zwei Stunden. Drei Waschschritte fur 10
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Minuten mit TBST entfernten den Uberschissigen Enzym-gekoppelten

Zweitantikorper.

4.2.3.3.4 Entwicklung der Membran

Die Membran wurde zwischen zwei Overheadprojektor Folien platziert und die
Entwicklungslésung, welche aus einer 1:1 Mischung Clarity ™ Western ECL Substrate
Peroxid Losung und Clarity ™ Western ECL Substrate Luminol/enhancer Losung
bestand, wurde hinzugegeben. Nach einer einminutigen Inkubation im Dunklen konnte
die Uberschissige Entwicklungslosung mit einem Tuch ausgestrichen und die
Membran wurde fur die Detektion in den BioRad ChemiDoc platziert werden.

4.2.3.4 In-situ-Hybridisierung

Die In-situ-Hybridisierung ermoglicht den Nachweis von einer beliebigen mRNA im

Drosophila Embryo.

4.2.3.4.1 Herstellung des PCR Templates zur mRNA Sonde

Mittels der PCR (s. 4.2.4.3) konnte die gewunschte DNA-Sequenz, welche unter der
Kontrolle von T3- und T7-Promotoren stand, vervielfaltigt werden. Eine Aufreinigung
der PCR-Produkte folgte mit dem QIAquick PCR Aufreinigungs-Kit von Qiagen, sowie

eine In- vitro-Transkription.

4.2.3.4.2 In-vitro-Transkription

Die In-vitro-Transkription ermoglicht die Herstellung beliebiger RNA-Transkripte
basierend auf DNA-Sequenzen. FiUr eine spatere Detektion der Sonde wurden
Digoxigenin markierte Nukleotide verwendet, welche eine immunchemische

Markierung zulassen.

Tabelle 4.12: In-vitro-Transkription

Bestandteile Volumen
PCR Produkt 10ul
5x Puffer 4ul
DIG-Nukleotide 2ul
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RNase-Inhibitor Tl
RNA-Polymerase 2ul
dH20 1ul

Der Reaktionsansatz inkubierte bei 37°C fur vier Stunden. Gefallt wurde die Sonde
Uber Nacht bei -20°C, durch die Zugabe von 30ul dH20, 20ul 7,5M Ammoniumacetat
und 75ul 96% Ethanol. Eine 15-minutige Zentrifugation bei 4°C und 14.000rpm folgte.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet konnte in 30ul Probenpuffer

resuspendiert werden.

4.2.3.4.3 Hybridisierung

Fir die Detektion der mRNA wurden zuvor fixierte Embryonen verwendet (s. 4.2.3.1)
welche, nach einer Lagerung in Methanol bei -20°C, zu Beginn eine Rehydrierung
durchliefen. Das Methanol wurde entfernt und gegen eine 3:1 Mischung auch Methanol
und 3,7%igen Formaldehyd in PBS ersetzt. Eine zweiminutige Inkubation auf dem
Schuttler bei RT folgte. Die Flussigkeit wurde entfernt und gegen eine 1:3 Mischung
aus Methanol und 3,7%igen Formaldehyd in PBS ersetzt. Nach einer funfminutigen
Inkubation auf dem Schiuttler erfolgte eine erneute Fixierung mit 3,7%igen
Formaldehyd in PBS fur 10 Minuten. AnschlieRend wurden die Embryonen dreimalig
fur 10 Minuten auf dem Schuttler mit PBT gewaschen. Eine 30-minutige
Vorhybridisierung der Proben in einem 52°C warmen Wasserbad, mit Umwalzung, in
Hybridisierungspuffer folgte und reduzierte unspezifische Bindungen. 1-2ul der Sonde
(ca. 0,25ng/pl) wurde hinzugegeben und anschlieRend inkubierten die Proben Uber
Nacht in dem 52°C warmen Wasserbad. Am nachsten Tag wurden vier Waschschritte
mit 500ul vorgewarmten Waschpuffer uber den Tag verteilt durchgefuhrt. Die Proben
wurden am dritten Tag zweimalig mit PBT gespult und fur 30 Minuten mit PBT auf dem
Schuttler gewaschen. Das PBT wurde verworfen und die mit einer alkalinen
Phosphatase konjugierten anti-Digoxigenin-Fab-Fragmente wurden in 500ul PBT mit
5% NGS hinzugegeben. Die Reaktionsgefalde inkubierten bei RT fur 1-2 Stunden und
wurden anschlieRend mit 500ul PBT gespult. Drei Waschschritte mit PBT fur 5 Minuten
auf dem Schdttler folgten. 100l Tyramide-Arbeitslosung wurden auf die zu farbenden
Embryonen gegeben. Die Proben inkubierten fur 10 Minuten bei RT auf dem Schittler.
Einmaliges Spulen mit PBT und zwei funfminttige Waschschritte mit 500ul PBT

