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Zusammenfassung

Die GliedmaBen der Arthropoden (die Arthropodien) sind seit jeher ein wichtiger
Merkmalskomplex fur die phylogenetische Forschung. Ziel dieser Arbeit war es, die
molekularen Mechanismen der Beinentwicklung in mehreren Arthropodenarten
vergleichend zu untersuchen. Auf diese Weise sollten konservierte und divergente Aspekte
der Beinentwicklung beleuchtet werden und nach Anhaltspunkten gesucht werden, die
Aufschlusse uber die Stammesgeschichte der Arthropoden geben konnen.

In Drosophila existiert eine hierarchische, dreischichtige Genkaskade, welche das
Beinwachstum und die Beinsegmentierung steuert. Homologe Gene zu allen drei Ebenen
dieser Genkaskade wurden aus dem TausendfuBBer Glomeris marginata und der
Kammspinne Cupiennius salei isoliert und untersucht; ergdnzende Studien wurden auch
mit dem Mehlkafer Tribolium castaneum, der Taufliege Drosophila melanogaster und der
Hausspinne Tegenaria atrica durchgefuhrt. Es zeigte sich, dal bezuglich aller
Genexpressionen Unterschiede zwischen den Arten existieren. Allerdings sprechen die
vorliegenden Daten trotzdem fur eine Konservierung der Genkaskade innerhalb der
Arthropoden. Die Feinjustierung innerhalb der Genkaskade ist aber offensichtlich in den
unterschiedlichen Arthropodengruppen jeweils anders geregelt. Auf Grund dieser Tatsache
wird dem Gedanken eine Absage erteilt, dal die Beinsegmente verschiedener Beintypen
und Arthropodenklassen miteinander direkt oder seriell homologisiert werden konnen.

Daneben wurde die Morphogenese der Beine von Cupiennius ndher untersucht. Es
zeigte sich, daB3 in der Nahe der entstehenden Gelenke Wachstumszonen existieren, deren
Aktivitat offenbar durch den Notch- und den Egfr-Signalweg, zwei wichtige Signalwege,
gesteuert wird. Obwohl zu den Wachstumszonen bislang nur wenig vergleichende Daten
vorliegen, deutet manches darauf hin, dal auch diese morphogenetischen Zentren
innerhalb der Arthropoden konserviert sind.

Auf der Basis der gewonnenen Daten wird schlieBlich gezeigt, wie damit neue
Homologie- und Stammbaumhypothesen postuliert werden konnen. Dies zeigt zugleich
wie luckenhaft unser Wissen uiber die Evolution der Gliedmallen bei Arthropoden noch
immer ist. Der Ursprung der Arthropodien und die Beschaffenheit des Urarthropodiums

bleiben auch weiterhin offene Fragen der Phylogenetik.



Summary

The appendages of the arthropods (termed arthropodia) have been and still are an
important character complex in phylogenetic research. The aim of this work was to
comparatively study the molecular mechanisms of leg development in a variety of
arthropod species, in search of conserved and divergent aspects of this process and of clues
to the phylogeny of the arthropods.

In Drosophila there is a hierarchic, three-level gene cascade guiding leg
development and leg segmentation. Homologous genes from all three levels of the cascade
have been isolated from and studied in the myriapod Glomeris marginata and the ctenid
spider Cupiennius salei; supplementary studies have been performed on the flour beetle
Tribolium castaneum, the fruitfly Drosophila melanogaster, and the house spider
Tegenaria atrica. Between all species differences were discovered in the expression
profiles of all studied genes. Nevertheless, the present data suggest that the gene cascade is
conserved among all arthropods. The fine adjustments within the cascade, however, appear
to be regulated differently in the different arthropod groups. Because of this the notion is
rejected, that leg segments of different appendage types or arthropod classes can be
homologized.

Furthermore leg morphogenesis was studied in more detail in the spider Cupiennius
salei. This led to the identification of growth zones localized in the vicinity of the
developing leg joints. The proliferative activity of the growth zones apparently is
controlled by two major signaling pathways, namely the Notch and Egfr pathways.
Although there are only few studies regarding the growth zones there is evidence for these
morphogenetic centers to be conserved among the arthropods.

Finally, on the basis of the present results it is demonstrated how the data can be
utilized in order to propose novel homology hypotheses and new phylogenies. At the same
time these attempts serve to demonstrate the persisting incompleteness of our knowledge
on the evolution of arthropod appendages. The origin of the arthropodium and the nature of
the first arthropodium (the ,,ur-arthropodium*) remain open questions in phylogenetic

research.






Kapitel 1: Einleitung

1. Einleitung

Die Gliederfuller oder Arthropoden sind die arten- und individuenreichste Tiergruppe
unseres Planeten. Thre erstaunliche Formenvielfalt und ihr Anpassungsvermogen haben es
ihnen erlaubt in alle Bereiche vorzudringen, in denen tierisches Leben moglich ist.
Arthropoden leben im ewigen Eis der Pole, in untermeerischen Hohlen, in der
Nachbarschaft vulkanischer Schlote der Tiefsee, im Grundwasser tief unter der Erde und in
den trockensten Wiistengebieten. Sie leben in Su3- und Salzwasser, haben das Land und
die Luft erobert- und naturlich finden sie sich auch an Orten, die uns Menschen mehr
vertraut sind als Tiefseeschlote: in unseren Hausern, unseren Betten und manchmal als
Parasiten sogar an oder in uns selbst.

Es uberrascht daher kaum, daB3 die Frage nach dem Ursprung und der Evolution
einer so wichtigen Tiergruppe einen nicht unerheblichen Teil der phylogenetischen
Forschung in Anspruch nimmt. Man teilt heute die Vielfalt der Arten meist in vier grof3e
Gruppen (Klassen) ein: die Spinnentiere (Chelicerata), die Krebstiere (Crustacea), die
Tausendfufler (Myriapoda) und die Insekten (Insecta). Doch schon diese grobe Einteilung
ist umstritten und noch heftiger wird um die verwandtschaftlichen Beziehungen der
einzelnen Arthropodengruppen gestritten (Averof und Akam, 1995; Budd, 1996a). Dazu
kommen noch unzihlige Fossilfunde, die keiner heutigen Gruppierung zuzuordnen sind
und die somit noch mehr Fragen aufwerfen (Bergstrom, 1979, 1980; Whittington, 1981;
Edgecombe, 1998; Budd, 2002).

Die weithin akzeptierte Anschauung ist, dal die Arthropoden von segmentierten
Wirmern (also Anneliden) abstammen, oder von anderen segmentierten Tieren wie z.B
Onychophoren (Stummelfufler). Eine immer wieder geaullerte Idee ist, dal die einzelnen
Klassen wie sie oben genannt wurden unabhidngig voneinander aus Wurmvorfahren
hervorgegangen sind (Polyphylie der Arthropoden und Uniramia-Hypothese; z.B Manton,
1977; Anderson 1979; Fryer, 1996, 1997). Diese Hypothese stutzt sich zum einen auf die
Funktionsmorphologie der Kaugliedmaflen (Mandibel) und zum anderen auf den Bau der
Laufbeine. Dabei wird davon ausgegangen, daf3 sich die zweidstigen Beine der Crustaceen

aus den ebenfalls zweidstigen Beinen der Anneliden entwickelt haben; die einastigen Beine
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Kapitel 1: Einleitung

der Insekten und Myriapoden sollen aber aus den ebenfalls eindstigen Beinen von
Onychophoren hervorgegangen sein. Die Mehrzahl der Autoren lehnt diese Idee jedoch ab,
mit dem Hinweis auf die Vielzahl an Gemeinsamkeiten der heutigen Arthropoden, die im
Falle der Polyphylie alle konvergent entstanden sein mussten. In der klassischen speziellen
Zoologie fasst man die Arthropoda als Ganzes und die vier Klassen Chelicerata, Crustacea,
Myriapoda und Insecta meist als Monophyla auf (siehe z.B. Weygoldt, 1979; Paulus,
1996). Allerdings muf3 erwahnt werden, dal die Monophylie sowohl der Myriapoda als
auch der Crustacea umstritten ist (z.B. Kraus, 1993, 1997; Dohle, 1974, 1980; Paulus,
2000; Dahms, 2000; Klass und Kristensen, 2001). Myriapoda und Insecta bilden
zusammen die Gruppe der Antennata (auch als Tracheata oder Atelocerata bezeichnet). Sie
werden gekennzeichnet durch den Verlust der Gliedmafen am Interkalarsegment (das bei
den Myriapoda als Pramandibularsegment bezeichnet wird), wodurch nur ein Paar
Antennen vorhanden ist. Des weiteren werden als Kennzeichen der Antennata manchmal
der Besitz von Tracheen und ektodermalen Malpighischen Gefaflen genannt. Die
Antennata werden mit den Crustacea zu den Mandibulata zusammengefalit, die sich durch
den Besitz von Mandibeln auszeichnen (Snodgrass, 1938); das bedeutet, dal3 am dritten
Kopfsegment (von vorne geziahlt) die GliedmaBlen zu Kauwerkzeugen (Mandibeln)
umgestaltet sind. Die Frage jedoch ob die Crustacea und die Antennata aus einem
gemeinsamen Vorfahr hervorgegangen sind oder ob die Antennata ein Seitenzweig der
Crustacea sind (Paraphylie der Crustacea) wird in der klassischen systematischen Zoologie
sehr kontrovers diskutiert (sieche Literaturangaben oben). Gegen die Paraphylie werden oft
folgende drei Apomorphien fur die Crustacea angefuhrt (Schminke, 1996; Walossek und
Miiller, 1997): die Coxa aller GliedmaBen (auller der 1. Antenne) wird aus einem Enditen
gebildet; die 1. Antenne ist nicht geilelformig; zumindest einige GliedmaBen besitzen
einen AuBenast (Exopodit). Als Schwestergruppe der Mandibulata bleiben nach dieser
Vorstellung die Chelicerata ubrig, die somit die ursprunglichste Arthropodengruppe
darstellen (Lauterbach, 1980a,b).

Ein konkurrierender Ansatz, der als Schizoramia-Hypothese bezeichnet wird,
existiert in der klassischen systematischen Paldontologie. Besonderes Gewicht wird hier
auf die Anzahl der Aste der GliedmaBen gelegt (z.B. Hessler, 1992). Fossile Arten, wie
z.B. die Trilobiten besitzen Extremitaten mit mindestens zwei Asten, von denen der eine
der Fortbewegung dient, der andere der Atmung. Solche Beine (Spaltbeine) werden wegen
ithres Vorkommens bei fossilen Arten als urspriinglich angesehen. Bei heutigen

Arthropoden findet man solche mehrastigen (schizoramosen) Beine noch bei Crustaceen
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und primitiven Cheliceraten (Limulus); sie werden daher als Schizoramia zusammengefal3t
(im englischen Sprachraum auch oft als TCC-Clade bezeichnet, fur: Trilobita/Chelice-
rata/Crustacea; Cisne, 1974) und den Insekten plus Myriapoden gegenuibergestellt, welche
als Uniramia bezeichnet werden (es muf} in diesem Zusammenhang darauf aufmerksam
gemacht werden, daBl die Uniramia der systematischen Paldontologie durchaus als
Schwestergruppe der Schizoramia gelten und somit nicht mit den Uniramia der Funktions-
morphologie (Uniramia-Hypothese, siehe oben) deckungsgleich sind. Die
Namensgleichheit ist bedauerlich, da sie immer wieder zu Verwirrung fuhrt). Eine andere
Schule innerhalb der Paldontologie sieht in den mehrastigen Beinen das Verschmelzungs-
produkt zweier ungeteilter Beine (Emerson und Schram, 1990, 1997; Schram und
Emerson, 1991; siehe aber Zrzavy und Stys (1994)). Somit waren die Uniramia die
urspriinglichere Gruppe und die Schizoramia abgeleitet. Aber auch die Zugehorigkeit der
Insecta zu den Uniramia wird kontrovers diskutiert, nachdem vor allem Kukalova-Peck
(1992, 1997) fossile Belege anfuhrt, die Spaltbeine auch bei primitiven (fossilen) Insekten
belegen sollen.

Wie der Leser sicher schon bemerkt haben wird, beruhen die meisten der
klassischen Versuche die Phylogenie der Arthropoden zu klaren auf der Ausgestaltung der
GliedmaBen. Das Gewicht dieses Merkmals spiegelt sich schon im Namen der Tiergruppe
wider: die GliedmaBen (Arthropodien) sind das kennzeichnende Merkmal der Arthropoda.
Allerdings zeigt die einfuhrende Diskussion auch, daB3 die GliedmaBen wiederholt auch
Argumente gegen die Monophylie der Arthropoda geliefert haben. Es wurde daher
mehrfach versucht, die einzelnen Elemente der verschiedenartigen Gliedmallen zueinander
in Beziehung zu setzen (zu homologisieren). So konnte belegt werden, da3 die GliedmaBen
der Arthropoden homolog sind. Daruiber hinaus konnte die Evolution der Gestalt der
Extremitiaten auch AufschluB8 uber den Verlauf der Phylogenese ihrer Tréager, der
Arthropoden selbst geben. Im Verlauf der letzten etwa 150 Jahre sind viele Versuche
unternommen worden, die einzelnen Beinsegmente (Podomere) der verschiedenen
Arthropoden-Klassen miteinander zu homologisieren (z.B. Borner, 1921; Jeannel, 1925;
Snodgrass, 1935; Sharov, 1966; Bitsch, 2001; Wolf und Harzsch, 2002). Des weiteren
wurden auch Hypothesen uber weitere Teile wie etwa Enditen und Exiten aufgestellt. So
sollten zum Beispiel die Flugel der Fluginsekten (Pterygota) nicht wie allgemein
angenommen seitliche Auswiuchse der Korperpanzerung sein, sondern aus kleinen
exitenartigen Anhangen der Coxa hervorgegangen sein, die sich in primitiven, flugellosen
Insekten finden (Wigglesworth, 1973). Diese wiederum sollten mit den respirativen Exiten

11



Kapitel 1: Einleitung

(Epipoditen) der Crustaceen homolog sein. Jedoch fuhrte keiner dieser Versuche zu
unumstrittenen Hypothesen; keine Hypothese konnte generelle Anerkennung finden. Und
so kamen daher im Laufe der Jahre immer mehr Variationen und neue Hypothesen dazu.

Man kann sich daher die Begeisterung der Phylogenetiker vorstellen, als Anfang
der 1990er Jahre in Drosophila eine Anzahl von Entwicklungsgenen identifiziert wurde,
die einzelne Beinsegmente oder Segmentgruppen markierten und fur ihre Entwicklung
vonnoten waren. Auch Gene, die die Flugelentwicklung steuerten wurden isoliert. Somit
waren die Hoffnungen groB, die althergebrachten Homologieprobleme mittels genetischer
und damit vermeintlich objektiver Marker endlich zu losen. Anfangliche Resultate lielen
hoffen. So wurde die Expression der Flugelgene apterous und nubbin in den Epipoditen
von Crustaceen nachgewiesen, was darauf hindeutete, da3 die alte Idee der Homologie der
Flugel mit Epipoditen tatsichlich stimmte (Averof und Cohen, 1997). Das Gen Distal-less
(DIl) wurde als Marker fur distale Bereiche der Gliedmallen bekannt (Cohen et al., 1989;
Cohen und Jurgens, 1989a,b; Panganiban et al., 1994). Das Fehlen der DI/-Expression in
der Mandibel der Insekten sprach somit klar gegen die Auffassung, dal die Mandibel
distale Bereiche besitzt und versetzte der Uniramia-Hypothese einen schweren Hieb
(Popadic et al., 1996). Andererseits unterstutzte die DIl Expression zusammen mit einem
weiteren Gen, extradenticle (exd), die Hypothese von Snodgrass (1935), die vorsah, daf
das ursprungliche Arthropodenbein aus nur zwei Segmenten bestand (dem Coxopodit und
dem Telopodit), die dann im Verlaufe der Evolution sekundéar in weitere Segmente
unterteilt wurden; die fundamentale Zweiteilung sollte aber nach den Vorstellungen von
Snodgrass auch noch in den Beinen der heutigen Arthropoden zu beobachten sein. Genau
dies schienen DIl und exd zu bestatigen: DI/ ist im gesamten distalen Beinanteil exprimiert,
wihrend exd komplementar dazu im proximalen Beinanteil exprimiert ist (Gonzalez-
Crespo und Morata, 1996). Dies liel den Schlufl zu, dal DI/ und exd die zwei Gene sind,
die im Urarthropoden und auch noch heute, jedes Bein in einen proximalen Coxopoditen
und einen distalen Telopoditen unterteilen.

Trotz dieser anfanglichen Erfolge regte sich auch gegeniiber den Genexpressions-
Daten allméhlich Skepsis. Bezuiglich der Expression von nubbin und apterous in Flugeln
und Epipoditen wurde angemerkt, dal beide Gene nicht ausschlieflich im Flugel
exprimiert sind. Sie sind also keine wirklichen ,,Flugelmarker*, sondern sind zum Beispiel
auch in Nervengewebe exprimiert (Rincon-Limas et al., 1999; Umesono, 2002). Mit etwas
Dreistigkeit konnte man ja nun auch die Epipoditen mit Nerven oder Sinnesorganen

homologisieren. Die Expression von DIl fehlte zwar in der Mandibel der Insekten, und das
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war erwartet, da die Mandibel nach der Mehrheitsmeinung keine distalen Teile besitzen
sollte. Doch auch die Mandibel der Myriapoden sollte keine distalen Teile haben (z.B.
Lauterbach, 1972), exprimiert aber, wie sich herausstellte, trotzdem DIl (Popadic et al.,
1996, 1998). Das Fehlen von DIl war also nicht zwangsweise mit dem Fehlen der distalen
Teile korreliert. Dazu kam noch, daf3 D/l auch in den Enditen und Exiten der Crustaceen-
Beine nachgewiesen werden konnte (Panganiban et al., 1995; Williams, 1998),
Extremitatenteile also, die zum proximalen Teil des Beines gerechnet werden und mit dem
distalen Teil eigentlich nichts zu tun haben. Auch die Unterteilung der Gliedmafen in
Coxopodit und Telopodit durch DIl und exd geriet in Zweifel, da entdeckt wurde, daf} sich
die Expressionsdomanen beider Gene in Wirklichkeit etwas uiberschneiden (Abu-Shaar
und Mann, 1998; Wu und Cohen, 1999). Besonders dramatisch ist das in der Antenne von
Drosophila der Fall, wo beide Gene uber weite Strecken koexprimiert sind (Dong et al.,
2000). SchlieBlich zeigte eine grofler angelegte vergleichende Studie in mehreren
Arthropodenarten (Abzhanov und Kaufman, 2000), daB3 nahezu jeder genetische Marker
fur sich genommen zu Homologiehypothesen fuihrt, die mit denen eines anderen Markers
nicht kompatibel sind. Am Beispiel des Gens dachshund (dac) konnten Abzhanov und
Kaufman (2000) zeigen, daB3 die durch dieses Gen markierten Bereiche in Insekten,
Crustaceen und Cheliceraten offenbar keine homologen Bereiche sind. Wirde man
namlich die jeweils durch dac markierten Beinbereiche zueinander in Homologie setzen,
dann wurde das Ergebnis einerseits den traditionellen morphologischen Auffassungen
widersprechen. Es wiirde andererseits aber auch den Hypothesen widersprechen, die auf
Grund der DII-Expression aufgestellt werden konnen. Damit war klar, daf} auch die Mittel
der Entwicklungsgenetik nicht zu einfachen Antworten auf hartnackige Probleme der
phylogenetischen Forschung fuhren wiirden.

In der Zwischenzeit waren aber auf einem weiteren Gebiet der Phylogenetik
Ergebnisse erzielt worden, welche die bisherigen Hypothesen zur Phylogenie der
Arthropoden in Frage stellten. Durch Sequenzanalysen ribosomaler DNA und anderer
Genfragmente wurden weitgehend akzeptierte Gruppen wie die Mandibulata oder die
Antennata nicht unterstutzt (Turbeville et al., 1991; Friedrich und Tautz, 1995, 2001;
Giribet et al., 1996; Regier und Shultz, 1997; Wheeler, 1997; Zrzavy et al., 1997; Spears
und Abele, 1997; Min et al., 1998; Colgan et al., 1998; Garcia-Machado et al., 1999;
Giribet und Ribera, 2000; Edgecombe et al., 2000; Hwang et al., 2001; Giribet et al., 2001;
Cook et al., 2001; Pisani et al., 2004; Mallatt et al., 2004; Negrisolo et al., 2004).
Stattdessen sollten die Insekten und die Crustaceen eng verwandt sein; die

13
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Schwestergruppe dazu ist eine Gruppe aus Chelicerata und Myriapoda oder die Myriapoda
alleine. Auch die Insekten selbst erscheinen in manchen Analysen als polyphyletische
Gruppierung (Nardi et al., 2003). Ausgelost durch diese neuen phylogenetischen
Hypothesen wurden die traditionellen Sichtweisen uberpriift und die Merkmale auf denen
sie beruhten wurden neu untersucht. In manchen Fallen finden sich tatsachlich Merkmale,
die sich im Lichte der neuen Hypothesen neu deuten lassen; so konnten Hinweise fur die
enge Verwandtschaft zwischen Crustaceen und Insekten gefunden werden (Whitington,
1996; Whitington und Bacon, 1997; Dohle, 1997; Strausfeld, 1998; Melzer et al., 2000;
Deutsch, 2001; Simpson, 2001), so daf} fur die Gruppierung der Name Tetraconata gepragt
wurde (Dohle, 2001; Richter, 2002). Hauptsichliches und namengebendes Merkmal ist der
Bau der Ommatidien mit vier Kegelzellen, der bis zu diesem Zeitpunkt in der Form nur
von Crustaceen und Insekten bekannt war. Fur andere Gruppierungen wie sie sich aus den
Sequenzanalysen ergeben, konnten allerdings noch keine uberzeugenden Merkmale
gefunden werden. Andererseits fuhrte aber das neu entfachte Interesse an vergleichenden
Studien auch zur Entdeckung vorher unbekannter Tatsachen. Beispielsweise konnte
gezeigt werden, da} die Entwicklung des Nervensystems in Myriapoden und Cheliceraten
sehr dhnlich ist (Stollewerk et al. 2001; Dove und Stollewerk, 2003). Untersuchungen an
einer bislang fur urtimlich gehaltenen Crustaceen-Gruppe lieferten weitere Hinweise fur
eine nahe Verwandtschaft zwischen Crustacea und Insecta (Fanenbruck et al., 2004).
SchlieBlich fuhrten Nachuntersuchungen an den Augen der Myriapoden Scutigera und
Polyxenus zum Nachweis von vier Kegelzellen bzw. vier Glaskorperzellen (die
rudimentiren Kegelzellen entsprechen) (Paulus, 2000; Muller et al., 2003); dies wiirde
dafur sprechen, daB} auch die Myriapoda zu den Tetraconata gehoren. Damit wurde die
Gruppierung der Tetraconata identisch werden mit den Mandibulata und das alte Taxon
wire wieder hergestellt.

Wie bis hier klar geworden ist, fuhrten die molekularen Analysen und die ihr
folgenden morphologischen Nachuntersuchungen zu einem neu geweckten Interesse an der
phylogenetischen Erforschung der Evolution der Arthropoda. Die traditionelle zoologische
Sichtweise hatte lange Zeit das Feld dominiert und die Aufstellung neuer Hypothesen
schwierig gemacht. Die molekularen Analysen haben eine ordentliche Portion Unruhe in
das Feld gebracht, was auch zu voreiligen Schliissen und hastigen Suchen nach
morphologischen Merkmalen gefuhrt hat. Das Beispiel mit den vier Kegelzellen der
Tetraconata ist hier besonders bezeichnend. Die molekularen Stammbiume weisen

geschlossen eine Gruppe Crustacea+Insecta aus, was eine Suche nach morphologischen
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Merkmalen ausloste, die diese Gruppe untersiitzen konnen. Die Festlegung der vier
Kegelzellen als Synapomorphie der Crustacea+Insecta geschah zu einem Zeitpunkt, als fur
die Myriapoda nur sehr alte Daten vorlagen. Tatsachlich haben Untersuchungen mit neuen
Techniken wie dem Elektronenmikroskop gezeigt, daf} entgegen den dlteren Darstellungen
auch Myriapoden offensichtlich vier Kegelzellen haben (Paulus, 2000; Miuller et al., 2003).
Dieses Beispiel mag damit illustrieren wie wichtig neue vergleichende Untersuchungen
sind um eine sichere Datenbasis fur die phylogenetische Forschung stellen zu konnen.

Ein besonders wichtiger Gegenstand neuer vergleichender Untersuchungen sind
naturlich die GliedmaBen, da sie ja die Grundlage vieler ins Wanken geratener
traditioneller Phylogenie-Hypothesen sind. Im Rahmen dieser Dissertation sind daher
Studien zur GliedmafBenentwicklung an Vertretern von zwei der vier heutigen
Arthropodenklassen durchgefihrt worden. Aus der Klasse der Chelicerata wurde die

zentralamerikanische Kammspinne Cupiennius salei untersucht.

Abbildung 1.1

Die verschiedenen GliedmalBentypen
des Prosomas der Spinne Cupiennius
salei. Die Zeichnungen wurden nach
einer subadulten, weiblichen Exuvie
gemacht. (A) Laufbein. (B) Pedipalpus.
(C) Chelicere. Abkurzungen siehe
Verzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 1.2

Schematische Darstellung der embryonalen und adulten GliedmaBentypen von Glomeris
marginata. (A) Rumpfbein im Embryonalstadium 6 (oben) und im Adultus (unten). (B)
Ventralansicht des Maxillarsegments (hellgrau) mit den sich entwickelnden Maxillen. Im Stadium
4 sind die Maxillen noch getrennt (oben). Im Stadium 6 haben sich die Maxillen angenédhert und
das Gewebe an der Innenseite, das zur Bildung der Intermaxillarplatte beitragt (schwarz) ist bereits
verschmolzen (Mitte). Im Adultus bilden die Maxillen die Unterlippe (Gnathochilarium; unten).
schwarz: Intermaxillarplatte; dunkelgrau: Stipes; mittelgrau: Cardo). (C) Mandibel im Stadium 6
(oben) und im Adultus (unten). Sich entsprechende Teile haben den gleichen Grauton. (D) Antenne
im Stadium 6 (oben) und im Adultus (unten). Abkiirzungen siehe Verzeichnis S. 2-5.
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Aus der Klasse der Myriapoda wurde der heimische Saftkugler Glomeris marginata
studiert. Erganzende Untersuchungen wurden an der Hausspinne Tegenaria atrica und den
Insekten Tribolium castaneum (Mehlkafer) und Drosophila melanogaster (Taufliege)
vorgenommen. Zwischen den verschiedenen Arten bestehen wie schon erwadhnt
Unterschiede in der Extremitiaten-Morphologie. Aber auch an einem Individuum einer Art
unterscheiden sich die GliedmaBen, in Abhangigkeit davon an welchem Segment sie sich
befinden. Als Beispiele sind hier die verschiedenen Gliedmallentypen der zwei
untersuchten Arten abgebildet. Die Spinne Cupiennius salei besitzt als vorderste
GliedmaBen ein Paar Cheliceren (Abb. 1.1C). Die Cheliceren bestehen aus einem breiten
und muskuldsen Basalteil und einer beweglichen Klaue distal davon. Mit den Cheliceren
greifen die Spinnen ihre Beute und injizieren ihr ein betiaubendes Gift, das durch eine
Offnung in der Klauenspitze abgegeben wird. Im néchsten Segment befindet sich ein Paar
Pedipalpen. Dies sind kleine, beindhnliche GliedmaRen, die hauptsdchlich als Taster
dienen. Sie bestehen aus sechs Segmenten, die als Coxa, Trochanter, Femur, Patella, Tibia
und Tarsus bezeichnet werden (Abb. 1.1B). An der Basis tragen sie einen breiten
Auswuchs, den sog. Gnathendit. Mit diesem schirmen sie beim Fressvorgang den

Mundvorraum seitlich ab, was es ermoglicht im Mundvorraum einen Unterdruck zu
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erzeugen, damit das Beutetier ausgesaugt werden kann. SchlieB3lich dient der Pedipalpus
bei méannlichen Cupiennius auch als Begattungsorgan. In den folgenden vier Segmenten
befindet sich je ein Paar Laufbeine. Sie bestehen aus sieben Segmenten- Coxa, Trochanter,
Femur, Patella, Tibia, Metatarsus und Tarsus- und dienen, wie der Name schon sagt, zur
Fortbewegung.

Der Saftkugler Glomeris marginata besitzt als vorderste Gliedmallen ein Paar
segmentierte Antennen (Abb. 1.2D). Sie tragen an ihrer Spitze vier sog. Sinneszapfen mit
denen die Tiere stindig den Boden vor sich abtasten. Das folgende Segment, das
Pramandibularsegment tragt keine Gliedmalien. Erst das darauf folgende Segment besitzt
ein Paar Mandibeln (Abb. 1.2C). Dabei handelt es sich um massive Kauwerkzeuge, die im
Adultus mit zahnartigen Auswiichsen und Kamm-ahnlichen Platten versehen sind. Mit
ihnen zerfasern die Saftkugler ihre einzige Nahrung: verrottendes Laub. Den Mandibeln
folgt ein Paar Maxillen (Abb. 1.2B). Allerdings sind diese im Adultus miteinander
verschmolzen und bilden eine Art Unterlippe, die als Gnathochilarium bezeichnet wird. Im
Embryo sind die Maxillen jedoch die meiste Zeit noch als getrennte Extremititen
vorhanden, die langsam aufeinander zu wandern und schlieBlich verschmelzen. Das fertige
Gnathochilarium ist der Sitz von weiteren Sinnesorganen, die wahrscheinlich dem
schmecken und riechen dienen. Dem Maxillarsegment folgt wiederum ein
extremitatenloses Segment, das sog. Postmaxillarsegment, und darauf folgt eine grof3e
Anzahl von Segmenten, die alle Laufbeine tragen. Adulte Tiere haben 17 Laufbeinpaare.
Diese Zahl wird jedoch erst nach postembryonalen Hautungen erreicht; im Embryo
entwickeln sich zuniachst nur acht Laufbeinpaare. Jedes Bein besteht aus sieben
Segmenten, die als Coxa, Trochanter, Femur, Postfemur, Tibia, Tarsus und Pratarsus
bezeichnet werden. Der Vergleich mit den Segmentnamen bei der Spinne offenbart bereits
implizierte Homologien, die aber, wie oben schon erwahnt, sehr umstritten sind. Der Leser
soll deshalb gleichlautenden Segmentnamen nicht zu viel Bedeutung beimessen.

Die molekularen Grundlagen der Beinentwicklung sind in der Fliege Drosophila sehr
intensiv erforscht worden. Wie bereits erwahnt sind eine ganze Reihe von Genen
identifiziert worden, welche die Morphogenese der Beine in Drosophila steuern (z.B.
Held, 1995; Couso und Bishop, 1998; Morata und Sanchez-Herrero, 1999). Des weiteren
hat es bereits Ansitze gegeben, die homologen Gene dazu in anderen Arthropoden zu
untersuchen, um einen Eindruck dariber zu gewinnen, in welchem Malle die molekularen
Mechanismen der Beinentwicklung innerhalb der Arthropoden konserviert sind (z.B.

Abzhanov und Kaufman, 2000). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten diesen
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vorlaufigen Daten weitere Daten hinzugefugt werden; einerseits sollte das Spektrum der
Gene erweitert werden, und andererseits sollte auch das Spektrum der untersuchten
Arthropoden-Arten erweitert werden. Das Entwicklungsprogramm der Beine in
Drosophila besteht aus einer hierarchischen Genkaskade mit drei Ebenen (Rauskolb und
Irvine, 1999; Rauskolb, 2001). Ganz oben stehen Morphogene die ein weitreichendes
Koordinatensystem uiber das sich entwickelnde Bein legen. An diesem Koordinatensystem
orientieren sich die Gene auf der zweiten Ebene, die Bein-Gap-Gene; sie teilen das Bein in
diskrete Bereiche ein, die dann wiederum der dritten und untersten Ebene, den Bein-
Segmentierungsgenen, als Richtschnur dienen. Das Spektrum der Gene sollte nun in der
Art erweitert werden, dal} aus jeder dieser drei Ebenen Gene ausgewéhlt und vergleichend
untersucht werden; gerade die Ebene der Bein-Segmentierungsgene ist bislang noch kaum
vergleichend untersucht worden. Das Spektrum der Arten sollte insbesondere um einen
Vertreter der Myriapoden erweitert werden, welche zuvor noch nicht untersucht worden
waren (mit Ausnahme des Distal-less Gens (Scholtz et al., 1998; Popadic et al., 1998)).
Durch den Vergleich aller Daten sollten besonders zwei Aspekte betrachtet werden:

* welche divergenten Merkmale finden sich, und was sagen sie iiber die Evolution

der Vielfalt der Beinmorphologie aus?
* welche konservierten Merkmale finden sich, und was sagen sie uber den Ursprung
und das Aussehen der Ur-GliedmaBe aus?

SchlieBlich sollten die erarbeiteten Merkmale aber auch darauthin uiberpruft werden, ob sie
fur die Rekonstruktion von Stammbaumen nach der kladistischen Methode herangezogen

werden konnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Bakterienstamme und Plasmide

Zur Klonierung wurden chemisch kompetente Escherichia coli TOP 10 (Invitrogen)

verwendet. Als Klonierungsvektor diente das Plasmid pPCR-Script Amp SK(+)

(Stratagene) in einer Konzentration von etwa 0,1 pg/ul in TE Puffer. PCR Fragmente

wurden uiber die EcoRV Schnittstelle eingefugt.

2.2 Verwendete Primer

exd-fwl
exd-bwl
exd-fw2
exd-bw?2
hth-fwl
hth-bwl
hth-bw?2
HI15-fw-1
HI5-bw-1
HI5-fw-2
HI15-bw-2
omb-fw-1
omb-fw-2
omb-bw-1
omb-bw-2
omb-bw-3
dpp-fw-1
dpp-bw-1
dpp-fw-2
CG6634-fw
CG6634-bw-T7

(YTN AAY TGY CAY MGN ATG AAR CC)
(TTN CCR AAC CAR TTN SWN ACY TG)
(GTN YTN TGY GAR ATH AAR GAR AAR AC)
(GCN ARY TCY TCY TTN GCY TCY TC)

(GAY AAR GAY GCN ATH TAY GRN CAY CC)
(YTG RTC DAT CAT NGG YTG NAC DAT)
(GC RTT DAT RAA CCA RTT RTT NAC YTG)
(GAR CAN AAR GAR YTN TGG GAY AA)
(TCN CKR AAN CCY TTN GCR AAN GG)
(GGN CAN GAR ATG ATH ATH CAN AA)
(GCR AAN GGR TTN SWR TCD ATY TT)
(GGN ACN GAR ATG GTN ATH ACN AA)
(TTY CAY AAR YTN AAR YTN ACN AA)
(TTR TTN GTN ARY TTN ARY TTR TG)

(TGR TAN GCN GTN ACN GCD ATR AA)
(TCN CKR AAN CCY TTN GCR AAN GG)
(GAY GTN GGN TGG GAY GAY TGG)

(CKR CAN CCR CAN CCN CAN AC)

(GGN TAY GAY GCN TAY TAY TG)

(AGT TCG TCG TCG CCT GCC)

(GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAA AGT CCG TCG
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DIl-eDP fw

DIl-eDP bw

DII-iDP fw
DII-iDP bw

Gm-DIl-eGSP
DII-DP dixmli
Gm-DII-iGSP

dac-fw-1
dac-bw-1
dac-fw-2
dac-bw-2
svp-fw-1
svp-fw-2
svp-bw-1
svp-bw-2
Egfr-fw
Egfr-bw
Ser-fw-1
Ser-fw-2
Ser-bw-1
Ser-bw-2
Ser-bw-3
Ser-bw-4
odd-fw
odd-bw
AP-2-fw
AP-2-bwl
AP-2-bw?2
pBS-A
pBS-E
pBS-A-T7
M13fwd
M13rev
20

CTG AGC C)

(GGN AAR GGN AAR AAR ATN MG)

(TTY TGR AAC CAD ATY TTN AC)

(ATN MGN AAR CCN MGN ACN ATH TA)
(AAC CAD ATY TTN ACY TGN GTY TG).

(CGT GAG ACC CAA AGA AGC TGC C)

(AAR WSN GCN TTY ATN GAR HTN CAR CAR C)
(TTC AGC ACG CTC TGG TAG AGC C)

(TGY YTN CCN CAR GCN TTY GAN YTN TT)
(ARN AMR TCC ATY TTN ARY TCN GYY TTY TC)
(CCN GTN GTN TGY AAY GTN GAR CAR GT)
(CKN GCR TTR TCN GCN GCN ACY TT)

(TGY AAR RTN TGY GGN GA)

(ACI TGY GAR GGI TGY AA)

(CAT NCC NAC NAR NWR RCA YTT)

(ARI CKR CAI GSY TKR CA)

(GTN CAY MGN RAY YTN GCN RCN MG)
(GTN ACN CCR WAN SHC CAN ACR TC)

(GTN TGY YTN AAR GAR TAY CA)

(TGY GAR CAN AAY TGG GGN GG)

(TCN AYR CAN GTN GCN CC)

(TTD ATN CKR CAR TCN GGN CC)

(CCC CAR TTN GTN TCR CA)

(CCR CAR WAR TTN ARR TC)

(AAR AAR SAR TTY ATH TGY AAR TWY TGY)
(TGN GTY TTN ARR TTN GMN CKY TGR TTR)
(CAR CCN CCN TAY TTK CC)

(GGN SWN CCR AAN CCR TG)

(GGR AAY TCN GTY TCR CA)

(CTA TGA CCA TGA TTA CGC CAA G)

(TAA CGC CAG GGT TTT CCC AGT)
(TAATACGACTCA CTATAG GGA ATT AAC CCT CAC TAA AGG G)
(GTA AAA CGA CGG CCA GT)

(CAG GAA ACA GCT ATG AC)
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2.3 Verwendete Genfragmente

Gen

Cs-dpp
Gm-dpp
Cs-wg
Gm-wg
Cs-omb
Gm-omb
Cs-HI15-1
Cs-HI15-2
Gm-H15-1
Gm-H15-2
Ta-HI5-1
Ta-HI5-2
Ta-HI5-3
Cs-Dll

Gm-DIl
Cs-dac
Gm-dac
Cs-exd-1
Cs-exd-2
Cs-hth-1
Cs-hth-2
Gm-exd
Gm-hth
Tc-exd
Tc-hth
Cs-N
Cs-DI-1
Cs-DI-2
Cs-Ser
Cs-h
Cs-AP-2
Cs-nub
Cs-odd-1
Cs-odd-2
Cs-odd-3
Cs-svp
Cs-Egfr

Zugriffsnummer
(soweit vorhanden)

AJ518936

AJ315945
AJ616907
AJ518937

AJ518938
AJ518939

AJ278606

AJ551276
AJ518942
AJ551277
AJ518943
AJ518944
AJ518945
AJ518935
AJ551278
AJ551279
AJ518940
AJ518941
AJ507288
AJ507289
AJ507290

AJ252154

AJ420131

Herkunft des Fragments

Geschenk von Wim Damen
vorliegende Arbeit

Damen, 2002

Janssen et al., 2004
Geschenk von Ralf Janssen
vorliegende Arbeit
Geschenk von Ralf Janssen
vorliegende Arbeit
Geschenk von Ralf Janssen
Geschenk von Ralf Janssen
Geschenk von Ralf Janssen
Geschenk von Ralf Janssen
Geschenk von Ralf Janssen
Schoppmeier und Damen,
2001

vorliegende Arbeit
Geschenk von Wim Damen
vorliegende Arbeit

Prpic, 2000

Prpic, 2000

Geschenk von Wim Damen
Geschenk von Wim Damen
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
Geschenk von Wim Damen
Geschenk von Wim Damen
Stollewerk, 2002
Stollewerk, 2002
Stollewerk, 2002

Geschenk von Wim Damen
Damen et al., 2000
vorliegende Arbeit

Damen et al., 2002
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
vorliegende Arbeit
Geschenk von Ralf Janssen
vorliegende Arbeit
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2.4 Die Versuchstiere

Die verwendeten Saftkugler (Glomeris marginata) stammten alle aus Laubwaldern in der
Umgebung Kolns oder nahe Kranenburg an der deutsch-hollandischen Grenze. Die Tiere
wurden in den Jahren 2001 bis 2003 jeweils im Frithjahr von etwa Ende Mirz bis etwa
Anfang Juni gesammelt und im Labor zur Eiablage gebracht.