96



Material und Methoden

erfolgten. In 300ul 70%igen Glycerol in PBS sanken die Embryonen ab und konnten

fur die Mikroskopie vorbereitet werden.

4.2.4 Molekularbiologische Methoden
4.2.4.1 RNA Isolation

Die Isolation der embryonalen RNA wurde mit dem ToTALLY RNA Kit durchgefuhrt.
Embryonen eines Genotyps wurden in einem Sieb gesammelt, mit PBS gespdult und
mit Chlorbleiche dechorionisiert. Mittels eines Pinsels erfolgte die Ubertragung in ein
Reaktionsgefal® mit 50ul Denaturierungspuffer, in welchem die Embryonen
anschlielend gemorsert wurden. Weitere 500ul Denaturierungspuffer wurden
hinzugegeben und mit einer 25 gauge Nadel konnte die Flussigkeit ca. 20-mal auf-
und abgezogen werden. Nach der Bestimmung des Startvolumens folgte die Zugabe
des gleichen Volumens an Phenol-Chloroform-IAA, einminutiges Vortexen und eine
Inkubation von funf Minuten auf Eis. Zentrifugiert wurden die Proben fur funf Minuten
bei 4°C und 12.000xg. Anschlielfend konnte die obere Phase in ein neues
Reaktionsgefald Ubertragen und 1/10 des Volumens an Natrium-Acetat-Losung
hinzugegeben werden. Eine Vermischung erfolgte durch 10 Sekunden Schutteln, dem
eine Zugabe des gleichen Volumens an Phenol-Chloroform, einminutiges Vortexen
und eine Inkubation von funf Minuten auf Eis folgte. Die Proben wurde fur funf Minuten
bei 4°C und 12.000xg zentrifugiert. Uberfiihrt wurde der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefald, mit dem gleichen Volumen an Isopropanol vermischt und uber Nacht
bei -20°C gelagert. Eine 15-minutige Zentrifugation der Prazipitate erfolgte bei 4°C und
12.000xg. Verworfen wurde der Uberstand, der durch 300ul 70%igen Ethanol ersetzt
wurde. Die Proben wurden fur zehn Minuten bei 4°C und 3.000xg zentrifugiert,
nachdem das Verwerfen des Ethanols und die Resuspension des Pellets in der
Elutionslosung folgte.

4.2.4.2 cDNA Synthese

RNA kann mittels einer reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben und fur
weitere Verfahren eingesetzt werden. Die Ansatze (Tabelle 12) enthielten eine
Konzentration von 10ng-5ug RNA pro 20ul. Fir die Synthese wurde das Wasser, die
RNA, dNTP’s und Oligo(dT)4s-Primer fur funf Minuten bei 65°C im Heizblock inkubiert.
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Eine kurze Zentrifugation und die Zugabe des First-Strand Buffer, DTT, RNAse
Inhibitor und der Super Script Ill reverse Transkriptase folgten. Die Ansatze inkubierten
fur 50 Minuten bei 50°C und anschlie3end fur 15 Minuten bei 72°C. Eine Lagerung der
Proben erfolgte bei -20°C.