Die Arbeiten mit Mehlkafern (Tribolium castaneum) wurden im Jahr 2000 im
Labor von Dr. Martin Klingler in Miunchen durchgefuhrt. Die verwendeten Kifer
stammten aus der dortigen Zucht und wurden mir freundlicherweise zur Verfugung
gestellt. Es handelte sich dabei um den gangigen Wildtyp-Laborstamm ,,San Bernardino®.
Ergidnzende Arbeiten wurden in der Folgezeit in Koln durchgefuhrt, an Tieren die mir
freundlicherweise von Joél Savard, Koln zur Verfugung gestellt wurden. Auch bei diesen
Tieren handelte es sich um den ,,San Bernardino‘ Laborstamm.

Bei den verwendeten Taufliegen (Drosophila melanogaster) handelte es sich um
Wildtyp-Tiere, die ich von Dr. Thomas Klein, Koln erhielt.

Die Hausspinnen (Tegenaria atrica) waren Wildfange aus Koln. Embryos dieser
Spinnenart wurden mir von Ralf Janfen, Koln zur Verfugung gestellt. Die Arbeiten an der
mittelamerikanischen Kammspinne (Cupiennius salei) wurden in Kooperation mit Dr.
Wim Damen, Ko6ln durchgefuhrt. Die Tiere stammten groftenteils aus der Zucht in Koln,

teilweise aber auch von Prof. Dr. Seyfarth, Frankfurt am Main.

2.5 Molekularbiologische Methoden

Sofern nicht anders angegeben, wurde nach Standardmethoden verfahren (Sambrook et al.,
1989; Sambrook und Russell, 2001). Dort finden sich ebenfalls die Anleitungen zur

Herstellung aller allgemein gebrauchlicher Puffer und Losungen.

Gewinnung von RNA und cDNA-Synthese

Gesamt-RNA der untersuchten Tierarten wurde mittels Trizol Reagent (Invitrogen) aus den
zur Verfugung stehenden Entwicklungsstadien isoliert. Dabei wurde nach den

Herstellerangaben verfahren. In einigen Féllen war die so gewonnene Gesamt-RNA fur
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weitere Experimente nicht geeignet und mulite weiter gereinigt werden. Hierzu wurde aus
der Gesamt-RNA spezifisch die Poly-A RNA isoliert. Dazu kam die Isolation mittels
magnetisch markierter Poly-T Sonden zum Einsatz. Die Durchfuhrung folgte den Angaben
des Herstellers des PolyATtract mRNA Isolation Systems III (Promega). Auf Basis der
Gesamt- bzw. Poly-A RNA wurde cDNA synthetisiert. Die Durchfuhrung folgte in diesem
Fall den Angaben des Herstellers des SuperScript II Systems (Invitrogen). Adaptorligierte
c¢DNA zur Durchfuhrung der RACE PCR wurde mir von Wim Damen und Hilary Dove
zur Verfugung gestellt.

DNA-Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die DNA-Amplifikation erfolgte mittels automatisierter Thermocycler (Eppendorf). Es
wurde durchweg nach Standardmethoden verfahren (Sambrook und Russell, 2001). Ein
PCR Zyklus umfasste jeweils 1 Minute Schmelzen bei 94°C, 2 Minuten bei geschatzter
Annealing-Temperatur, gefolgt von einem geeigneten Zeitraum zur Elongation bei 72°C.
Die Temperatur zur Anlagerung der Primer (Annealing) bestimmte sich dabei nach
demjenigen Primer des Primerpaares mit der niedrigeren Schmelztemperatur (berechnet
nach den Herstellerangaben (metabion) abziiglich 2°C). Lagen die Schmelztemperaturen
der Primer sehr weit auseinander, wurden zunachst 3 Zyklen mit der hoheren, 6 Zyklen mit
der niedrigeren und schlieBlich 26 Zyklen mit der niedrigeren Schmelztemperatur minus 2
°C durchgefuhrt (,,touchdown-PCR*). Fragmente von unter 1kb wurden mit einer
Elongationszeit von 2 Minuten amplifiziert, wohingegen fur groflere Fragmente pro kb 1
Minute dazugefugt wurde. Es wurden 35 Zyklen durchlaufen. RACE PCR wurde mittels
des Advantage 2 Kits (Clontech) nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

Ein spezieller Einsatz der PCR war die Herstellung einer geeigneten Vorlage
(Template) zur in-vitro Transkription von RNA. Sollte das Template zur Herstellung von
Einzelstrang-RNA (ssRNA) dienen, wurden die Primer pBS-A und pBS-E verwendet.
Sollte Doppelstrang-RNA (dsRNA) synthetisiert werden kamen die Primer pBS-A-T7 und
pBS-E zum Einsatz. So war es moglich ein bereits kloniertes Fragment mitsamt der
Promotorsequenzen des Vektors zu amplifizieren, oder, im Fall der dSRNA, das Fragment
an beiden Enden mit der T7 Promotorsequenz zu versehen. Bei dieser Anwendung bestand
ein Zyklus aus 30 sec 94°C, 45 sec 60°C und 90 sec 72°C. Es wurden 30 Zyklen
durchlaufen.
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Molekulares Klonieren

Die Enden der in der PCR amplifizierten Fragmente wurden mittels T4 DNA Polymerase
und Polynukleotidkinase (PNK) abgestumpft (,,blunt-end*) und phosphoryliert. Dazu
wurde ein 30 ul PCR Ansatz mit 20 ul Wasser, Syl dANTPs (jeweils 2 mM; Pharmacia
Biotech), Sul 5x T4 DNA Polymerase Puffer (Roche) und 0,5 U T4 DNA Polymerase
(Roche) versetzt und 20 Minuten bei 12 °C inkubiert. AnschlieBend wurden Sul 10x PNK
Puffer (Roche), 11 ATP (10 mM; Roche) und 0,5 U PNK (Roche) zugegeben und 30
Minuten bei 16 °C inkubiert. Der so behandelte Ansatz wurde in einem Agarosegel
aufgetrennt, die Kandidatenbanden herausgeschnitten und aus dem Gel eluiert mittels
MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen). 8 ul des Eluats wurden zusammen mit 1 pul
Klonierungsvektor, 2ul 10x Ligationspuffer (Roche), 8 ul Wasser und 1U T4 DNA Ligase
(Roche) 10 Stunden bei 12 °C inkubiert. Kompetente Escherichia coli wurden mit jeweils
1 ul dieser Ligationsreaktion transformiert und auf selektiven Agarplatten ausgebracht.
Positive Kolonien wurden in flussiges Nahrmedium gebracht, iiber Nacht inkubiert und
geerntet. Anschlieend wurden die Plasmide isoliert, uber Sephadex-Saulchen (Amersham)

gereinigt und bei —20 °C gelagert.

Enzymatische Sequenzierung

Die Basensequenzen der klonierten Fragmente wurden mit automatisierten Sequencern
(ABI 377 und ABI 3100) bestimmt. Zuvor wurde auf der Basis von etwa 0.05 — 0,1 pg/ml
Template in 1 ul Wasser mit 1 ul BigDye (Perkin Elmer), 1 ul BigDye-Puffer (Perkin
Elmer), 2 ul M13 oder M13rev Primer (3uM) und 5 ul Wasser ein Cycle Sequencing
durchgefuhrt: 30 Zyklen zu je 10 sec 96 °C, 15 sec 40 °C, 4 min 60 °C.

In-vitro Transkription

Ausgehend von etwa 500 ng PCR-Produkt wurde mittels geeigneter RNA Polymerasen
markierte Einzelstrang-RNA (ssRNA) oder unmarkierte Doppelstrang-RNA (dsRNA)
synthetisiert. Die verwendeten Polymerasen waren abhiangig von den vorhandenen

Promotoren und von der Leserichtung des einklonierten Fragments; es kamen sowohl T7
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als auch T3 und Sp6 RNA Polymerasen (Roche) zum Einsatz. Die transkribierte RNA
wurde mit Ammoniumacetat gefallt, in Wasser aufgenommen und bei —80 °C aufbewahrt.
Ein Ansatz zur Herstellung markierter ssSRNA: 6 ul PCR-Produkt in Wasser, 1 ul 10x
Transkriptionspuffer (Roche), 1ul Labeling Mix (Roche; je nach Wahl Digoxigenin,
Fluorescein oder Biotin), 1 ul RNAse Inhibitor (Roche), und 1 yl RNA Polymerase. Ein
Ansatz zur Herstellung unmarkierter dsRNA: 22 ul PCR-Produkt in Wasser (muf} an
beiden Enden die T7 Promotorsequenz enthalten), je 3 ul 10x Transkriptionspuffer und

NTPs (Roche; 10 mM), 0,5 ul RNAse Inhibitor, und 1,5 1l T7 RNA Polymerase.

2.6 Embryologische Methoden

Gewinnung und Fixierung von Embryos

Die Eier von Glomeris marginata wurden mittels Federstahlpinzetten aus den
Kulturschalen gesammelt. Die Erdhullen, die von den Muttertieren um die Eier gelegt
werden, wurden von Hand entfernt. AnschlieBend wurden die Eier in Wasser gewaschen,
dechorionisiert (2 min in 50% DanKlorix (Colgate/Palmolive)), abermals grundlich
gewaschen und schlieBlich in 1 ml Heptan und 100 ul Formaldehyd (37%) fur etwa 4 h
fixiert. Danach wurden die Embryonen mehrfach in Methanol gewaschen. Die
Vitellinmembranen muf3ten von Hand (mittels Dumont 5 Pinzetten) entfernt werden. Die
Embryos wurden anschlieend bei —20 °C in Methanol aufbewahrt.

Embryos von Tribolium castaneum und Drosophila melanogaster wurden nach
Standardverfahren gewonnen und fixiert. Die Embryonen von Cupiennius salei werden
von den Muttertieren in einem Seidenkokon am Korper mit sich gefihrt. Nach Betaubung
des Muttertieres mit Kohlendioxid kann der Kokon abgenommen und die Eier daraus
entnommen werden. Nach dem Entfernen des Chorions (4 min in 50% DanKlorix) wurden
die Embryonen uber Nacht in 10 ml Heptan und 200 ul Formaldehyd (37%) fixiert,
mehrfach in Methanol gewaschen und bei —20 °C gelagert. Wie bei Glomeris muflte auch

hier die Vitellinmembran manuell entfernt werden.
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In-situ Hybridisierungen an vollstdindigen Embryos

Whole-mount in situ Hybridisierungen an Embryos von Drosophila, Tribolium und
Cupiennius erfolgten nach den fur die jeweilige Art etablierten Protokollen (Tautz und
Pfeifle, 1989; Klingler und Gergen, 1993; Wolff et al., 1998; Damen und Tautz, 1998,
1999). Die in situ Hybridisierungen an Imaginalscheiben aus Larven von Drosophila
wurde ebenfalls nach Standardprotokollen durchgefuhrt (Blair, 2000).

Glomeris marginata Embryonen wurden schrittweise in PBST rehydriert, 20 min in
4% Formaldehyd refixiert, mehrfach in PBST gewaschen, schrittweise in destilliertes
Wasser uberfuhrt und etwa 20 min in Iml 0,1M TEA-Puffer pH=8,0 (Sigma) und 2,5 ul
Acetanhydrid inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen in PBST wurden die Embryos in
HybB pH=6,5 (50% Formamid, 5xSSC pH=5,2, 0,1% Tween-20 in Wasser) fur 3 Stunden
bei 65 °C vorhybridisiert und anschlieBend in 50 ul Hyb-A pH=6,5 (50% Formamid,
5xSSC pH=5,2, 200 ug/ml DNA (aus Lachshoden; Sigma), 5xg/ml tRNA (type XXI,
E.coli W; Sigma), 50ug/ml Heparin (vom Schwein; Sigma), 0,1% Tween-20 in Wasser)
und der jeweiligen RNA Sonde uiber Nacht bei 65 °C inkubiert. Die Embryos wurden dann
schrittweise zundchst bei 65 °C in 2x SSC pH=5 uberfuhrt und in 0,2x SSC pH=5
gewaschen, bevor sie schrittweise bei Raumtemperatur in PBST uiberfuhrt wurden. Danach
folgten ein Blocken mit PBST und 2% Schafserum (Sigma) fur 2 Stunden und die
Antikorperbehandlung (antiDig (Roche); 1:2000) uber Nacht bei 4 °C. Nach der
Antikorperbehandlung wurden die Embryos mehrfach in PBST fur etwa 4 h gewaschen
und schlieBlich der NBT/BCIP (Roche) Reaktion unterzogen.

Doppelfarbungen in Cupiennius salei wurden nach Prpic et al. (2001) durchgefuhrt.
Allerdings ist das NEP-118 Blast-AP Kit (NEN/DuPont) nicht mehr erhaltlich und mufite
durch das NEL76A Renaissance BLAST Chromogenic Kit (NEN/Perkin-Elmer) ersetzt
werden, das gegenuber dem ursprunglichen Produkt einige Veranderungen bezuglich der
Komponenten aufweist. Es ist im Rahmen dieser Doktorarbeit leider nicht gelungen die
Methode mit dem neuen Kit so weit zu etablieren, dall vergleichbare Ergebnisse hitten
erzielt werden konnen. Reproduzierbare und auswertbare Ergebnisse konnten nur mit den
Genen Cs-DIl und Cs-dac erzielt werden. Die genannten Gene sind diejenigen mit dem
intensivsten Farbniederschlag bei der in situ Hybridisierung. Bei allen anderen Genen trat
das bereits bekannte Problem auf, da3 die im Zweitnachweis dargestellte Genexpression zu

einem extrem schwachen oder gar keinem Farbniederschlag fuhrte (siehe Prpic, 2000).
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Interferenz durch doppelstrangige RNA (RNAI)

Die durch in vitro Transkription gewonnene doppelstrangige RNA (dsRNA) wurde nach
den Angaben bei Schoppmeier und Damen (2001) in Embryos von Cupiennius salei
injiziert. Um die beschriebenen, starken Deformationen bei der Injektion von Notch
dsRNA (siehe Stollewerk et al., 2003) zu vermeiden, wurden die Embryos in den im
Folgenden beschriebenen Experimenten etwa 12 Stunden spiter als nach der
Standardmethode ublich injiziert. Injektionen zu diesem spateren Zeitpunkt hatten keinen
Einflu} auf die Segmentierung. Als Negativkontrolle wurde in allen Fallen lediglich
Wasser injiziert, da die sonst ubliche Injektion von GFP dsRNA zu GliedmaBendefekten

fuhren kann und somit fur die Kontrolle der Experimente nicht geeignet war.

Zellbiologische Methoden

DAPI

Zur Darstellung der Zellkerne wurden fixierte Cupiennius-Embryos in PBST rehydriert
und fur 1 h in PBST und 1xg/ml DAPI (Roche) unter Lichtabschluf3 inkubiert. Danach
wurde mehrere Stunden in PBST gewaschen, der letzte Waschschritt iber Nacht. Das in
den Zellkernen zuruckgebliebene DAPI konnte dann mittels UV-Strahlung sichtbar

gemacht werden.

BrdU

Der Nachweis von Zellteilungsaktivitat durch Einbau spezieller Nukleotide (BrdU) wurde
mittels des BrdU Labeling Kits (Roche) durchgefuhrt. Die BrdU Labeling Reagenz
(Roche) muBite dazu wie oben fur dsSRNA genannt in Embryonen von Cupiennius salei
injiziert werden. Die behandelten Embryonen wurden anschlieBend 14 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert, fixiert und in Methanol uberfuhrt. Nach 1-stundiger
Kiltebehandlung (-20 °C) wurden die Embryos in PBS-Triton rehydriert, 1 Stunde mit 2 N
HCI1 behandelt und mehrfach in PBS-Triton und anschliefend in Incubation Buffer (Roche)
gewaschen. Die Embryonen wurden dann 1 Stunde in 1:10 Anti-BrdU-Solution (Roche)
und Incubation Buffer inkubiert und mehrfach in PBS-Triton gewaschen; der letzte

Waschschritt erfolgte uber Nacht. Der sekundire Antikorper (anti-Maus-AP; Roche) wurde
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in einer 1:10 Verdunnung eingesetzt. Nach Entfernen des sekundédren Antikorpers durch

haufiges Waschen mit PBS-Triton wurde die Farbreaktion (NBT/BCIP) durchgefuhrt.

TUNEL

Zum Nachweis fragmentierter DNA in sterbenden und abgestorbenen Zellen kam die
TUNEL Methode zum Einsatz. Fixierte Cupiennius-Embryonen wurden rehydriert, 4 min
mit Proteinase K (Roche; 3,5 ul einer 1:10 Verdunnung auf 1 ml PBST) behandelt und
mehrfach in PBST gewaschen und in 4% Formaldehyd refixiert (20 min). Nach
mehrfachem Waschen in PBST wurden die Embryonen dann 20 min in 0,1%
Natriumborhydrat inkubiert und anschlieBend mehrfach in TdT Puffer (140 mM
Kakodylsaure, 1 mM Kobaltchlorid, 30 mM Tris-HCI pH=7.,2, in Wasser) gewaschen. Die
Transferase-Reaktion wurde in TdT Puffer mit 20 M dig-dUTP (Roche) und 0,3 U/ul
TdT (Sigma) fur 2 h bei 37 °C durchgefuhrt. AnschlieBend wurde mehrfach in TdT Puffer
und danach in TBST gewaschen, 20 min bei 70 °C in TBST inkubiert, mehrfach in PBST
gewaschen und fur 1 h in PBST mit 10 mg/ml BSA (Sigma) und 2% Schafserum (Sigma)
geblockt. Der antiDig-AP-Antikorper (Roche; 1:2000) wurde anschlieBend zugegeben und
uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Im Anschlufl wurde mehrfach fur insgesamt mindestens 4 h
in PBST gewaschen und schlielich die NBT/BCIP Reaktion durchgefuhrt. In der
Negativkontrolle wurde die Zugabe der TdT ausgelassen; in der Positivkontrolle wurden
die Embryos in 0,06 U DNAse I (Roche) pro ul DNAse-Puffer (40 mM Tris-HCI pH=7.5,
6 mM Magnesiumchlorid, 0,1 mM Dithiothreitol, in Wasser) fur 30 min. bei 37 °C

vorbehandelt.

Antikorperfarbungen

Fixierte Cupiennius-Embryos wurden schrittweise in PBST rehydriert und 30 min in PBST
mit 10% BSA und 2% Ziegenserum geblockt. AnschlieBend wurde der jeweilige
Antikorper zugegeben (Kaninchen-anti-ph3 (Biozym) 1:500; Maus-anti-ERK (Sigma)
1:20) und uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Uberschiissige Antikorper wurden durch
mindestens 4-stundiges Waschen in PBST mit mehrfachem Pufferwechsel entfernt.
Danach wurde der sekundare Antikorper zugegeben (Ziege-anti-Kaninchen-AP (Dianova)
bzw. Ziege-anti-Maus-AP (Dianova)) (jeweils 1:100) und 2 h inkubiert. Anschlieend
folgten mehrere Waschschritte, wobei der letzte tiber Nacht bei 4 °C durchgefuhrt wurde,

und die NBT/BCIP Reaktion.
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2.7 Praparation und Dokumentation

Préparate

Vollstandige Embryonen von Glomeris marginata, Tegenaria atrica und Cupiennius salei
wurden in Glasblockschialchen in PBST uberfuhrt und mit einer feinen Prapariernadel in
die gewiinschte Lage gebracht. Einzelne GliedmaBlen der genannten drei Arten und von
Tribolium castaneum wurden mittels feinster Wolfram-Minutien in 100% Glycerin
prapariert, auf Objekttrager verbracht und mit Deckglassplittern abgedeckt.

Vollstandige Embryonen von Tribolium wurden zur Praparation in 100% Glycerin
uberfuhrt. Anschliefend wurde der Dotter mittels Augenwimpern vorsichtig abgeburstet
und entfernt. Die so praparierten Keimstreifen wurden auf Objektragern ausgebreitet und
mit Deckglassplittern abgedeckt. Embryonen von Drosophila melanogaster wurden
unbehandelt in Glycerin auf Objektrager gebracht und mit Deckgliaschen (mit
Wachsfuichen) abgedeckt. Die Praparation von Imaginalscheiben erfolgte in PBST. Gut
genahrte Wanderlarven wurden in PBST uberfuhrt und mit Pinzetten zerteilt, so dall im
vorderen Teil die wichtigsten Imaginalscheiben verblieben. Diese Halfte wurde dann uiber
die Pinzettenspitze umgestulpt und in 4% Formaldehyd fixiert. Nach durchlaufener in situ
Hybridisierung wurden die Beinimaginalscheiben vom Fettkorper und den Tracheenresten

befreit, in 100% Glycerin auf Objekttrager iberfuhrt und mit Deckglassplittern abgedeckt.

Mikroskopie und Fotografie

Vollstandige Embryonen von Glomeris marginata, Tegenaria atrica und Cupiennius salei
wurden unter einem Binokular (Leica) untersucht und fotografiert. Alle iibrigen Arten und
die GliedmaBen der genannten drei Arten lagen als Mikroskopie-Préaparate vor und wurden
unter einem Axioplan-2 Stereomikroskop (Zeiss) untersucht und fotografiert. Die Fotos
wurden als TIFF Dateien gespeichert und mit dem Bildverarbeitungsprogramm Photoshop
5.5 (Adobe) bearbeitet. Das Programm diente zur Korrektur von Farbstichen, Helligkeit
und Kontrast und zur Retuschierung von Bildhintergrinden und wurde auBlerdem zum

Compositing von Einzelbildern zu Bildtafeln verwendet.
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2.8 Versuchstierhaltung

Der Saftkugler Glomeris marginata

Adulte Saftkugler wurden in groen Petrischalen gehalten (etwa 50 Individuen pro Schale),
die mit Erde vom Fundort beschickt waren. Die Schalen wurden feucht gehalten und
taglich mit verrottendem Buchenlaub versorgt (der Nahrung von Glomeris marginata).
Unter diesen Bedingungen paarten sich die Tiere im Labor und die Weibchen legten
zahlreiche Eier. Nach Beendigung der Fortpflanzungszeit wurden die gesammelten Tiere

wieder am Fundort ausgesetzt.

Die Kammspinne Cupiennius salei

Die verwendeten Spinnen stammten aus der Zucht von Wim Damen, Koln. Die Tiere
wurden unter kontrollierten Klimabedingungen (60-80% Luftfeuchte, 25-30 °C
Raumtemperatur) in grofen Einmachgldasern gehalten deren Boden mit Blumenerde
bedeckt war. Die Spinnen wurden regelmaflig mit Wasser und lebenden Hausgrillen

(Acheta domesticus) versorgt.

Der Mehlkifer Tribolium castaneum

Der Grofteil der Arbeiten wurde im Labor von Martin Klingler, Miinchen durchgefubhrt,
wobei auf die dortigen Ressourcen zuruickgegriffen werden konnte. Ergdnzende Arbeiten
wurden in Koln durchgefuhrt. Die Kéfer wurden dazu in Plastikboxen mit Vollkornmehl
und Hefe bei 25 °C gehalten und von Zeit zu Zeit abgesiebt um alte Larvenhéute und tote

Kifer zu entfernen. Zur Eiablage wurden die Tiere in weilles Mehl uberfuhrt.

Die Taufliege Drosophila melanogaster

Die Fliegen stammten aus der Zucht von Dr. Thomas Klein, Koln. Sie wurden in
Plastikrohrchen gehalten, deren Boden mit Standard-Nahrbrei bedeckt war und die mit
Schaumstoff-Pfropfen verschlossen waren. Wanderlarven wurden direkt aus dem Nahrbrei
entnommen. Zur Gewinnung von Embryonen wurden die Fliegen auf Apfelsaft-

Agarplatten zur Eiablage gebracht.

30



Kapitel 2: Material und Methoden

2.9 Bioinformatik

Alignments

Pairwise-Alignments von Aminosaurensequenzen fur Ahnlichkeitsanalysen wurden auf der
Basis der BLOSUM 62 Matrix (Henikoff und Henikoff, 1992) mit dem BLAST Programm
(Altschul et al., 1997) durchgefuhrt (gap opening penalty = 11; gap extension penalty = 1).
Die Multiple-Sequences Alignments, welche die Basis fur die phylogenetischen Analysen
bildeten, wurden mit dem Programm CLUSTAL_X (Thompson et al., 1997) auf der
Grundlage der GONNET Matrix durchgefuhrt (Gonnet et al., 1992; gap opening penalty =
10; gap extension penalty = 0,2).

Stammbdume

Zur Untersuchung der Multiple-Sequences Alignments wurden Maximum Likelihood
Analysen nach der Quartet Puzzling Methode (Strimmer und von Haeseler, 1996)
durchgefuhrt. Es wurde das Programm-Paket PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002) verwendet.
Die jeweils verwendeten Einstellungen sind bei den einzelnen Stammbaumen im

Ergebnisteil angegeben (siehe dort).
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Musterbildung wahrend der Achsenbildung

3.1.1 Gradienten-bildende Morphogene

Das Genprodukt des decapentaplegic (dpp) Gens aus Drosophila gehort zur Familie der
TGF-beta Proteine (z.B. Raftery und Sutherland, 1999). Im Genom von Drosophila finden
sich aus dieser Gengruppe noch zwei weitere Gene: screw (scw) und glass bottom boat
(gbb). Auch im Genom der Maus und anderer Deuterostomia finden sich mehrere Vertreter
dieser Genfamilie. Die Klarung der Orthologie der im Rahmen dieser Dissertation
bearbeiteten Gene der TGF-beta Familie mit dem dpp Gen aus Drosophila ist daher
notwendig, um eine Verwechslung mit anderen Genen der Familie auszuschlieBen. Die
phylogenetische Analyse (Abb. 3.1) ergibt zwei klar geschiedene Gruppen (reliability
value = 82): die eine enthilt die dpp Gene aus verschiedenen Arthropoden zusammen mit
BMP2 und BMP4 aus Deuterostomen. Die andere Gruppe enthilt alle iibrigen TGF-beta
Gene. Somit kann als sicher gelten, dal die aus Glomeris und Cupiennius isolierten
Fragmente zu dpp aus Drosophila ortholog sind. Innerhalb der Gruppe aus dpp, BMP2 und
BMP4 zeigt die phylogenetische Analyse allerdings kein statistisch signifikantes
Verzweigungsmuster; viele Kanten sind nicht oder nur méafig unterstutzt (reliability values
unter 50 bzw. unter 80).

Das Genprodukt des wingless (wg) Gens aus Drosophila gehort zur Familie der
Whnt-Proteine (z.B. Siegfried und Perrimon, 1994). Auch hier enthédlt das Genom von
Drosophila noch weitere Gene dieser Familie; insgesamt sind es sieben Mitglieder
(Llimargas und Lawrence, 2001). Auch aus anderen Tierarten, wie z.B. der Maus, sind
jeweils mehrere Wnt-Gene bekannt. Die Evolution dieser Gene und damit die Orthologie
der verschiedenen Familienmitglieder ist von mehreren Arbeitsgruppen bearbeitet worden
(Jockusch und Ober, 2000; Schubert et al., 2000; Prud homme et al., 2002). Dabei hat sich

herausgestellt, da} die phylogenetische Analyse dieser Genfamilie sehr schwierig ist und
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viele Orthologiehypothesen unsicher oder zweifelhaft sind. Eine Gruppierung allerdings
gilt als relativ gesichert. Es handelt sich dabei um die Wnt¢/ Unterfamilie, zu der wingless
aus Drosophila und Wntl aus der Maus gehoren. Auf Grund der Schwierigkeiten die
Orthologie der Wnt-Gene zu klaren, war es naturlich wichtig, plausibel machen zu konnen,
daB es sich bei den aus Glomeris und Cupiennius isolierten Wnt-Fragmenten tatsachlich
um Mitglieder der Wntl Unterfamilie handelt. Die phylogenetische Analyse aller Wnt-
Gene im Genom von Drosophila und einiger weiterer Wnt-Gene aus anderen
Arthropodenarten zeigt, wie erwartet, sehr viele statistisch nicht signifikant unterstutzte
Kanten (Abb. 3.2). Die fraglichen Fragmente aus Cupiennius und Glomeris bilden
zusammen mit wingless-Orthologa aus anderen Arthropoden eine Gruppe, die allerdings
weder intern, noch gegenuber den ubrigen Wnt-Genen signifikant aufgelost ist. Allerdings
bilden die Wntl-Gene zusammen mit den Wntl0-Genen eine statistisch signifikant
(reliability value = 56) unterstuitzte Gruppierung, innerhalb derer die WntI0-Gene
zusatzlich deutlich abgesetzt sind (reliability value = 83). Somit durfen die Fragmente aus

Glomeris und Cupiennius wohl als wingless-Orthologa gelten.

Die Expression von decapentaplegic in Cupiennius salei

In Stadien kurz vor dem Erscheinen der Extremitatenknospen (zur Ubersicht uber die
Embryonalentwicklung von C. salei siehe Seitz (1966)) ist Cs-dpp in segmental
wiederholten Streifen exprimiert, jeweils einer pro prosomalem Hemisegment (Abb. 3.3A).
Die Streifen liegen etwa in der Mitte der Hemisegmente und weisen eine deutliche und
scharfe posteriore Grenze auf, die mit groer Wahrscheinlichkeit an die
Parasegmentgrenze stoBt. Die frithen Extremitiatenknospen bestehen nahezu vollstandig
aus Cs-dpp exprimierenden Zellen vom duBeren seitlichen Ende der Cs-dpp Streifen (Abb.
3.3B). Wiahrend des weiteren Wachstums der Knospen bleibt die Expression jedoch dann
zunehmend auf die distale Spitze der Extremitaten beschriankt (Abb. 3.3C,D). Diese
Expression ist nicht auf dorsale Anteile der Spitze beschrankt sondern fullt die gesamte
Extremitatenspitze aus (Abb. 3.4A,B,F,G,K,L). In spateren Stadien erscheinen in den
Beinen und Pedipalpen Ringe von Cs-dpp Expression wiahrend die Expression an der
Spitze an Stiarke abnimmt (Abb. 3.3E; 3.4H-J,M-O). Ahnliche Ringe sind fur die
Extremitaten von Mehlkifern, Heuschrecken und Grillen beschrieben worden (Niwa et al.,

2000; Jockusch et al., 2000). Die Expressionsringe von Cs-dpp stehen moglicherweise mit
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der Bildung der Gelenke in Verbindung, wie bereits von Jockusch et al. (2000) fur
Heuschrecken vorgeschlagen wurde. Allerdings fallen die Expressionsringe von Cs-dpp
nicht mit den Einschniirungen der zukunftigen Gelenke zusammen (sieche Abb. 3.4J und
0).

In Drosophila zeigt sich vor und wahrend der Entstehung der Primordien der
Imaginalscheiben ein lateraler, longitudinal verlaufender Expressionsstreifen, der direkt
mit der Initiierung der Bein- und Flugelentwicklung in Verbindung gebracht worden ist
(Cohen et al., 1993; Goto und Hayashi, 1997; Kubota et al., 2000). In Cupiennius konnte
ein vergleichbarer Streifen nicht nachgewiesen werden. Erst sehr spat in der
Embryonalentwicklung zeigt sich in Cupiennius eine laterale, longitudinale Expression, die
allerdings das sich entwickelnde Herz anzeigt und nicht mit der Extremitatenentwicklung

in Verbindung steht (nicht gezeigt).

Die Expression von wingless in Cupiennius salei

Die Expression von Cs-wg wahrend der Ausbildung der Segmente ist bereits beschrieben
worden (Damen, 2002). An dieser Stelle soll das Hauptaugenmerk daher auf der
Expression wahrend der Beinentwicklung liegen. Ahnlich wie Cs-dpp ist Cs-wg kurz vor
der Bildung der Extremitatenknospen in segmentalen Streifen exprimiert (Abb. 3.3F).
Wihrend die Streifen bei Cs-dpp relativ schmal und klar umrissen sind, erscheinen sie bei
Cs-wg breiter und verwaschen- mit Ausnahme der posterioren Grenze, die wohl wie bei
Cs-dpp an die Parasegmentgrenze sto3t. Sobald die Extremititen gebildet werden, zeigen
sie eine Expression von Cs-wg im anterior-ventralen Anteil (Abb.3.3G,H; 3.5A,C,E). Im
Gegensatz zu den Verhaltnissen bei Drosophila (Struhl und Basler, 1993) reicht die
Expression entlang der ventralen Seite nicht bis in die Extremitatenspitze. Mit
fortschreitendem Alter erstreckt sich die Expression immer weiter nach distal, reicht aber
nie bis ganz an die Extremititenspitze (Abb. 3.5B,D,F). In den Cheliceren scheint die
Expression entlang der Mitte zu verlaufen (Abb. 3.5B). Tatsachlich spiegelt das aber nur
die leichte Drehung der Cheliceren wiahrend der Ontogenese wider, so daf} sie in der

Seitenperspektive die ventrale Seite prasentieren.
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Die Expression von decapentaplegic in Glomeris marginata

Von allen Genen die bis dato in Glomeris untersucht worden sind, ist Gm-dpp das mit
Abstand am schwichsten exprimierte Gen. Ein spezifisches Signal in der in situ
Hybridisierung zeigt sich erst nach etwa 6 Stunden, wohingegen der Regelfall bei anderen
Genen etwa 15 bis 30 Minuten betragt. Die lange Farbezeit bedingt auch die starke
Hintergrundfarbung, die in den Praparaten zu sehen ist (Abb. 3.6; 3.7). In jungeren
Entwicklungsstadien zeigt sich ein spezifischer Farbniederschlag in den sich bildenden
Extremitatenknospen und entlang des aufleren, also dorsalen Randes des Neuroektoderms
(Abb. 3.6A, Pfeil). Es ist bekannt, dal das Neuroektoderm jedes Hemisegments in ein
dorsales, ein mediales und ein ventrales Drittel zerféllt (Dove, 2003). Moglicherweise ist
Gm-dpp an der Ausbildung des dorsalen Drittels beteiligt. Auch eine Rolle bei der
Entwicklung des ventralen Drittels ist moglich, denn Gm-dpp ist kurzfristig auch dort
entlang der ventralen Mittellinie exprimiert (Abb. 3.6B, Pfeile). Ein weiterer
Expressionsort im Zentralnervensystem befindet sich im Bereich der Sehzentren (Abb.
3.6C-E, Pfeile). Gm-dpp ist ab dem Stadium 4 (zur Stadien-Einteilung siehe Dohle (1964);
Janssen et al., (2004)) auch entlang des duferen Randes des Keimstreifs exprimiert, dort
wo sich das Herz bilden wird (Abb. 3.6D.E, Pfeilkopfe). Spater zeigen sich dorsal
segmental wiederholte, groB3flachige Expressionsorte, die wohl auch mit der Bildung des
Herzens in Verbindung stehen (Abb. 3.6F, Pfeilkopfe). Schliellich findet sich eine
Expression von Gm-dpp im Stomoddum und im Proktoddum.

In den Extremitatenknospen findet sich schon zum Zeitpunkt ihrer Bildung eine
schwache Expression (Abb. 3.6A,B). Spiter zeigen die verschiedenen Extremitatentypen
recht unterschiedliche Expressionsmuster. In den Rumpfbeinen ist die starkste Expression
an der Spitze festzustellen. In frihen Stadien fullt die Expression nahezu die gesamte
Spitze aus, wobei allerdings die Grenze zum ventralen, expressionsfreien Teil recht scharf
ist (Abb. 3.7A). Entlang der dorsalen Seite der Beine ist ebenfalls eine Expression von
Gm-dpp zu sehen, die aber deutlich schwicher ist als diejenige in der Spitze. In dlteren
Beinen (Stadium 5) ist die Expression in der Spitze sehr deutlich auf den dorsalen Anteil
beschriankt (Abb. 3.7E). Die Expression entlang der dorsalen Seite der Beine bleibt
bestehen, wird aber diffuser. SchlieBlich verschwindet ab Stadium 6 die Expression von
Gm-dpp in den Beinen fast vollstandig (Abb. 3.7I). Die dorsale Expression ist kaum mehr
nachzuweisen und die Expression an der Spitze ist nur noch in wenigen Zellen etwas

deutlicher zu sehen.
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In der Maxille zeigen sich sehr fruh eine dorsale und eine ventrale
Expressionsdomiane (Abb. 3.7B). Die ventrale Domiane befindet sich an der internen Basis
der Maxille in dem Teil, der einen Beitrag zur Intermaxillarplatte leistet. Diese Domane
nimmt an Expressionsstarke bestindig ab (Abb. 3.7F) und ist etwa ab Stadium 6 vollig
verschwunden (Abb. 3.7J). Die dorsale Domine zieht sich entlang des dufleren Randes der
Cardo und reicht schwach auch in den Stipes hinein. Auch diese Expressionsdomiane
nimmt an Expressionsstarke stetig ab und ist im Stadium 6.1 nur noch sehr schwach
nachzuweisen. In der Mandibel findet sich in jungeren Stadien zunéchst nur eine dorsale
Expressionsdoméne von Gm-dpp entlang der gesamten dulleren Seite der Extremitat (Abb.
3.7C). Spater beschrankt sich diese Expression auf die aullere Seite des basalen Teils der
Mandibel mit einer deutlichen Grenze zum Externlappen (Abb. 3.7G). Im Externlappen
entwickelt sich noch etwas spiter eine neue Expressionsdomane (Abb. 3.7K, Sternchen).
Im Internlappen 148t sich ab Stadium 5 eine deutliche Expressionsdoméne nachweisen, die
sich an der inneren Seite des Internlappens befindet (Abb. 3.7G,K, Pfeil). Die Antenne
schlieBlich zeigt das dynamischte Expressionsprofil von Gm-dpp. In jungeren Stadien gibt
es eine deutliche dorsale Expression, die auch in der Antennenspitze auf dorsale Zellen
beschrankt bleibt (Abb. 3.7D). Daneben zeigt sich eine fleckformige ventrale Expression
und eine weitere Doméane am Ubergang zwischen Antennenbasis und Neuroektoderm des
Antennalsegments. Die beiden letztgenannten Doméanen verschwinden kurz darauf. Im
Stadium 5 ist von der ventralen Doméne nichts und von der basalen Domédne kaum mehr
etwas zu sehen (Abb. 3.7H). Dafur exprimiert nun offenbar die gesamte dorsale Halfte der
Antenne Gm-dpp. SchlieBlich finden sich im Stadium 6.1 folgende Expressionsdoménen:
eine kleine Gruppe von Zellen an der Antennenspitze, ein Ring von Zellen im distalen
Drittel, die sehr schwach Gm-dpp exprimieren und eine punktformige proximale Doméne

(Abb. 3.7L).