Tabelle 4.13: cDNA Synthese

Bestandteile Volumen
Oligo(dT)1s-Primer 0,8ul
10mM dNTP's 1ul
RNA (10ng-5ug in 20ul) 0,5ul
dH20 10,7yl
5x First-Strand Buffer 4ul
0,iMDTT 1ul
RNAse Inhibitor, Murine 1l
(40 U/uI)

Super Script Il RT (200 U/ 1ul
ul)

4.2.4.3 PCR

Mittels der Polymerase-Kettenreaktion kann ein beliebiges DNA-Template vervielfaltigt
werden. Fur die Ansatze wurde eine Konzentration von 10ng DNA pro 50ul gewahlt.
Die Bestandteile wurde auf Eis zusammenpippetiert und eine Lagerung der
amplifizierten Produkte war bei -20°C mdoglich.

Tabelle 4.14: PCR-Reaktionsansatz

Bestandteile Volumen
Q5-Reaktionspuffer 10ul
10mM dNTPs (10mM) (v
dH20 32,5l
Vorwarts Primer (10 uM) 2,5yl
Ruckwarts Primer (10 uM) 2,5l
DNA-Template (1 ng/pl) 1ul
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Q5-DNA Polymerase 0,5ul

Die PCR wurde unter folgenden Einstellungen des Thermocyclers durchgefuhrt:

Tabelle 4.15: Thermocycler-Einstellungen

Phase Temperatur Dauer Wiederholung
98°C 30s

Denaturierung 98°C 10s

Anlagerung der Primer | 61°C 30s 35 Zyklen

Amplifikation 72°C (20-30s pro kb)

finale Verlangerung 72°C 2min

0 15°C

4.2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Fir die Auftrennung von Nukleinsauren wurde eine Gelelektrophorese durchgefuhrt.
Durch die angelegte Spannung wandern die negativ geladenen DNA- und RNA-
Strange zum positiven Pol, durch das Agarose-Gel, wodurch die unterschiedlichen
Fragmente anhand ihrer Gro3e aufgetrennt wurden. Die aufgetragenen Proben wurde
zuvor mit 6xLadepuffer versetzt und mit einem 1kb GrolRenmarker zusammen auf das

Gel aufgetragen. Die Auswertung erfolgte mit dem ChemiDoc™ von Bio-Rad.

4.2.4.5 PCR-Produkt Aufreinigung

Um amplifizierte PCR-Fragmente von Primern und Reaktions-Mix Uberresten zu
befreien wurde eine PCR-Produkt Aufreinigung, mit dem QIAquick PCR purification Kit
von Qiagen, durchgefuhrt. Zu einem Teil Reaktionsansatz wurden 5 Teile PB Puffer
zugefugt, vermischt und auf die Saule aufgetragen. Nach einer einminutigen
Zentrifugation bei RT und 13000rpm wurde der Durchfluss verworfen und die Membran
mit 750ul PE Waschpuffer gereinigt. Verworfen wurde der Durchfluss und eine weitere
Zentrifugation der Probe entfernte Ruckstande des PE Waschpuffers. Eluiert wurden
die, an die Membran gebundenen, PCR Fragmente durch die Zugabe von 30ul
Wasser. Nach einer funfminutigen Inkubation bei RT folgte eine einminutige
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Zentrifugation bei RT und 13000rpm. Die Konzentration der Probe wurde mit dem

Photometer festgestellt und eine Lagerung jener erfolgte bei -20°C.

4.2.4.6 Gelextraktion

Entstehen bei einer PCR Nebenprodukte verschiedener Bandengrofde kann das
gewunschte Produkt, nach einer Gelelektrophorese, ausgeschnitten und isoliert
aufgereinigt werden. Die Gelextraktion wurde mithilfe des QIAquick Gel Extraction Kit
von Qiagen durchgefuhrt. Das Volumen/Gewicht des ausgeschnittenen Gelfragments
wurde mittels einer Feinwaage bestimmt. Das Gelfragment wurde mit dem dreifachen
Volumen an QG Puffer versetzt und inkubierte fur 10 Minuten in einem 50°C warmen
Heizblock, bis zur vollstandigen Auflosung. Ein Gel-Volumen Isopropanol wurde
zugefugt, vermischt, wonach die Probe auf ein Saulchen Ubertragen wurde. Durch eine
einminutige Zentrifugation bei RT und 13000rpm erfolgte die Bindung der DNA an die
Membran. 500ul QG Puffer wurden zugegeben und eine weitere einmindtige
Zentrifugation bei RT und 13000rpm folgte. 750ul PE Waschpuffer und eine erneute
Zentrifugation sauberten das PCR-Produkt. AnschlieRend wurde die Membran trocken
zentrifugiert und die DNA konnte durch eine Zugabe von 30ul 10mM Tris Puffer (pH
8,0-8,5), einer funfminutigen Inkubation bei RT und einer finalen einminttigen
Zentrifugation bei RT und 13000rpm eluiert werden. Die Konzentration wurde mithilfe

des Photometers bestimmit.

4.2.4.7 TOPO-Klonierung

Die TOPO-Klonierung ermoglicht eine gerichtete Insertion eines PCR-Produktes, mit
stumpfem Ende, in einen Zielvektor. Richtungsgebend ist der Vorwartsprimer, der die
CACC-Sequenz enthalt, welche, induziert durch die Topoisomerase |, mit dem GTGG
Uberhang des Vektors ligiert wird. Fiir die TOPO-Klonierung wurde das pENTR/D-
TOPO Kit von Invitrogen benutzt. Die Bestandteile wurden in ein Reaktionsgefal®
pipettiert und inkubierten fur 30 Minuten bei Raumtemperatur. PCR-Produkt und

Vektor wurden in einem molaren Verhaltnis von 2:1 eingesetzt.
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Tabelle 4.16: TOPO-Klonierung

Bestandteil Volumen
TOPO Vektor (15-20ng/ul) 1l
Salzlésung 1ul
PCR-Produkt (5-10ng) 1,3ul
dH20 2,7ul

AnschlieRend wurde eine Transformation in One Shot TOP 10 E. coli Zellen
durchgefuhrt.

4.2.5 Mikrobiologische Methoden

4.2.5.1 Transformation kompetenter E. coli Zellen

Eine Transformation ermoglicht die Aufnahme und Vervielfaltigung von genetischen
Informationen in kompetenten Zellen. Ubertagen werden vorwiegend Plasmide mit
einem bakteriellen Replikationsursprung (ORI) und einem Resistenzgen, dass eine
spatere Selektion der Bakterienkolonien gewahrt. Zu einem Reaktionsansatz wurden
50-75ul Bakterienzellen gegeben und anschlieBend erfolgte eine 30-minutige
Inkubation auf Eis. Fur die Transformation wurden One Shot Top 10 Zellen (Invitrogen)
oder XL1 blue Zellen verwendet. Ein Hitzeschock von 30 Sekunden, in einem 42°C
warmen Wasserbad, folgte, nach welchem das Reaktionsgefal} sofort zuruck auf Eis
gestellt wurde. 250yl SOC Medium wurde hinzugegeben und die Zellen inkubierten
bei 37°C und 300rpm fur eine Stunde im Schuttler. AnschlieRend wurden 50ul und
200ul der transformierten Zellen auf mit dem passenden Antibiotikum versehenen
Agarplatten ausplattiert. Die Platten inkubierten Uber Nacht bei 37°C. Am nachsten
Tag wurden 5-10 individuelle Bakterienkolonien mit einer Pipettenspitze gepickt und in
ein Falcon-Réhrchen mit 6ml LB-Medium, versetzt mit Antibiotika, Ubertragen. Die
Flussigkultur inkubierte einen Tag bei 37°C und wurde dann fur die Minipraparation

verwendet.