Die Expression von wingless in Glomeris marginata

Die verschiedenen Aspekte der Gm-wg Expression wahrend der Entwicklung der
Segmente, des Nervensystems und des Verdauungssystems sind bereits beschrieben
worden (Janssen et al., 2004). Hier soll das Hauptaugenmerk deshalb auf der Expression
von Gm-wg wahrend der GliedmaBenentwicklung liegen. Vor Beginn der

Extremitatenentwicklung findet sich in jedem Hemisegment etwa in dessen Mitte ein
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Expressionsstreifen, der uber das Neuroektoderm und das zukunftige Beingewebe
hinwegzieht. Vergleiche mit der Expression von engrailed (Gm-en) zeigen, daf} die
Expression von Gm-wg tatsachlich die Parasegmentgrenze beachtet und somit in Zellen
des anterioren Kompartiments lokalisiert ist (Janssen et al., 2004). Die
Extremitiatenknospen bilden sich aus dem Gewebe am dufleren Ende der Gm-wg Streifen.
Préaparate von Hemisegmenten des Stadiums 3 zeigen fur alle vier GliedmaBentypen, dal3
sich die Gm-wg Expression in einem mehr oder weniger durchgingigen Streifen uber
Zellen des Neuroektoderms hinweg bis in die Extremitdtenknospen erstreckt (Abb. 3.8A-
D). Das Ausmall mit dem sich die Expression in die Knospen erstreckt ist fur die
Extremitatentypen unterschiedlich. In der Antennenknospe ist die Expression schon
fruhzeitig auf die ventrale Hélfte beschrankt (Abb. 3.8D). In der Maxille und in der
Mandibel sind grofere Bereiche einbezogen, etwa zwei Drittel der Knospen (Abb. 3.8B,C).
In den Knospen der Rumpfbeine schlieBlich reicht die Gm-wg Expression am weitesten.
Nahezu die gesamte Knospe exprimiert das Gen (Abb. 3.8A).

In den Rumpfbeinen ist die Expression von Gm-wg im weiteren Verlauf der
Embryonalentwicklung auf die Ventralseite beschriankt (Abb. 3.8E,ILM,Q). Sie ist
durchgéngig von der Basis der Beine bis zur Spitze, erscheint aber ungleichméfig in ihrer
Starke: nahe der Basis und im distalen Teil der Beine ist die Expression sehr stark,
wiahrend dazwischen ein Bereich deutlich schwicherer Expression liegt. Etwas dhnliches
kann man in der Antenne beobachten (Abb. 3.8H,L,P,T). Auch hier ist die Expression auf
die Ventralseite beschrankt und im distalen Teil der Antenne sehr deutlich stirker als
weiter proximal. Allerdings findet sich in der Antenne proximal kein Bereich starkerer
Expression, wie es ihn in den Rumpfbeinen gibt.

In der Maxille kann man ein sehr dynamisches Expressionsprofil von Gm-wg
beobachten. Etwa ab Stadium 4 ist das Gen entlang der ventralen Kante des Stipes und des
Bereichs, der zur Bildung der Intermaxillarplatte beitragt exprimiert (Abb. 3.8F). Man
kann deutlich drei nicht vollstandig getrennte Expressionsdoméanen erkennen. Die innere
Domine (in der Intermaxillarplattenanlage) ist stets diffuser als die zwei anderen Bereiche
und zerféllt ab Stadium 5 in zwei separate Expressionsorte (Abb. 3.8J,N). Die beiden
auferen Doméanen im Stipes bleiben deutlich getrennt und erinnern sehr an das
Expressionsmuster von Gm-DIl (sieche weiter unten). Allerdings sind die
Expressionsmuster der beiden Gene zumindest teilweise komplementar. Es wurden keine
Doppelfarbungen durchgefuhrt, doch anhand der morphologischen Landmarken (die
beginnende Einschnuirung zwischen Cardo und Stipes und das langsame Hervortreten der
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Sinnespalpenanlagen des Stipes) wird klar, da3 die Muster von Gm-wg und Gm-DII nicht
zur Deckung gebracht werden konnen. Tatsachlich spart die Gm-wg Expression im
Stadium 6.1 die Anlagen der Sinnespalpen und Lobi interiori aus und umrahmt diese
formlich (Abb. 3.8R), wahrend Gm-DIl in den besagten Primordien exprimiert ist (siche
unten). In der Mandibel schlieBlich findet ebenfalls eine Zersplitterung der anfanglich
einheitlichen Expression statt. Im Externlappen bleibt die Expression von Gm-wg stets
starker und ist durch einen Bereich schwicherer Expression von der Domiéne im
Internlappen getrennt (Abb. 3.8G,K,O,S). Im Internlappen spaltet sich die Expression auf
(Abb. 3.8K), zieht sich von der Spitze des Internlappens zuriick (Abb. 3.80) und wird
schlielich schwicher (Abb. 3.8S).
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Abbildung 3.1

Phylogenetische Analyse von Cs-dpp, Gm-dpp und anderen TGF-beta-Proteinen. Dargestellt ist das
ungewurzelte majority-rule Konsensusphylogramm, das aus 1000 Zwischenbdumen errechnet
wurde, die mit der Quartet Puzzling Methode nach Strimmer und von Haeseler (1996) erzeugt
wurden. Die Zahlen an den Kanten geben die sog. reliability values an. Abkurzungen: siehe
Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.2

Phylogenetische Analyse der Wnt-Proteine aus Drosophila und anderen Arthropoden. Dargestellt
ist das ungewurzelte majority-rule Konsensusphylogramm, das aus 1000 Zwischenbaumen
errechnet wurde, die mit der Quartet Puzzling Methode nach Strimmer und von Haeseler (1996)
erzeugt wurden. Die Zahlen an den Kanten geben die sog. reliability values an. Abkurzungen: sieche
Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.3

Expression von Cs-dpp (A-E) und Cs-wg (F-H) in Cupiennius salei Embryos. (A) Embryo bei
ungefahr 90 hnE. Cs-dpp ist in segmentalen Streifen exprimiert. Die Ausdehnung des 1.
Laufbeinsegments ist durch die Klammer angezeigt. Der Pfeil deutet auf die vermutliche Lage der
Parasegmentgrenze. (B) Embryo bei ca. 110 hnE. Cs-dpp Expression beschrankt sich auf die
Extremitatenknospen. (C) Embryo bei ca. 120 hnE. Cs-dpp ist auf die distalen Teile der Knospen
beschrankt. (D) Kurz vor Beginn der Umrollung ist Cs-dpp auf die Spitze der Extremitéiten
beschrankt. (E) Nach dem Riuckenschlufl ist Cs-dpp in Ringen im Bein exprimiert. Die
longitudinale Schwarzung (Sternchen) ist ein bekanntes in situ Hybridisierungs-Artefakt in spéten
Embryonalstadien. (F) Embryo etwa bei 90 hnE. Cs-wg ist in breiten, segmentalen Streifen
exprimiert. Klammer und Pfeil: siche A. (G,H) Frithes bzw. mittleres Umrollungsstadium. Cs-wg
ist in einem anterior-ventralen Streifen in allen GliedmaBen exprimiert. Anterior ist links in allen
Abbildungen. Abkurzungen: Die Ziffern 1-5 kennzeichnen die opisthosomalen Segmente; weitere
Abkurzungen: siehe Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.4

Expression von Cs-dpp in den GliedmaBen. (A-E) Chelicere, (F-J) Pedipalpus, (K-O) Laufbein bei
jeweils 145, 155, 175, 200 und 230 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Das Sternchen in
allen Teilabbildungen zeigt die distale Expression an. Die Pfeile deuten auf sukzessive entstehende
Expressionsringe. Abkiirzungen: sieche Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abb. 3.4
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Abbildung 3.5

Expression von Cs-wg in den GliedmaBen. (A,B) Chelicere, (C,D) Pedipalpus, (E,F) Laufbein bei
jeweils 145 und 230 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Cs-wg Expression ist in allen
GliedmafBien in einem ventralen anterioren Streifen exprimiert. Die Chelicere dreht sich wahrend
der Ontogenese, so dal} sie in spaten Stadien nach lateral die Ventralseite prasentiert. Dadurch
scheint in Abb. 3.5B der Cs-wg Streifen mittig zu verlaufen. Abkiirzungen: sieche Abkurzungs-
verzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.6

Expression von Gm-dpp in Glomeris Embryos. (A) Stadium 2. Der Pfeil deutet auf Expression im
dorsalen Teil des Neuroektoderms. (B) Stadium 3. Die Pfeile deuten auf Expression im dorsalen
und ventralen (mittigen) Teil des Neuroektoderms. (C) Stadium 3, Kopfansicht. Der Pfeil deutet
auf Expression im Gehirn. (D) Stadium 4. Pfeil: Expression im Augenlappen; Sternchen:
Expression im Antennalneuromer; Pfeilkopfe: Expression im Herz. (E) Stadium 5. Pfeil:
Expression im Augenlappen; Pfeilkopfe: Expression im Herz. (F) Stadium 6.1. Die Pfeilkopfe
deuten auf Expression im dorsalen Anteil des Keimstreifs, die wahrscheinlich mit der Bildung des
Herzens in Verbindung steht. A-E sind Ventralansichten. F ist eine Lateralansicht. Abkiirzungen:
siche Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.7

Expression von Gm-dpp in den GliedmaBen. (A,E,I) Rumpfbeine; (B,F,J) Maxille; (C,G,K)
Mandibel; (D,H,L) Antenne. Die Pfeile in A,E.,I,D,H,L. deuten auf die distale Expressionsdomane
in den Rumpfbeinen und der Antenne und deren Grenze zum ventralen Teil der Extremitit, wo
Gm-dpp nicht exprimiert wird.. Die Pfeile in B,F,G,K deuten auf eine ventrale Expressionsdomine
in den Mundwerkzeugen. Die Pfeilkopfe in allen Teilabbildungen zeigen auf eine schwiachere
dorsale Expression. Das Sternchen in K zeigt eine Expressionsdoméne im Externlappen an. Das
Sternchen in D liegt neben der neuralen Expression an der Antennenbasis. Das Sternchen in L
deutet auf eine proximale Expressionsdoméne in der Antennenbasis. Das Quadrat in D zeigt eine
ventrale Expressionsdomane in der Antenne an. Das Quadrat in L liegt neben dem schwachen
Expressionsring in der Antenne. Abkiirzungen: sieche Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.

Berichtigung: statt st6 lies st6.1 in Abb. 3.71-L.

46



Kapitel 3: Ergebnisse

A leg B

max

stb

leg

st5

max

mdb

st6

| leg J

max

mdb

ant

47



Kapitel 3: Ergebnisse

Abbildung 3.8

Expression von Gm-wg in den GliedmaBen. (A,E,[,M,Q) Entwicklung des Rumpfbeins. (B,F,J,N,R)
Entwicklung der Maxille. (C,G,K,O,S) Entwicklung der Mandibel. (D,H,L,P,T) Entwicklung der
Antenne. Die Pfeilkopfe in A-D und die Pfeile in E,ILM,Q und H,L,P,T deuten auf den Ubergang
vom ventralen zum dorsalen Teil der Gliedmafien. Die Pfeile in A-D deuten auf die Expression im
Neuroektoderm des jeweiligen Segments. Die Pfeile in F,J,N,R zeigen die Expression in der
Umgebung der Sinnesorgane der Maxille an. Die Quadrate und Sternchen in G,K,0O,S deuten auf
die Expression von Gm-wg im Intern- bzw. Externlappen der Mandibel. Abkiirzungen: siehe
Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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3.1.2 Faktoren des dorso-ventralen Systems

In Drosophila aktivieren wg und dpp zwei Faktoren, H15 und omb, die mit der Ausbildung
der dorso-ventralen Achse der Beine in Verbindung gebracht werden (Brook und Cohen,
1996; Maves und Schubiger, 1998). Beide Gene gehoren zur Familie der T-box Gene,
benannt nach der konservierten funktionalen Domane, die sie enthalten (z.B. Wilson und
Conlon, 2002). Diese Genfamilie ist im Genom von Drosophila mit insgesamt acht
Mitgliedern vertreten und auch in Glomeris, Cupiennius und einer anderen Spinnenart,
Tegenaria atrica, konnten mehrere Vertreter isoliert werden. Eine phylogenetische
Analyse sollte daher Klarheit uber die Orthologie der klonierten Fragmente mit den
Drosophila-Genen bringen. Aus Cupiennius und Glomeris wurden jeweils zwei
verschiedene Fragmente isoliert, die gro3e Ahnlichkeit zu H15 aus Drosophila aufweisen.
Auch in Drosophila existiert ein zweites HI5-ahnliches Gen (CG6634). Die
phylogenetische Analyse legt allerdings nahe, da3 es sich bei den paarweise auftretenden
H15-artigen Genen um unabhéangige Duplikationen handelt, da die Gene nach Arten
getrennt im Phylogramm erscheinen (Abb. 3.9). Aus Tegenaria wurden drei verschiedene
H15-artige Gene isoliert. Sie wurden auf Grund ihrer Expressionsmuster (siehe weiter
unten) in ihrer Numerierung an die aus Cupiennius isolierten Gene angeglichen. In der
phylogenetischen Analyse bestitigte sich diese Zuweisung (Abb. 3.9). Das weist zum
einen darauf hin, daB} spitestens der gemeinsame Vorfahr der Lycosaeformia (Trichter-,
Raub-, Wolfs- und Kammspinnen) mindestens zwei HI15 Paraloga besessen haben mub.
Zum anderen wird nahegelegt, da} ein Orthologon zu Ta-H15-3 in Cupiennius existieren
muf, bislang jedoch nicht isoliert werden konnte. Die Expressionsanalyse (siehe unten)
bekriftigt diese Vermutung. Die uibrigen isolierten T-box-Fragmente weisen eine grof3e
Ahnlichkeit zu omb aus Drosophila auf. Die phylogenetische Analyse bestitigt diese

Zuweisung mit statistisch signifikanter Unterstutzung (reliability value = 81; Abb. 3.9).

3.1.2.1 T-box Gene in Cupiennius und Glomeris

Die Expression von optomotor-blind in Cupiennius salei

Cs-omb ist dorsal im dufleren Ektoderm aller GliedmaBlen exprimiert und zusatzlich auch
dorsal und ventral im darunterliegenden, mesodermalen Gewebe (Abb. 3.11). In den
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Pedipalpen und Laufbeinen ist die stirkste Expression im dufleren Ektoderm ganz distal
und ganz proximal zu finden (Abb. 3.11D-F; G-J). Dazwischen ist Cs-omb in einem von
distal nach proximal an Stirke abnehmenden Gradienten exprimiert.
Bemerkenswerterweise ist Cs-omb deutlich auf die dorsale Seite der Extremitdtenspitzen
beschréankt, wohingegen Cs-dpp in der gesamten Spitze exprimiert wird. In élteren Stadien
erscheinen im Innern von Pedipalpen und Laufbeinen im Bereich des Femurs und der Tibia
Bereiche sehr intensiver Expression, die offenbar mit dort entstehenden Sinnesorganen
(Propriorezeptoren?) zu tun hat (Abb. 3.11F.J).

Abgesehen von der Expression in den Gliedmallen umfafit das Expressionsmuster
von Cs-omb auch eine Expression im Labrum (Abb. 3.10A), segmental wiederholte Punkte
im Opisthosoma (Abb. 3.10C) und zwei groBflachige Expressionsdoménen in den
Kopflappen (Abb. 3.10A,B). Diese stehen wohl mit der Bildung der Sehzentren im Gehirn
und der Augen in Verbindung, dhnlich wie es aus Drosophila bekannt ist (Poeck et al.,

1993).

Die Expression von HI15 in Cupiennius salei

In Cupiennius konnten bisher zwei H15-artige Gene isoliert werden. Die Expression beider
Gene, Cs-H15-1 und Cs-H15-2, in den Pedipalpen und Laufbeinen beschrankt sich auf
relativ kleine proximale Doméanen auf der Ventralseite (Abb. 3.12E-H; I-M). Die
Expressionsdoménen beider Gene sind sich sehr dhnlich, aber nicht vollig gleich. Cs-H15-
1 ist in einer etwas groBflachigeren Domane exprimiert als Cs-H15-2. Aulerdem erscheint
die Expression von Cs-H15-2 viel spéter als die von Cs-H15-1. Wiahrend Cs-H15-1 schon
in jungeren Stadien exprimiert ist, konnte die Expression von Cs-H15-2 in den Beinen erst
in mittleren Inversionsstadien nachgewiesen werden. Cs-HI5-1 zeigt zwei weitere
Expressionsdoménen in den Beinen und Pedipalpen: ein proximaler Fleck dorsal im
Gewebe unterhalb der Epidermis und ein distaler Fleck in der ventralen Epidermis nahe
der Beinspitze (Abb. 3.12F,G; J-L). Diese beiden Expressionsdomanen haben
hochstwahrscheinlich mit der dorso-ventralen Musterbildung im Bein nichts zu tun,
sondern zeigen wohl Nervengewebe (proximaler Fleck) oder tarsale Sinnesorgane (distaler
Fleck) an. Diese beiden Doménen fehlen im Expressionsmuster von Cs-H15-2. In den
Cheliceren sind beide Gene nur schwach exprimiert und auf ein kleines ventrales Gebiet
beschrankt (Abb. 3.12A-D). Cs-HI15-2 ist die meiste Zeit wahrend der
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Embryonalentwicklung in der Chelicere iiberhaupt nicht nachzuweisen; nur gegen Ende
der Entwicklung findet man eine sehr schwache Expressionsdoméne (Abb. 3.12D).
Abgesehen von der Expression in den GliedmaBien konnte die Expression beider
H15-Gene aus Cupiennius auch in anderen Organen nachgewiesen werden. Expression
findet sich im Labrum (Abb 3.10D,G), im Opisthosoma in einem segmental wiederholten
Muster (Abb. 3.10F,I), im Herzen (Abb. 3.10D,I) und in wenigen Zellen im Gehirn (Abb.
3.10D). Auch in diesen Organen zeigen die zwei Gene sehr dhnliche aber nicht ganz
identische Muster. Dieser Aspekt der H15-Gene in Cupiennius wurde im Rahmen dieser

Dissertation jedoch nicht naher untersucht.