4.2.5.2 Quick and Dirty Minipraparation

Um Testverdaue der bakteriell vervielfaltigten Plasmide durchfihren zu konnen,
erfolgte die Extraktion der Vektoren mit einer Quick and Dirty Minipraparation. Fur die
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Pelletierung wurden 2ml Bakterien in Flissigkultur in ein 2ml Reaktionsgefald tberfuhrt
und fur eine Minute bei Raumtemperatur und 14.000rpm zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 100yl Puffer1, durch vortexen, resuspendiert. 200ul Puffer2 wurde
hinzupippetiert und durch invertieren gemischt. Einer funfminttigen Inkubation folgte
die Zugabe von 150pl, auf Eis gekuhlten, Puffer3. Invertieren vermischte die
Flussigkeiten. Es folgte eine funfminutige Inkubation auf Eis und eine zehnminutige
Zentrifugation bei 4°C und 12.000rpm. Der Uberstand wurde in ein 1,5ml
Reaktionsgefald uberfuhrt, mit dem gleichen Volumen an Isopropanol versetzt und
leicht gevortext. Einer zehnminutigen Zentrifugation bei 4°C und 12.000rpm folgte das
Verwerfen des Uberstandes. Dem Pellet wurden 750ul 70%iges Ethanol zugegeben,
welches sofortig verworfen und gegen 750pul absoluten Ethanol ersetzt wurde. Das
Pellet wurde erneut gevortext und fur zwei Minuten bei 4°C und 12.000rpm
zentrifugiert. Folgend konnte der Uberstand verworfen und verbleinende Reste mit der
Pipette abgenommen werden. Es folgte eine Trocknung der Pellets bei
Raumtemperatur fur 20 Minuten und eine Resuspension in 25ul TE Puffer.

4.2.5.3 Minipraparation

Die Plasmid Aufreinigung mit einem hoheren Reinheitsgrad wurde mit einem
Aufreinigungskit von Macherey-Nagel durchgefuhrt. In einem 2ml Reaktionsgefal®
erfolgte die Ubertragung der bakteriellen Flissigkultur, die im Anschluss mit einer
einmindtigen Zentrifugation bei RT und 11.000xg pelletiert wurde. Der Uberstand
wurde verworfen. Bei Bedarf wurden weitere 2ml Flussigkultur Ubertragen und
zentrifugiert. Vortexen resuspendierte das Pellet in 250l Puffer A1. 250ul Puffer A2
wurde hinzugegeben und durch invertiert vermischt. Die Proben inkubierten fur funf
Minuten bei RT. Zum Neutralisieren erfolgte die Zugabe von 300ul Puffer A3. Invertiert
wurden die Proben, bis sich der blaue Farbumschlag verflichtigte. Eine zehnminatige
Zentrifugation bei RT und 11.000xg folgte. Die Ubertragung des Uberstandes in ein
2ml Reaktionsgefal® mit Saulchen und eine anschlieRende einminttige Zentrifugation
bei RT und 11.000xg erfolgte. Bei Bedarf wurde der Zentrifugationsschritt ein weiteres
Mal wiederholt, damit der gesamte Uberstand aufgetragen werden konnte. Der
Durchfluss wurde verworfen. 600ul Puffer A4 reinigte die Membran, welcher nach einer
einminutigen Zentrifugation bei RT und 11.000xg wieder verworfen wurde. Die
Membran wurde bei 11.000xg fur zwei Minuten trocken zentrifugiert. Das S&ulchen
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wurde in ein 1,5ml Reaktionsgefal platziert und 30-50pul Wasser eluierten nach einer
einminutigen Inkubation bei RT die DNA. Die Proben wurden fur eine Minute bei RT
und 11.000xg zentrifugiert und konnten bei -20°C gelagert werden.

4.2.5.4 Restriktionsverdau

Ein analytischer Restriktionsverdau bestatigte eine erfolgreiche Klonierung der
gewunschten Sequenz in den Vektor. Hierfur erfolgte ein Verdau der, mittels Quick
and Dirty Minipraparation isolierten, DNA. Verwendet wurden hierfur
Restriktionsenzyme von New England Biolabs. In einem 25ul Reaktionsvolumen
wurde 1ul DNA verdaut. Der Reaktionsansatz inkubierte fur 15 Minuten bei 37°C.

Tabelle 4.17: Restriktionsverdau

Bestandteile Volumen
DNA 1l
Reaktionspuffer 2,50l
Enzym 0,5l
Destilliertes Wasser ad. 25 pl

Die verdaute DNA wurde anschlie3end mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und mit
dem ChemiDoc™ von Bio-Rad ausgewertet. Die detektierten Banden ergaben einen

Aufschluss Uber den Vektor und dessen Sequenz.

4.2.6 Zellkultur

Gehalten wurden die S2-Zellen in Kulturflaschen (25ml) mit Complete Medium bei
28°C. Nach drei bis vier Tagen konnten die Zellen, bei ausreichender
Wachstumsdichte, gesplittet werden, um eine Konzentration von 2-4 x 10% Zellen/ml
zu erreichen. Die Zellen wurden in einem Verhaltnis von 1:2-1:10 gesplittet und in
frisches Complete Medium Uberfuhrt.

4.2.6.1 Transfektion von S2-Zellen

Die Zellen wurden gezahlt und verdiinnt, um eine Zelldichte von 8 x10° oder 1 x108
Zellen/ml zu erzielen. Es erfolgte eine Ubertragung von 1,6ml der S2-Zellen in ein Well
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einer 6-Well Platte. Der Caspr-Vektor und der Expressions-Vektor wurden zu 100ng/pl
verdunnt. In einem autoklavierten Reaktionsgefal® wurden 90ul EC-Puffer, 5ul des
Caspr- und des Expressions-Vektors und 8ul Enhancer pipettiert. Kurzes Vortexen
vermischte die Bestandteile. Eine funfminutige Inkubation bei RT folgte, nach welcher
10ul Effectene zugefligt wurden. Ein 10-sekundiges Vortexen vermengte den
Reaktionsansatz. Der Transfektionsansatz wurde dann bei RT fur 15 Minuten
inkubiert. 600ul Schneider's Drosophila-Medium wurden hinzugegeben, zweimalig
hoch und runter pipettiert und tropfchenweise zu den Zellen auf der 6-Well Platte
gegeben. Leichtes Schwenken ermdglichte eine gleichmalige Vermischung des

Transfektionskomplexes. Die Zellen inkubierten bei 28°C fur zwei Tage.

4.2.6.2 Zell-Aggregations-Assay

Unter einem Fluoreszenzmikroskop wurde die Expression der Proteine kontrolliert. 2-
3-maliges Auf- und Abpipettieren separierte die Zellen. 300ul zweier verschiedener
Zellsuspensionen wurden, von der 6-Well Platte, in eine Imaging-Kammer Uberfuhrt.
Eine zwei-stindige Inkubation der Imaging-Kammern im Dunklen und auf einem
Wippschuttler bei RT und 100rpm folgten, welches das Aufeinandertreffen der Zellen
ermoglichte. AnschlieBend an die Inkubation erfolgte eine Analyse der
Zellsuspensionen auf potentielle Zellaggregate unter dem LSM710.

4.2.7 Analyse der larvalen Lokomotion

4.2.7.1 Hitzeplatten-Assay

Folgen der Innervierungsdefekte auf das Bewegungsverhalten der Larven wurden
mittels eines Hitzeplatten-Assays untersucht (Chattopadhyay et al., 2012). Die
Analyse erfolgte anhand einer Zahlung der lateralen Rollen pro Minute, welche die
Larven auf dem erwarmten Untergrund vollzogen, um der Warmequelle zu
entkommen. 80yl Wasser wurden auf eine 95°C heilde Hitzeplatte pipettiert und
regelmaRige Uberpriifungen der Wassertemperatur erfolgten mit einem Thermometer.
Die Larven wurden in den erwarmten Tropfen Uberfuhrt und eine Zahlung der Rollen
mithilfe einer Stoppuhr und unter einem Binokular folgte. Eine vollstandige Umdrehung
der Larve konnte anhand der Position der Tracheen erkannt werden. Auf der
Hitzeplatte wurden 30 gemischtgeschlechtliche Larven pro Genotyp getestet.
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4.2.7.2 Selbstaufrichtungs-Assay