Die Expression von optomotor-blind in Glomeris marginata

Uber alle untersuchten Entwicklungsstadien hinweg fallt eine segmentale Expression des
Gens Gm-omb auf. In jungeren Stadien befindet sich diese Expression nur an den Stellen,
an denen sich die Extremititen entwickeln werden (Abb. 3.13A). Auch im
Postmaxillarsegment ist kurzfristig eine schwache Expression nachweisbar, nicht aber im
Pramandibularsegment. Sobald sich dorsale Gewebeanteile am Keimstreif entwickeln, 143t
sich auch hier eine segmentale Expression feststellen (Abb. 3.13B-D); diese Expression
fallt schlieBlich mit den Grenzen zwischen den Tergiten zusammen (Abb. 3.13E). In den
herauswachsenden GliedmaBen beschrankt sich die Expression von Gm-omb auf die
dorsale Seite der Extremitaten. In den Rumpfbeinen 146t sich gut erkennen, daB sich die
Expression entlang der gesamten PD-Achse erstreckt, bis hinein in die Beinspitze, wo sie
jedoch niemals auf ventrale Bereiche ubergreift (Abb. 3.14A,E). Proximal ist eine
Verbreiterung der Expressionsdomine zu beobachten, doch auch hier bleiben ganz ventrale
Bereiche stets frei von Gm-omb Expression. In der Maxille zieht sich die Expression
entlang des auBleren (dorsalen) Randes des Cardo (Abb. 3.14B,F). In den Stipes greift die
Expression nicht uiber. Ein dhnliches Muster zeigt sich in der Mandibel. Dort findet sich
eine starke Expression entlang des dufleren Randes des Basalteils (Abb. 3.14C,G); auch in
der Mandibel erstreckt sich die Expression nicht in weitere Teile (Externlappen und
Internlappen). In der Antenne zeigt sich ein etwas komplexeres Muster. Wie in den
Rumpfbeinen ist Gm-omb in der dorsalen Hilfte exprimiert, und die Grenze zum ventralen,
expressionsfreien Bereich ist noch schirfer als in den Beinen (Abb. 3.14D,H). Zusitzlich

zeigt sich aber eine nach ventral ausstrahlende, interne Expression (Abb. 3.14H), die
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moglicherweise mit der Innervierung von Sinnesorganen in der Antenne in Verbindung
steht.

Abgesehen von der Expression in den Gliedmallen und in den Segmenten selbst, ist
Gm-omb auch im Zentralnervensystem exprimiert. Starke und grof3flachige Expression
zeigt sich in allen untersuchten Entwicklungsstadien in den Augenlappen (Abb. 3.13A-E).
Etwa ab Stadium 4 erscheint ventral eine segmental wiederholte Expression: einzelne, wie
Perlen an einer Schnur aufgereihte Zellen ziehen von einer Seite des Keimstreifs uber die
ventrale Mittellinie hinweg auf die andere Keimstreifseite (Abb. 3.13D, Pfeilkopfe). Diese
Expression steht wohl mit der Komissurbildung im sich entwickelnden Bauchmark in
Zusammenhang. AbschlieBend soll noch die Expression im sich bildenden
Verdauungssystem erwahnt werden: starke Expression ist im Stomoddaum zu sehen (Abb.
3.13A-D) und auch in den das Proktoddum siaumenden Analklappen findet sich eine

schwichere Expression (Abb. 3.13C-E).

Die Expression von H15 in Glomeris marginata

Beide Gene, Gm-H15-1 und Gm-H15-2, sind in einem segmental wiederholten Muster im
Keimstreif exprimiert (Abb. 3.15A-G). Die Expressionsstarke von Gm-H15-2 scheint
allerdings insgesamt wesentlich schwacher zu sein, als die von Gm-H15-1, mit zwei
Ausnahmen, der Expression in der Maxille und in der Antenne (sieche unten). Neben der
segmentalen Expression sind beide Gene im Gehirn exprimiert, wobei Gm-H15-2
allerdings nur in wenigen Zellen des Antennallappens nachweisbar ist. Im Gegensatz dazu
ist Gm-H15-1 groBflachiger im Gehirn exprimiert (Abb. 3.15C). Des weiteren ist Gm-H15-
1 im Herzen exprimiert (Abb. 3.15B,C), ein Aspekt, der im Muster von Gm-H15-2 fehlt
(Abb. 3.15E-G).

In den Rumpfbeinen zeigen die zwei HI15-Gene unterschiedliche
Expressionsmuster. Gm-H15-1 ist zunéchst in einer ventralen Doméne exprimiert. Diese
Domine reicht jedoch weder bis an das proximale Ende, noch bis in die Spitze der Beine
(Abb. 3.16A). Das bleibt wahrend der Embryonalentwicklung erhalten (Abb. 3.16E,I). Ab
Stadium 5 kommt in der Spitze eine streifenformige Domane hinzu (Abb. 3.16E,I, Pfeil).
Diese streifenformige Domidne findet sich in schwacherer Auspragung auch im
Expressionsmuster von Gm-H15-2 (Abb. 3.16Q,U), allerdings fehlt die ventrale
Expression (Abb. 3.16M,Q,U). In der Maxille zeigen beide Gene ein sehr dhnliches
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Expressionsmuster. Im Stadium 4 sind beide Gene in den Primordien der Sinnespalpen des
Stipes exprimiert (Abb. 3.16B,N). Gm-H15-1 zeigt daruber hinaus bereits beginnende
Expression in den Primordien der Lobi interiori. In den folgenden Stadien sind beide Gene
in den Sinnespalpen und Lobi interiori exprimiert (Abb. 3.16F,J,R,V). In der Mandibel
fehlt jegliche Expression der beiden H15-Gene (Abb. 3.16C,G,0,S). Lediglich in spateren
Stadien zieht die segmentale Expression im Keimstreif, die an der Basis der Extremitaten
entlanglauft und auch in den Préparaten in Abb. 3.16 zu sehen ist, in die Mandibelbasis
hinein (Abb. 3.16K,W). In der Antenne schlieBlich sind Gm-H15-1 und Gm-H15-2 in den
Anlagen der vier Sinneszapfen exprimiert (Abb. 3.16D,H,L,P,T,X). Die Expression von
Gm-H15-1 ist von Beginn an sehr stark. Gm-H15-2 dagegen ist zunachst nur relativ
schwach exprimiert (Abb. 3.16P), nimmt dann aber an Starke zu (Abb. 3.16T) und ist
schlieBlich sehr stark exprimiert (Abb. 3.16X). Die Expression in den Sinneszapfen der
Antenne ist die mit Abstand starkste Expressionsdomédne im Muster der im ubrigen

durchweg schwachen Gm-H15-2 Expression.

3.1.2.2 Erganzende Untersuchungen in anderen Arten

Die Expression von CG6634 in Drosophila melanogaster

Zwischen der Expression der H/5 Homologa in Drosophila und Cupiennius bestehen
auffallige Unterschiede. Allerdings findet sich im Genom von Drosophila ein weiteres
H15-ahnliches Gen mit der Celera Genomics Nummer CG6634, das sich ebenfalls auf dem
linken Arm von Chromosom 2 befindet und nur etwa 45 kb von HI5 entfernt ist (Flybase
Consortium, 2003). Es besteht somit die Moglichkeit, daf} die aus Cupiennius isolierten
H15-Gene in ihrer Expression nicht H15 aus Drosophila dahneln, sondern dessen Paralogon
CG6634. Da das Expressionsmuster von CG6634 zum Zeitpunkt der Durchfuhrung der
hier beschriebenen Experimente noch nicht bekannt war, bestimmte ich dessen Expression
in Embryos und Larven von Drosophila melanogaster. Das Expressionsmuster scheint mit
dem von H15 (Brook und Cohen, 1996; Griffin et al., 2000) vollig identisch zu sein. Im
Embryo ist CG6634 im sich entwickelnden Herzen und im Nervensystem exprimiert (Abb.
3.17A,B,EF). Desweiteren ist CG6634 zeitweise in einem Streifenmuster exprimiert, das
stark an die Segmentpolarititsgene erinnert (Abb. 3.17C,D). In der Larve findet sich

Expression in den ventralen thorakalen Imaginalscheiben. Die Expression in den
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Beinscheiben des dritten Larvenstadiums umfafit wie beim Gen HI5 einen breiten,
ventralen Sektor (Abb.3.17G). Auch die zwei peripheren (proximalen) Expressionspunkte
im anterioren bzw. posterioren Kompartiment, wie sie fur das H/5 Muster beschrieben
wurden (Abu-Shaar und Mann, 1998), sind vorhanden. Die uibrigen Imaginalscheiben
wurden nicht naher untersucht. Nach Abschlufl der hier beschriebenen Experimente wurde
das embryonale Expressionsmuster von CG6634 auch im Rahmen des Berkeley
Drosophila Genome Projekts bestimmt (Tomancak et al., 2002). Die dort erzielten
Ergebnisse stimmen mit den hier vorgestellten Resultaten uberein. Die identischen
Expressionsmuster und die gro3e Nahe im Genom legen nahe, dall H/5 und CG6634
derselben Kontrolle unterliegen und durch eine vergleichsweise junge Duplikation
(innerhalb der Abstammungsgemeinschaft der Dipteren) aus einem gemeinsamen
Vorlaufer entstanden sind. Somit unterstiitzen die Expressionsdaten die phylogenetische
Analyse der Aminosaurensequenzen (sieche oben), die bereits darauf hindeutete, da} die
verdoppelten H5-ahnlichen Gene in Cupiennius und Drosophila auf unabhingige
Duplikationsereignisse zuriickgehen. Zusammenfassend kann festgestellt werden, daf} die
Expression der beiden H15-artigen Gene aus Cupiennius weder mit der von H15, noch mit

derjenigen von CG6634 ibereinstimmt.

Die Expression von H15 in Tegenaria atrica

In Tegenaria konnten drei verschiedene H15-artige Gene identifiziert werden. Ta-H15-1
ahnelt in seiner Expression sehr Cs-H15-1. Im Embryo findet sich eine Expression im
Herzen und im Opisthosoma in einem segmentalen Muster (Abb. 3.18A,B). In den
GliedmalBen ist es in einer kleinen ventral-proximalen Domiane exprimiert und zeigt in den
Laufbeinen und (zum Teil) in den Pedipalpen zusiatzliche Expressionsorte im proximalen
Mesoderm und ventral an der Spitze der Beine (Abb. 3.19A-C). Dieses Muster stimmt sehr
gut mit dem Muster von Cs-H15-1 uberein. Das Gen Ta-H15-2 zeigte in den fur die in-situ
Hybridisierung zur Verfugung stehenden Stadien kein Expressionsmuster (Daten nicht
gezeigt). Dieses Gen zeigt in der phylogenetischen Analyse eine Verwandtschaft zum Gen
Cs-H15-2, welches ein zeitlich sehr eingeschrianktes Expressionsprofil hat und nur in sehr
alten Embryonalstadien exprimiert ist (sieche oben). Sollte dhnliches auch auf Ta-H15-2
zutreffen, konnte damit das Fehlen einer Expression erklart werden, da von Tegenaria

keine alteren Stadien fur die in-situ Hybridisierung zur Verfugung gestanden haben. Das
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Gen Ta-H15-3 schlieBlich ist nur in den Extremitiaten exprimiert (Abb. 3.18C,D) und
unterscheidet sich damit von allen anderen H15-artigen Genen aus Drosophila, Cupiennius
und Glomeris. Allerdings ist Ta-H15-3 in den Extremititen in einer breiten ventralen
Domine exprimiert (Abb. 3.19D-F), was sich deutlich von den Genen in Cupiennius
unterscheidet und andererseits stark an das Expressionsmuster von H/5 und CG6634 in

Drosophila erinnert.
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Abbildung 3.9

Phylogenetische Analyse von T-box-Proteinen aus Drosophila und anderen Arthropoden.
Dargestellt ist das ungewurzelte majority-rule Konsensusphylogramm, das aus 1000
Zwischenbaumen errechnet wurde, die mit der Quartet Puzzling Methode nach Strimmer und von
Haeseler (1996) erzeugt wurden. Die Zahlen an den Kanten geben die sog. reliability values an.
Abkurzungen: siehe Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.10

Expression von T-box-Genen in Cupiennius salei. (A-C) Expression von Cs-omb. (D-F)
Expression von Cs-HI5-1. (G-I) Expression von Cs-HI5-2. Alle Embryos sind mittlere
Umrollungsstadien. Cs-omb ist u.a. in den Augenlappen (Pfeilkopfe in A) exprimiert. Die
Pfeilkopfe in D,F und I zeigen auf Expression im Herzen. Die Pfeile in D deuten auf Expression im
Gehirn. Links ist anterior in allen Abbildungen. Abkurzungen: Die Ziffern 1-5 kennzeichnen die
opisthosomalen Segmente 1-5. Weitere Abkuirzungen: siehe Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abb. 3.10
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Abbildung 3.11

Expression von Cs-omb in den GliedmaBien von Cupiennius salei. (A-C) Chelicere und (D-F)
Pedipalpus bei jeweils etwa 145, 165 und 230 hnE (spaltenweise von links nach rechts). (G-J)
Laufbein bei etwa 145, 150, 165 und 230 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Die Pfeile in
allen Abbildungen deuten auf den Ubergang von ventralem Gewebe (ohne Expression) zu dorsalem
Gewebe (mit Expression). Besonders bei etwa 150 hnE ist die Trennung zwischen dorsaler und
ventraler Seite deutlich und scharf (H). Die Pfeilkopfe deuten auf eine starkere dorsal-proximale
Expressionsdomine in Pedipalpen und Beinen. Abkuirzungen: sieche Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abb. 3.11

63



Kapitel 3: Ergebnisse

Abbildung 3.12

Expression von Cs-HI5-1 (A-C, E-F, I-L) und Cs-HI5-2 (D,H,M) in den GliedmaBlen von
Cupiennius salei. (A-D) Chelicere und (E-H) Pedipalpus bei jeweils etwa 140, 200, 230 und 230
hnE (spaltenweise von links nach rechts). (I-M) Laufbein bei etwa 140, 150, 200, 230 und 230 hnE
(spaltenweise von links nach rechts). Die Pfeile in allen Abbildungen deuten auf eine proximale
Expressionsdoméne im Expressionsmuster von Cs-H15-1. Die Pfeilkopfe deuten auf eine distale
Expressionsdoméne im Muster von Cs-H15-1. Abkuirzungen: sieche Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.13

Expression von Gm-omb in Glomeris Embryos. (A) Stadium 2. (B) Spates Stadium 3. (C) Stadium
4. (D) Stadium 5. (E) Stadium 6.1. Die Pfeile in C deuten auf die Expression von Gm-omb in den
Seitenplatten (dorsales Gewebe). Die Pfeilkopfe in D zeigen die Expression im Neuroektoderm an.
Beachte auch die starke Expression in den Augenlappen (oc) wahrend aller Stadien. A-D sind
Ventralansichten, E ist eine Lateralansicht. Abkuirzungen: siche Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.14

Expression von Gm-omb in den GliedmaBen. (A,E) Rumpfbeine; (B,F) Maxille; (C,G) Mandibel;
(D,H) Antenne. Die Pfeile in A,E,D,H deuten auf den sehr deutlichen Ubergang vom dorsalen
Gewebe (mit Gm-omb Expression) zum expressionsfreien ventralen Gewebe. Abkiirzungen: sieche
Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.15

Expression von Gm-H15-1 (A-D) und Gm-H15-2 (E-G) in Glomeris Embryos. (A) Stadium 2. (B)
Stadium 4. (C) Stadium 5. (D) Stadium 6. (E) Stadium 2. (F) Stadium 5. (G) Stadium 6.1. Die
Pfeile in B,C deuten auf die Expression von Gm-H15-1 im sich bildenden Herzen. Beachte auch
die im allgemeinen sehr schwache Expression von Gm-H15-2. A-C, E-F sind Ventralansichten,
D,G sind Lateralansichten. Abkiirzungen: siche Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.16

Expression von Gm-H15-1 (A-L) und Gm-H15-2 (M-X) in den Extremititen von Glomeris.
(AE,IM,Q,U) Rumpfbeine; (B,F,J.N,R,V) Maxillen; (C,G,K,0,S,W) Mandibeln; (D,H,L,P,T,X)
Antennen. Die Pfeile in E,I,Q,U deuten auf die streifenformige distale Domane. Die Pfeile bzw.
Pfeilkopfe in B,F,J,N,R,V deuten auf Expression in den Primordien der maxillaren Sinnespalpen
bzw. der Lobi interiori der Intermaxillarplatte. Die Pfeile in H,L,P,T,X kennzeichnen die
Primordien der Sinneszapfen an der Antennenspitze. Zum Nachweis, daB alle vier Zapfen die H15-
Gene exprimieren, sind in H und T in den Einsatz-Bildern die Spitzen der Antennen abgebildet
(von distal betrachtet). Die Primordien sind mit 1-4 durchnumeriert. Abkiirzungen: siehe
Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.17

Expression von CG6634 in Drosophila. (A,B) Expression im Herz im Stadium 14 (A) und 15 (B).
(C,D) Segmentpolaritatsgen-ahnliches Streifenmuster im Stadium 5 (C) und 11 (D). (E,F)
Expression im ventralen Nervensystem (E; Stadium 12) und im Gehirn (F; Stadium 15). (G)
Expression in der Beinimaginalscheibe im dritten Larvenstadium. Das Gen ist in einer breiten,
ventralen Domiane exprimiert. Im proximalen Teil ist die Expression auf zwei Flecken beschrankt
(Sternchen).
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Abbildung 3.18
Expression von Ta-HI15-1 (A,B) und Ta-HI5-3 (C,D) in Tegenaria Embryos. (A,C) Kopf und
Prosoma (B,D) Opisthosoma. Der Pfeil in B deutet auf die Expression im Herz. Beachte, daf Ta-

H15-3 nicht im Opisthosoma exprimiert ist (D). Abkuirzungen: siehe Abkuirzungsverzeichnis S. 2-
5.

Abbildung 3.19

Expression von Ta-H15-1 (A-C) und Ta-HI15-3 (D-F) in den Gliedmalien (etwa bei Beginn der
Umrollung). (A,D) Chelicere; (B,E) Pedipalpus; (C,F) Laufbein. Die Pfeile in B,C deuten auf eine
zusatzliche proximale Expressionsdomiane. Der Pfeilkopf in C zeigt auf eine kleine distale
Expressionsdomine. Abkiirzungen: sieche Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.
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3.1.3 Die Bein-Gap-Gene

3.1.3.1 Distal-less und dachshund

Die Gene DIl und dac stehen in Drosophila unter der direkten Kontrolle des von dpp und
wg generierten Aktivitatsgradienten (z.B. Lecuit und Cohen, 1997). Das DIl Gen gehort zur
groBen Uberfamilie der Homooboxgene. Diese Gene treten meist in Ansammlungen
untereinander nahverwandter Gene (sog. Cluster) auf. Das bekannteste Beispiel ist hier
wohl der Homootische Cluster (Hom-C), der die Hox-Gene enthalt. Ein weiterer Cluster ist
der 93D/E-Cluster, zu dem in Drosophila eine ganze Reihe von Genen gehort, unter ihnen
DIl. Die meisten der 93D/E-Clustergene sind im Verlauf der Evolution aus dem Cluster
ausgelagert worden und so liegt auch DIl nicht in der Néhe des 93D/E-Clusters im engeren
Sinn (zur Ubersicht sieche Holland (2001)). Fragmente mit groBBer Ahnlichkeit zu DIl sind
aus Cupiennius und Glomeris isoliert worden. Die Orthologie dieser Fragmente zu DII aus
Drosophila wurde in einer phylogenetischen Analyse untersucht. Einbezogen wurden alle
Gene im Genom Drosophilas die dem 93D/E-Cluster zugerechnet werden konnen und
zusatzlich DIl Gene aus anderen Arthropoden. Die Auflosung der phylogenetischen
Beziehungen ist gering und meist nicht statistisch signifikant unterstuitzt (Abb. 3.20). Die
DIl Gene bilden jedoch eine sehr gut unterstutzte Gruppe (reliability value = 93).