Die Fahigkeit es Selbstaufrichtens wurde mit Hilfe eines Assays Uberpruft (Picao-
Osorio et al.,, 2016). Larven des gewunschten Genotyps wurden in einem
Uhrglasschalchen, mit Wasser, von Futterresten befreit und in Fliegenrohrchen bis zur
Durchfuhrung des Assays aufbewahrt. Der Test wurde auf einer 35mm x 13mm
Apfelagarflache, in einer Petrischale, durchgefuhrt und begann nach wenigen Minuten
der Akklimatisierung. Mithilfe einer Feder wurden die Larven auf die dorsale
Korperseite gedreht und mittels eines Binokulars erfolgte die Beobachtung der
Selbstaufrichtung. Benotigte eine Larve langer als zwei Minuten fur die Ruckkehr in
die Kriechposition, wurde der Versuch nicht gewertet. Die Fahigkeit der
Selbstaufrichtung wurde an 30 gemischtgeschlechtlichen Larven pro Genotyp

getestet.

4.2.7.3 Kriech-Assay

Larven eines gewunschten Genotyps wurden gereinigt und auf eine 35mm x 13mm
grolRe Apfelagarflache Ubertragen. Die Geschwindigkeitsbestimmung kriechender
Larven erfolgte anhand einer drei-minutigen Videoaufnahme, welche jeweils zwei
vorwarts kriechende Larven eines Genotyps zeigte. Fur die Aufnahmen wurde das
Nikon SMZ25 Stereomikroskop (0,5x Objektiv) mit der Nikon DS-Qi2 monochromen
Kamera verwendet. Gefilmt wurde mit einer Bildfrequenz von 0,5 Bilder pro Sekunde
und eine Ubertragung der Bilder erfolgte in das Programm ,Fiji. Ausgewertet wurden
die Bilder anhand der Verwendung der Z-Projektion und des freien-Hand-Linien
Werkzeuges. Fur den Wildtyp wurde die Kriechgeschwindigkeit von 33
gemischtgeschlechtlichen Larven bestimmt, die mit der Geschwindigkeit von 28 unc-5
und beat Mutanten verglichen wurde.

4.2.8 Beitrage durch studentische Abschlussarbeiten
Wahrend dieser Arbeit betreute ich unterschiedliche Bachelorarbeiten, die folgende

Beitrage zu dieser Arbeit erbrachten.
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Tabelle 4.18: Ubersicht der Beitrige

In
Abbildung Zusammenarbeit Referenz
durchgefiihrt mit
2.9: Unc-5 und beat mutante Larven Katharina Topfer Topfer (2019)
kriechen mit reduzierter Geschwindigkeit.
2.10: Unc-5 und beat doppelmutante Katharina Topfer Topfer (2019)
Larven zeigen ein verandertes
Kriechverhalten.
2.12: Drastische Reduktion der Katharina Topfer Topfer (2019)

Schmerzrolle beim Verlust von Unc-5 und
Beat.

2.17: Teilrettung des doppelmutanten
Phanotyps durch eine Beat Expression mit
Hb9-Gal4

Hanna Kahle

Kahle (2021)

2.26: Starke Projektionsdefekte durch
muskulare Expression von Unc-5 und
Beat.

Hanna Kahle

Kahle (2021)

2.34: Expression von Unc-5 in ventral
projizierenden Neuronen fuhrt zu
embryonalen und larvalen

Innervierungsdefekten

Sarah Abts

Abts (2020)

2.40: Verstarkung des embryonalen side-
Phanotyps durch den Verlust von NetA
oder NetB.

Sarah Abts

Abts (2020)

2.41: NetA/NetB und side Doppelmutanten
zeigen keine Verstarkung des larvalen
Phanotyps

Sarah Abts

Abts (2020)

2.42: Verstarkung des side-Phanotyps
durch den simultanen Verlust von NetAB.

Sarah Abts

Abts (2020)

2.32: Netrine werden nicht in die larvale

Hamolymphe sekretiert.

Celina Schillings

Schillings
(2022)
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