Das Gen dac enthilt als konservierte Bereiche zwei DD-Boxen und eine Ski/Sno-
Box (Davis et al., 1999). Gene mit ahnlicher Struktur sind auch aus verschiedenen
Vertebraten, dem Lanzettfischchen, dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans und diversen
Arthropoden bekannt (z.B. Hammond et al., 1998; Caubit et al., 1999; Davis et al., 1999;
Kozmik et al., 1999; Hammond et al., 2002; Loosli et al., 2002; Candiani et al., 2003;
Inoue et al., 2002; Abzhanov und Kaufman, 2000). Die phylogenetische Analyse dieser
Gene zeigt, daB3 die dac Gene aus den verschiedenen Arthropoden eine signifikant
unterstutzte Gruppe bilden (reliability value = 63; Abb 3.21), klar getrennt von den DACH

Genen aus verschiedenen Deuterostomiern und den Ski/Sno-Genen.
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Expression von Distal-less in Cupiennius salei

Die Expression von Distal-less in Cupiennius salei ist bereits von Michael Schoppmeier
und Wim Damen an whole-mount Priparaten untersucht worden (Schoppmeier und
Damen, 2001). Eine genauere Analyse der Expression in den prosomalen GliedmaBen ist
ebenfalls durchgefuhrt worden (Prpic, 2000). Hier soll die Expression deshalb nur
zusammenfassend dargestellt und dokumentiert werden. In frithen Stadien wird Cs-DIl in
der gesamten Extremitatenknospe exprimiert (Abb. 3.22E). Spiter ist die Expression
jedoch auf die distalen Bereiche der Gliedmallen beschrankt (Abb. 3.22F-H; 3.23E,F). In
der Chelicere tritt die Beschrankung auf distale Teile besonders spat ein: noch in Embryos
im Alter von etwa 150 hnE exprimieren die meisten Zellen in der Epidermis Cs-DIl (Abb.
3.23A). Erst danach ist Cs-DIl ganz deutlich nur im distalen Drittel der Chelicere
exprimiert (Abb. 3.23B). In den Laufbeinen entspricht die Expressionsdoméne den distalen
Podomeren Femur, Patella, Tibia, Metatarsus und Tarsus (Abb. 3.22H; 3.23F). Die
Expression im Pedipalpus (Abb.3.23C,D) ist derjenigen in den Laufbeinen sehr ahnlich
und entspricht den Podomeren Femur, Patella, Tibia und Tarsus (der Metatarsus fehlt im
Pedipalpus). Zusitzlich zeigt sich aber etwa ab 200 hnE eine weitere Doméne starker
Expression im Gnathendit des Pedipalpus (Abb. 3.23D, Pfeil).

Abgesehen von der soeben beschriebenen Expression ist Cs-DIl auch in den
Kopflappen, im Labrum, in den Spinnwarzen und im Telson exprimiert (siehe

Schoppmeier und Damen, 2001).

Die Expression von dachshund in Cupiennius salei

Die Expression von Cs-dac in den Extremitaten beginnt spater als die von Cs-DIl. Das Gen
wird nicht in den ganz jungen Beinknospen exprimiert (nicht gezeigt), sondern erscheint
erstmals wenn die Knospen schon deutlich gewachsen sind (Abb. 3.22D). Cs-dac ist in
einer ungeteilten Domine in einer medialen Position auf der PD-Achse der Laufbeine
exprimiert, die dem spateren Trochanter und Femur entspricht (Abb. 3.22K-M; 3.24E,F).
Diese Daten bestiatigen die Ergebnisse die in einer anderen Spinnenart, Steatoda

triangulosa, erzielt worden sind (Abzhanov und Kaufman, 2000).
In Cupiennius-Embryos wiahrend der Inversion konnten in der Coxa zwei
zusatzliche dorsale Expressionspunkte beobachtet werden (Abb 3.22L, Pfeil). Diese
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punktformige Expression 10st sich in Embryos gegen Ende der Inversion in eine schwache,
diffuse Expression auf (Abb. 3.22M; 3.24F). Diese relativ spat erscheinende Doméne
scheint von der viel starkeren medialen Expressionsdomane unabhéangig zu sein und hat
somit wohl nichts mit der PD Achsenbildung zu tun. Vielmehr steht die coxale Expression
wahrscheinlich mit der Bildung von coxalen Sinnesorganen in Verbindung, da dac
Homologa in anderen Arthropodenarten nachweislich im zentralen und peripheren
Nervensystem exprimiert werden (Mardon et al., 1994; Prpic et al., 2001; diese Arbeit).
Dafur spricht auch die Beobachtung, dal in sehr spaten Entwicklungsstadien eine kleine
Gruppe von Zellen im Tarsus Cs-dac exprimiert (Abb. 3.22M; 3.24F). Diese Zellen
gehoren ganz offensichtlich zum PNS und innervieren moglicherweise die Vorlaufer
tarsaler Sinnesorgane.

Die Expression von Cs-dac in den sich entwickelnden Pedipalpen ist mit der in den
Laufbeinen nahezu identisch (Abb. 3.24C,D). Starke Expression ist in einer medialen
Domine zu beobachten und auch die spiter einsetzende proximale Expression ist
vorhanden. Lediglich die wenigen tarsalen Zellen, die in den Laufbeinen voruibergehend
Cs-dac exprimieren, haben in den Pedipalpen offenbar kein serielles Homologon, da im
Tarsus keine Cs-dac positiven Zellen zu finden waren. Im Gegensatz dazu exprimieren die
Cheliceren Cs-dac nicht in einer medialen Domédne. Wahrend eines GrofBteils der
Entwicklung ist in der Chelicere uiberhaupt keine Cs-dac Expression nachweisbar (Abb
3.24A). Nur in sehr spaten Stadien nach erfolgter Inversion zeigte sich eine diffuse und
schwache Expression (3.24B). Diese befindet sich im Innern der Extremitat, nicht in der
aulleren Epidermis und kann nicht mit medialen Positionen auf der PD Achse der
Chelicere in Verbindung gebracht werden. Das spate Erscheinen dieser Domine, sowie
ihre diffuse und schwache Beschaffenheit und ihre Lage am proximalen Ende der
Chelicere unterhalb der aufleren Epidermis, legen den Schlufl nahe, daf} diese chelicerale
Expression nicht mit der medialen Doméne in Beinen und Pedipalpen vergleichbar ist.
Vielmehr besteht wohl eine serielle Homologie zwischen der Expression in der Chelicere
und der proximalen Expressionsdoméne in den Beinen und Pedipalpen.

Um die relative Lage der Cs-dac Expression entlang der PD Achse zu ermitteln,
wurden Doppelfarbungen mit Cs-DI/l durchgefuhrt. Diese Versuche zeigten, dal die
mediale Cs-dac Doméne in den Laufbeinen zunéchst vollstandig innerhalb der Cs-DIl
Domaine liegt und mit dieser eine gemeinsame proximale Grenze hat (Abb. 3.221). Erst in

spateren Stadien verschieben sich die Expressionsdoménen der beiden Gene relativ
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zueinander, so dal sie schlieBlich nur im Bereich des spateren Femur uiberlappen (Abb.
3.22J). Die Pedipalpen zeigen das gleiche Expressionsprofil (nicht gezeigt).

AuBer in den prosomalen Extremitéten ist Cs-dac Expression auch im Labrum und
in den opisthosomalen Extremitatenknospen nachzuweisen (Abb. 3.22A-C). SchlieBlich ist
Cs-dac auch im sich entwickelnden Bauchmark und Herzen exprimiert und zeigt ein
komplexes Expressionsmuster in den Kopflappen (Abb. 3.22A-C). Letzteres steht
wahrscheinlich mit der Bildung von Seh- und Assoziationszentren im Gehirn in
Verbindung, da dac in Drosophila eine zentrale Rolle bei der Entwicklung der Augen und
Pilzkorper spielt (Mardon et al., 1994; Shen und Mardon, 1997; Kurusu et al., 2000;
Martini et al., 2000; Noveen et al., 2000).

Expression von Distal-less in Glomeris marginata

Transkripte von Gm-DIl sind in allen Kopf- und Rumpfsegmenten nachweisbar. Im
Stadium 1 findet sich mRNA Expression in segmental wiederholten kreisformigen Flecken
im Antennal-, Pramandibular-, Mandibular- und Maxillarsegment und in den ersten drei
Rumpfsegmenten (Abb. 3.25A,B). Mit Ausnahme des Pramandibularsegments, welches
keine Extremitaten entwickelt, markieren diese segmentalen Expressionsdomanen die Orte
an denen sich in dlteren Stadien die GliedmaBen entwickeln werden. Daher wird diese
Expression im Weiteren als pramorphogenetische Expression bezeichnet. In diesem
Stadium ist im Postmaxillarsegment noch kein Expressions-Signal nachzuweisen. Im
Stadium 2 jedoch ist dann auch in diesem Segment eine Expression zu sehen und zwar in
einer Position, die offensichtlich seriell homolog zu den uibrigen segmentalen Flecken ist
(Abb. 3.25C). Zu diesem Zeitpunkt ist das Signal im Pramandibularsegment wieder
verschwunden (Abb. 3.25D) und im vierten Rumpfsegment deutet sich ein weiteres
Fleckenpaar an. In diesem Stadium greift die Expression in den Rumpfsegmenten 1 bis 3
in Auslaufern nach dorsal uiber. Das andert sich jedoch sobald im Stadium 3 die
Extremitatenknospen dieser Segmente erscheinen. Jetzt beschrankt sich die Expression auf
die sich bildenden Knospen, ohne dorsale Auslaufer (Abb. 3.25E). Die Expression im
Postmaxillarsegment ist in der Zwischenzeit ebenfalls wieder verschwunden. Gleichzeitig
mit dem Erscheinen der Extremititenknospen im Mandibular- und Maxillarsegment

verringert sich die Expressionsstarke von Gm-DI! in diesen Segmenten.
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Im Stadium 4 ist die homogene mRNA Expression in den Mandibel- und
Maxillenknospen durch ein komplexeres Muster ersetzt worden, welches wiahrend der
folgenden Stadien 5 und 6 noch weiter an Komplexitat zunehmen wird (siehe unten). Im
Rumpf markiert die Expression von Gm-DIl sich entwickelnde GliedmaBen oder, in
jungeren Segmenten, deren Entstehungsorte (Abb. 3.25F,G). Wie gut zu erkennen ist, ist
die Entwicklung der ersten drei Rumpfbeine synchron und lauft derjenigen der ubrigen
Rumpfbeine weit voraus, die sich in einer regelmaBigen zeitlichen Abfolge entwickeln.
Das ist besonders offensichtlich im Stadium 6, in dem die ersten drei Rumpfbeine bereits
ein gutes Stiick gewachsen sind, wahrend sich die anderen Beine noch im Knospenstadium
befinden: die altesten im Rumpfsegment 4, die jungsten im Rumpfsegment 8 (Abb
3.25H,1).

Zusatzlich zur eben beschriebenen segmentalen Expression, konnte Gm-DIl mRNA
auch in weiteren Strukturen nachgewiesen werden. Uber die gesamte
Embryonalentwicklung hinweg zeigt sich Expression im Labrum und in den Analklappen.
Im Zentralnervensystem ist die Expression auf das Gehirn beschrankt (Abb. 3.25D-I). Im
Stadium 1 wird der gesamte vordere Teil des Keimstreifs von einer diffusen Farbung
ausgefullt (Abb. 3.25A), ahnlich zu Berichten aus der Entwicklung von Drosophila
(Kumar und Moses, 2001). Im Stadium 2 hat sich diese anteriore Farbung auf einige
Flecken in den Kopflappen reduziert (Abb. 3.25D). Diese Flecken bleiben auch wéhrend
der Stadien 3 und 4 erhalten (Abb. 3.25E,F). Das Fleckenmuster wird im Stadium 5
deutlich komplexer (Abb. 3.25G), 16st sich aber im Stadium 6 wieder in eine recht diffuse
Farbung auf (Abb. 3.25H,I). Die Lage dieser Flecken deckt sich gut mit der erwarteten
Lage der Lobi optici ("Augenlappen") und der Corpora pedunculata ("Pilzkorper").

Das Expressionsmuster von Gm-DIl ist dynamisch und @ndert sich in den einzelnen
Entwicklungsstadien. Das ist besonders in den Mundwerkzeugen zu beobachten. Im
Maxillarsegment schwicht sich die pramorphogenetische Expression ab, sobald die
Knospen der Maxillen erscheinen (Stadium 3; Abb. 3.25E) und wird im Stadium 4 durch
die Expression in den Anlagen der zwei sensorischen Maxillar-Taster ersetzt (Abb. 3.25F;
3.26D). In der Folge bewegen sich die Maxillen auf die ventrale Mittellinie zu. Das fuhrt
dazu, daf} die Maxillen im Stadium 5 sehr dicht beieinander liegen. Eine Expression von
Gm-DIll ist nun auch in der Anlage des Lobus interior zu sehen (Abb. 3.26E). Im Stadium 6
haben die Maxillen damit begonnen, miteinander zu verwachsen, um so das
Gnathochilarium (Unterlippe) zu bilden und miussen fur die Préaparation

auseinandergerissen werden. Der seitliche (aullere) Teil jeder Halfte der Gnathochilarium-
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Anlage wird zu Cardo und Stipes. Die Anlagen der zwei Palpen des Stipes exprimieren
immer noch Gm-DIl (Abb. 3.26F). Der mittlere (innere) Teil jeder Hilfte der
Gnathochilarium-Anlage tragt zur Bildung der Intermaxillarplatte bei. In der sich
entwickelnden Intermaxillarplatte exprimieren die Anlagen der Lobi interiori ebenfalls
Gm-DII (Abb. 3.26F).

Zeitgleich mit dem Erscheinen der Mandibelknospen im Stadium 3 nimmt die
zuvor noch starke pramorphogenetische Expression im Mandibularsegment rasch ab und
wird im Stadium 4 schlieBlich durch Expression in drei kleinen Zellgruppen ersetzt (Abb.
3.26G). Die inneren zwei Zellgruppen befinden sich im Internlappen, wahrend die seitliche
Zellgruppe im Externlappen liegt. Im Stadium 5 verstiarkt sich die Expression im
Externlappen und im Internlappen exprimieren nun drei Zellgruppen Gm-DIl (Abb.
3.26H). Im Stadium 6 ist die Expression schwécher und diffus. Etwas starkere Expression
zeigt sich in zwei undeutlichen Streifen, einer davon im Externlappen, der andere im
Internlappen (Abb. 3.26I).

In der Antenne und in den Rumpfbeinen 1-3 findet sich Gm-DIl Expression im
distalen Teil der Extremitaten. Die Expression in der Antenne ist iiberaus stark, schwacht
sich aber im Stadium 6 ab (Abb. 3.26J,K). Die Expression in den Rumpfbeinen ist
ebenfalls stark, wird aber im Stadium 6 leicht ungleichmafig (Abb. 3.26A,B). In Embryos
kurz vor Abscheidung der Embryonalkutikula (sehr spates Stadium 6, die obere
Altersgrenze fur Embryos die fur in-situ Hybridisierung zuganglich sind) hat die
Expression von Gm-DIl in terminalen und medialen Zellen abgenommen, ist jedoch in

supraproximalen und subterminalen Zellen weiterhin stark (Abb. 3.26C).

Die Expression von dachshund in Glomeris marginata

Eine Expression von Gm-dac ist in mehreren Organanlagen nachweisbar. Die
ausgedehnteste Expression findet sich im Zentralnervensystem (ZNS) und ist dort iiberdies
auch sehr dynamisch. Die fritheste Expression im ZNS zeigt sich im Gehirn (Stadium 2)
als Fleck, der grob den sich entwickelnden Sehzentren entspricht (Abb. 3.27A). Die
Expression im Gehirn gewinnt schnell an Komplexitat und in alteren Stadien exprimieren
viele Zellen des Proto- und Deutocerebrums das Gen Gm-dac (Abb. 3.27H). Im
Bauchmark beginnt die Expression im fruhen Stadium 3 im Mandibular- und
Pramandibularsegment (Abb. 3.27C,D), wird aber schon kurz danach in den ubrigen
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Kopfsegmenten und den ersten drei Rumpfsegmenten angeschaltet, mit Ausnahme jedoch
des Postmaxillarsegments (Abb. 3.27E). Hier ist der Beginn der Gm-dac Expression
verzogert und erscheint erst im Stadium 4. Wahrend der Reifung durchlauft jedes
Rumpfsegment die raumlich und zeitlich gleiche (stereotype) Abfolge von Gm-dac
Aktivierung in einer stetig wachsenden Zahl neuroektodermaler Zellen, die sehr an die
Bildung der Neuroblasten in Drosophila in mehreren diskreten Wellen erinnert (Goodman
und Doe, 1993). Allerdings scheinen diese neuroektodermalen Zellen in Glomeris nicht
direkt mit echten Neuroblasten vergleichbar zu sein (Dove und Stollewerk, 2003).

Starke Expression findet sich auch in den Analklappen und, in dlteren Stadien, von
dort ausgehend entlang der seitlichen Rénder der Wachstumszone (Abb. 3.27A,C.E,G,]).
Diese Expression steht moglicherweise mit der Bildung des Proktoddums und anderer
Teile des hinteren Teils des Verdauungsystems in Zusammenhang. Schwiachere Expression
zeigt sich seitlich im Postmaxillarsegment und allen Rumpfsegmenten, sobald sie sich von
der Wachstumszone abgelost haben (Abb. 3.27C,E). Im Stadium 6 ist diese laterale
Expression jedoch auf das sich bildende Herz beschrankt (Abb. 3.27J). SchlieBlich ist auch
im Labrum Expression nachweisbar, mit zunehmender Stiarke von Stadium 3 bis 6 (Abb.
3.27D-I).

Ahnlich wie Gm-DII so ist auch bei Gm-dac eine pramorphogenetische Expression
nachweisbar, welche die Bildungsorte der Gliedmallen vorzeichnet. Das trifft allerdings
nur auf das Antennal-, Mandibular- und Maxillarsegment zu (Abb. 3.27A,B). Ein
pramorphogenetisches Signal zeigt sich nicht in anhangslosen Kopfsegmenten oder in den
Rumpfsegmenten. In den Beinen der Rumpfsegmente 1-3 wird Gm-dac zum ersten Mal im
Stadium 3 exprimiert, wenn die Beinknospen erscheinen. In diesem Stadium umgibt die
Expression die Beinknospe ringformig etwas oberhalb der GliedmaBenbasis. Im Stadium 4
ist Gm-dac deutlich auf mediale Bereiche der PD-Achse der Beine beschrankt (Abb.
3.27E,F). Im Stadium 5 beginnt die Expression allerdings auf proximale Bereiche
uberzugreifen (Abb. 3.28A) und im Stadium 6 ist Gm-dac auch proximal in den Beinen
exprimiert, wenn auch deutlich schwicher als im medialen Bereich (Abb. 3.28E).
Zusitzlich dazu wird das Gen Gm-dac im Stadium 6 in einer kleinen Zellgruppe ventraler
PNS Zellen nahe der Beinspitze exprimiert.

In der Antenne ist Gm-dac ebenfalls ringformig im medialen Bereich der PD-Achse
exprimiert. Zunéchst ist dieser Expressionsring schmal (Stadium 3), erweitert sich aber
bald (Stadium 4) und teilt sich schlieBlich in zwei unvollstindig getrennte Ringe auf
(Stadium 5 und 6; Abb. 3.28D,H). Im Gegensatz zu den Rumpfbeinen bleiben die
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proximalen Bereiche der Antenne stets frei von Gm-dac Expression. Ahnlich wie in den
Rumpfbeinen ist Gm-dac auch in der Antenne im PNS exprimiert. Mit Beginn des
Stadiums 3 findet sich starke Expression in den Anlagen der vier Sinneszapfen an der
Spitze der Antennen (Abb. 3.28D,H).

Im Gegensatz zu den Rumpfbeinen und den Antennen ist Gm-dac in den
MundgliedmaBen niemals in einer Art und Weise exprimiert, die eine Rolle bei der
Festlegung der medialen Anteile der PD-Achse nahelegen wirde. Im Stadium 3 zeigt sich
starke Expression in den Knospen der Mandibeln und Maxillen (Abb. 3.27C). Diese
homogene Expression wird im Stadium 4 in beiden Gliedmalen durch ein komplexeres
Muster ersetzt. In der Maxille ist eine starke aber diffuse Expression von Gm-dac in der
Anlage des Stipes nachzuweisen und eine separate Expressionsdomine zeigt sich im
Gewebe, das zur Bildung der Intermaxillarplatte beitragen wird (nicht gezeigt). Im
Stadium 5 erscheint die Expression im Stipes zweigeteilt (Abb. 3.28B) und im Stadium 6
lost sich das gesamte Expressionsmuster in mehrere kleine Zellgruppen auf, die innerhalb
der Primordien sowohl der Sinnes-Palpen des Stipes, als auch der Lobi interiori der
Intermaxillarplatte liegen (Abb. 3.28F). In den Mandibeln zeigen im Stadium 4 und 5 die
Externlappen sehr starke Expression, wéhrend im Internlappen mehrere kleine Gruppen
von Zellen Gm-dac exprimieren (Abb. 3.28C). Die starke Expression im Externlappen
bleibt in der Folge erhalten, wohingegen die Expression im Internlappen zunehmend diffus

wird (Abb. 3.28G).
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Abbildung 3.20

Phylogenetische Analyse von Homododomianen-Proteinen aus Drosophila melanogaster die
Verwandtschaft zum 93D/E Cluster haben. Einbezogen sind auch DI//-Proteine aus verschiedenen
Arthropodenarten. Dargestellt ist das ungewurzelte majority-rule Konsensusphylogramm, das aus
1000 Zwischenbaumen errechnet wurde, die mit der Quartet Puzzling Methode nach Strimmer und
von Haeseler (1996) erzeugt wurden. Die Zahlen an den Kanten geben die sog. reliability values
an. Abkuirzungen: sieche Abkiuirzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.21

Phylogenetische Analyse der Ski/Sno- und dac-Proteine aus verschiedenen Metazoa. Dargestellt ist
das ungewurzelte majority-rule Konsensusphylogramm, das aus 1000 Zwischenbaumen errechnet
wurde, die mit der Quartet Puzzling Methode nach Strimmer und von Haeseler (1996) erzeugt
wurden. Die Zahlen an den Kanten geben die sog. reliability values an. Abkurzungen: siehe
Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.22

Expression von Cs-dac und Cs-DIl. (A-C) Expression von Cs-dac in sukzessive ilteren
Umrollungsstadien. Pedipalpen und Beine exprimieren Cs-dac (schwarze Pfeile in A), die
Cheliceren nicht (weiller Pfeil in A). Sternchen in C: proximale dorsale Expression in den
Pedipalpen und Laufbeinen. A,B sind Ventralansichten; C ist eine Lateralansicht. (D) Expression
von Cs-dac in élteren Beinknospen bei etwa 125 hnE. (E) Expression von Cs-DIl in jungen
Beinknospen bei etwa 90-100 hnE. (F-H) Expression von Cs-DI/! in den Laufbeinen bei etwa 140,
170, 230 hnE (von F nach H). (I-J) Nachweis von Cs-dac (violett-braun) und Cs-DII (blau) im
selben Praparat. Koexpression (co) erscheint dunkel-violett. (I) Bein bei etwa 140 hnE. (J) Bein bei
etwa 230 hnE. (K-M) Expression von Cs-dac in den Laufbeinen bei etwa 140, 170, 230 hnE (von K
nach M). Pfeil in L: proximale dorsale Domiane. Pfeil in M: Expression (vermutlich) im PNS des
Tarsus. Abkurzungen: siehe Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abb. 3.22
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Abbildung 3.23

Expression von Cs-DI! in den GliedmaBlen. (A,B) Chelicere, (C,D) Pedipalpus, (E,F) Laufbein bei
jeweils etwa 150 und 230 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Pfeil in D: Expression im
Gnathenditen des Pedipalpus. Abkuirzungen: siehe Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.24

Expression von Cs-dac in den GliedmaBen. (A,B) Chelicere, (C,D) Pedipalpus, (E,F) Laufbein bei
jeweils etwa 150 und 230 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Pfeil in D,F: diffuse
Expression in der Coxa, die moglicherweise mit der Bildung des PNS in Zusammenhang steht.
Abkurzungen: siehe Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.25

Expression von Gm-DIl in Glomeris Embryos. (A) Stadium 1. (B) Detail des Embryos in A;
beachte die Expression im Pramandibularsegment (Sternchen). (C) Stadium 2. (D) Ansicht des
Kopfes des Embryos in C; beachte die jetzt fehlende Expression im Pramandibularsegment
(Pfeile). (E) Stadium 3. (F) Stadium 4. (G) Stadium 5. Die Einsatz-Abbildung zeigt die
KopfgliedmaBen Antenne (oben), Mandibel (Mitte), Maxille (unten) in der naturlichen Lage. (H)
Stadium 6. (I) Stadium 6.1. A-G sind Ventralansichten. H,I sind Lateralansichten. Die Ziffern
bezeichnen die Rumpfsegmente. Weitere Abkiirzungen: sieche Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.26

Expression von Gm-DI! in den GliedmaBen. (A-C) Rumpfbein. (D-F) Maxille. (G-I) Mandibel.
(J,K) Antenne. Die Pfeilkopfe in C deuten auf die zwei Gebiete stirkerer Expression in sehr alten
Embryos des Stadiums 6. Dazwischen und an der Beinspitze ist die Expression schwacher. Die
Pfeile in D deuten auf Expression in den Primordien der zwei Sinnespalpen. Der Pfeil in E zeigt die
Expression im sog. Lobus interior an. Der Pfeilkopf in F deutet auf die Stelle, an der die bereits
verschmolzenen Maxillen zwecks Praparation auseinandergerissen werden mufiten. Abkuirzungen:
siehe Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abb. 3.26
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Abbildung 3.27

Expression von Gm-dac in Glomeris Embryos. (A) Stadium 2. (B) Spates Stadium 2. (C,D)
Stadium 3. In D ist nur der Kopf gezeigt. Das Sternchen kennzeichnet die Expression im
Neuroektoderm des Pramandibular- und Mandibularsegments. (E) Stadium 4. Die Pfeilkopfe
deuten auf die Expression im Herz. (F) Stadium 4. (G,H) Stadium 4.1. In H ist nur der Kopf
gezeigt. (I) Stadium 5. (J) Stadium 6.1. A-E und G-I sind Ventralansichten. F und J sind
Lateralansichten. Die Ziffern kennzeichnen die Rumpfsegmente. Weitere Abkiirzungen: siehe
Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.28

Expression von Gm-dac in den GliedmaBen. (A,E) Rumpfbein. (B,F) Maxille. (C,G) Mandibel.
(D,H) Antenne. Die Sternchen kennzeichnen jeweils Expression im Neuroektoderm (gehort nicht
zu den GliedmaBen). Die Pfeile in D,H deuten auf die Expression in den vier Sinneszapfen (siche
auch Einsatz-Bild in D: Antennenspitze von distal betrachtet). Der Pfeilkopf in E deutet auf eine
kleine ventrale Expressionsdomane (moglicherweise im PNS). Abkiirzungen: siehe
Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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3.1.3.2 extradenticle und homothorax

Die Gene exd und hth gehoren beide zur Gruppe der TALE Homeoboxgene, deren
Genprodukte sich durch eine um drei Aminosauren erweiterte Homoodomine auszeichnen
(Burglin, 1997; Burglin, 1998). In der phylogenetischen Analyse werden sowohl die hth
als auch die exd Gene aus Glomeris und Cupiennius zusammen gruppiert und bilden die

Schwestergruppe zu den hth- bzw. exd-Genen aus Insekten (Abb. 3.29; 3.30).

Die Expression von extradenticle und homothorax in Cupiennius salei

In Drosophila sind die beiden Gene exd und Ath an der Entwicklung vieler Organe beteiligt
und daher auch grofflachig und uiberwiegend diffus exprimiert (Kurant et al., 1998; Pai et
al., 1998; Rieckhof et al., 1997; Rauskolb et al., 1993; Flegel et al., 1993). In Cupiennius
zeigen alle vier Homologa ebenfalls ein relativ diffuses Expressionsmuster. Cs-hth-1 ist im
GroBteil der Zellen des Keimstreifs schwach exprimiert (Abb. 3.31B,D). Lediglich der
Kopf wird ausgespart; hier findet sich nur im anterioren Teil des Gehirns eine schwichere
Expression (Abb. 3.31A,C). Ganz dhnlich (mit Ausnahme der Gliedmalen, siehe unten) ist
die Expression von Cs-hth-2 (Abb. 3.31 und Daten nicht gezeigt). Das Gen Cs-exd-1 ist
diffus im gesamten Keimstreif exprimiert, einschlieBlich der Kopflappen (Abb. 3.31E-G),
wiahrend Cs-exd-2 die Kopflappen, dhnlich wie Cs-hth-1 ausspart (Abb. 3.311).

In Drosophila ist das exd Gen uber die gesamte Lange des Beins exprimiert. Die
Expression seines Kofaktors hth ist dagegen auf den proximalen Teil beschrankt. Da die
Genprodukte beider Gene nur als Paar funktionell sind, bestimmt dieser proximale Bereich
der Koexpression zugleich den Funktionsbereich der beiden Gene. Im Gegensatz zu den
thorakalen Beinen bei Drosophila ist keines der beiden exd Gene aus Cupiennius im
gesamten Bein exprimiert. Die Expression von Cs-exd-1 ist am proximalen Ende der
Laufbeine am starksten und nimmt dann in Richtung auf das distale Ende sehr rasch an
Starke ab (Abb. 3.32E-G; 3.33E,F). In den dltesten Embryonalstadien zeigt sich Cs-exd-1
Expression in der Coxa und reicht sehr schwach noch bis in den Trochanter hinein.
Zusitzlich findet sich ein Ring von Cs-exd-1 Expression auf Hohe der Patella. Das zweite
exd Gen, Cs-exd-2, ist in Ringen exprimiert; einer auf der Hohe des Trochanters und ein
zweiter im Bereich der Patella. Dazu gibt es noch eine bandformige Expressionsdomine in
der Coxa (Abb. 3.32H).
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Die Expression der beiden exd Gene im Pedipalpus gleicht weitgehend der in den
Laufbeinen. In jungeren Stadien wird Cs-exd-1 in einer proximalen Doméne exprimiert,
die jedoch nach distal hin nicht so rapide an Starke abnimmt, wie es in den Laufbeinen der
Fall ist (Abb. 3.33C). Somit reicht die Cs-exd-1 Expression in den Pedipalpen zunichst
weiter nach distal als in den Laufbeinen. Nichtsdestotrotz ist das Expressionsmuster in den
beiden GliedmaBentypen in den altesten Embryonalstadien fast vollig identisch (vgl. Abb.
3.33D und F). Cs-exd-2 ist im Pedipalpus dhnlich wie in den Laufbeinen in zwei Ringen
(im Trochanter und in der Patella) exprimiert. Zusatzlich wird Cs-exd-2 sehr stark im
Coxalendit exprimiert (nicht gezeigt; siehe Prpic (2000)). In der Chelicere schlieBlich ist
Cs-exd-1 ubiquitar exprimiert und ist somit nicht auf proximale Bereiche beschrinkt (Abb.
3.33A). Erst in sehr alten Stadien tritt distal eine Reduktion der Expressionsstarke auf
(Abb. 3.33B, Pfeilkopf). Cs-exd-2 wird in der Chelicere in einem breiten Band etwa auf
halber Hoher der Extremitit exprimiert (nicht gezeigt; siehe Prpic (2000)).

So wie die Bein-Expression der zwei exd Gene aus Cupiennius keine
offensichtliche Ahnlichkeit mit dem exd Expressionsmuster aus Drosophila zeigt, gilt
Gleiches auch fur die beiden hth Gene aus Cupiennius. Cs-hth-1 ist nahezu uber die
gesamte Lange der Laufbeine exprimiert, nur die distale Spitze bleibt frei von Expression
(Abb. 3.32A-C; Abb. 3.34C,F). Sehr spit erscheint hier ein schmaler Ring von Cs-hth-1
Expression. Cs-hth-2 weist ein sehr iiberraschendes Muster auf; das Gen ist in einem
segmental wiederholten Muster exprimiert, wobei jedem zukunftigen Gelenk ein
Expressionsring zukommt (Abb. 3.32D).

Im Pedipalpus ist Cs-hth-1 genauso wie in den Laufbeinen in der gesamten
Extremitéat exprimiert, mit Ausnahme der Zellen an der Spitze (Abb. 3.34B.E). Dort zeigt
sich spéter ebenfalls ein schmaler zusiatzlicher Expressionsring. Cs-hth-2 ist auch im
Pedipalpus in segmentalen Ringen exprimiert (nicht gezeigt; siehe Prpic (2000)). In der
Chelicere zeigt Cs-hth-1 eine starke ubiquitare Expression (Abb. 3.34A,D). Diese bleibt
uber alle Entwicklungsstadien erhalten. Cs-hth-2 ist in einem breiten Band um die Mitte
der Chelicere herum exprimiert; spater ist auch in der Spitze der Chelicere eine Expression

von Cs-hth-2 zu sehen (nicht gezeigt; siche Prpic (2000)).
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Die Expression von extradenticle und homothorax in Glomeris marginata

Sowohl Gm-exd als auch Gm-hth sind in den meisten Zellen des Keimstreifs exprimiert.
Das wesentlich schwéchere Hybridisierungs-Signal von Gm-exd legt nahe, dal Gm-exd
signifikant schwiacher exprimiert ist als Gm-hth; allerdings wurden keine quantitativen,
vergleichenden Messungen durchgefuhrt. Gm-exd ist in vielen Bereichen des sich
entwickelnden Gehirns nur schwach exprimiert (Abb. 3.35A-D), wohingegen Gm-hth in
den meisten Zellen des Proto- und Deutocerebrums stark exprimiert ist (Abb. 3.35LJ). Die
Expression von Gm-hth in den Lateralplatten der Segmente ist sehr ausgepragt (Abb.
3.35G-L), wahrend Gm-exd in den Lateralplatten zuniachst nur schwach exprimiert ist und
spater vollig fehlt (Abb. 3.35 B-F). Die Expression von Gm-exd erscheint gleichmaBig
verteilt, wohingegen die Expressionsstarke von Gm-hth deutlich heterogen ist, was darauf
hindeuten konnte, dal die Expression dieses Gens einer strikten raumlichen Regulation
unterliegt.

In den Rumpfbeinen ist die Expression von Gm-exd auf proximale Bereiche
beschriankt (Abb. 3.36A), wihrend Gm-hth in proximalen und medialen Bereichen
exprimiert ist (Abb. 3.36E). In beiden Fillen ist die Spitze der Beine frei von Expression.
In der Antenne erscheint Gm-hth Expression gleichméfig in der gesamten Extremitét
verteilt zu sein (Abb. 3.36H). Im Gegensatz dazu ist Gm-exd in der Antenne in einem
komplexeren Muster exprimiert (Abb. 3.36D). Es besteht aus starker Expression in
proximalen Zellen, distal gefolgt von zwei schmalen Ringen von schwacher bzw. starker
Expression. Zellen an der Spitze der Antenne exprimieren Gm-exd nicht. In den
MundgliedmalBlen ist die Expression von Gm-exd und Gm-hth ubiquitér, aber nicht ganz

einheitlich verteilt (Abb. 3.36B,C,F,G).

Die Expression von extradenticle und homothorax in Tribolium castaneum

Die Gene Tc-exd und Tc-hth sind in einem Grofteil der Zellen des sich entwickelnden
Keimstreifs von Tribolium exprimiert. Hier soll nur die Expression in den thorakalen
Beinen betrachtet werden. Ahnlich wie in Drosophila ist Tc-exd wahrend der gesamten
Beinentwicklung ubiquitar exprimiert (Abb. 3.37A,B). Im Gegensatz dazu ist Tc-hth schon
in friuhen Entwicklungsstadien auf die Basis der Beinknospen beschrankt (Abb. 3.37C).
Spater ist der gesamte distale Teil der Beine frei von Tc-hth Expression. Die proximale
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Expressionsdomdne zeigt etwa ab Beginn der Keimstreif-Retraktion eine
Substrukturierung: ganz an der Basis der Beine und in einem Ring etwas distal davon ist
Tc-hth sehr stark exprimiert; dazwischen liegt ein Bereich schwicherer Expression (Abb.
3.37 D,E). Somit zeigt Tribolium bezuglich der Expression von exd und Ath in den Beinen

Ahnlichkeiten zu Drosophila, aber deutliche Unterschiede zu Glomeris und Cupiennius.
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Abbildung 3.29

Phylogenetische Analyse von hth-Proteinen und #dhnlichen Proteinen aus verschiedenen
Arthropoden, der Maus und Caenorhabditis elegans. Dargestellt ist das ungewurzelte majority-rule
Konsensusphylogramm, das aus 1000 Zwischenbaumen errechnet wurde, die mit der Quartet
Puzzling Methode nach Strimmer und von Haeseler (1996) erzeugt wurden. Die Zahlen an den
Kanten geben die sog. reliability values an. Abkuirzungen: siehe Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.30

Phylogenetische Analyse von exd-Proteinen und #dhnlichen Proteinen aus verschiedenen
Arthropoden, der Maus und Caenorhabditis elegans. Dargestellt ist das ungewurzelte majority-rule
Konsensusphylogramm, das aus 1000 Zwischenbaumen errechnet wurde, die mit der Quartet
Puzzling Methode nach Strimmer und von Haeseler (1996) erzeugt wurden. Die Zahlen an den
Kanten geben die sog. reliability values an. Abkiirzungen: siche Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.31

Expression von Cs-hth-1 (A-D), Cs-exd-1 (E-G), Cs-hth-2 (H) und Cs-exd-2 (1) in Cupiennius
Embryos. A,C zeigen den Kopf, B.E,H das Prosoma, D das Opisthosoma. F,G,I sind leicht schrage
Lateralansichten. A,B etwa 110 hnE. C,D etwa 160 hnE. E,F etwa 180 hnE. G-I etwa 200 hnE
Abkiirzungen: sieche Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.32

Expression von Cs-hth-1 (A-C), Cs-exd-1 (E-G), Cs-hth-2 (D) und Cs-exd-2 (H) in den Laufbeinen
bei jeweils etwa 140, 160, 230, 230 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Der Pfeil in C deutet
auf den spat erscheinenden distalen Expressionsring. Das Sternchen in F,G markiert den
Expressionsring im Muster von Cs-exd-1. Das Muster von Cs-exd-2 besteht aus drei Ringen (Pfeil
und Pfeilkopfe in H). Abkiirzungen: siehe Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abb. 3.31

Abb. 3.32
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Abbildung 3.33

Expression von Cs-exd-1 in den GliedmaBen. (A,B) Chelicere, (C,D) Pedipalpus, (E,F) Laufbein
bei jeweils etwa 150 und 230 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Pfeil in D,E: distaler
Expressionsring. Pfeilkopf in B: abgeschwachte Expression in der Chelicerenspitze. Abkuirzungen:
siche Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.34

Expression von Cs-hth-1 in den GliedmaBen. (A,D) Chelicere, (B,E) Pedipalpus, (C,F) Laufbein
bei jeweils etwa 150 und 230 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Pfeil in E,F: spit
erscheinender distaler Expressionsring. Abkiirzungen: siehe Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.35

Expression von Gm-exd (A-F) und Gm-hth (G-L) in Glomeris Embryos. (A) Stadium 1. (B)
Stadium 3. (C) Stadium 4. (D) Stadium 4.1. (E) Stadium 5. (F) Fruhes Stadium 6. (G) Stadium 2.
(H) Stadium 3. (I) Stadium 4. (J) Stadium 5. (K) Stadium 6. (L) Stadium 6.1. Die Pfeilkopfe in J
zeigen die Expression in den sog. Seitenplatten. A-D und G-K sind Ventralansichten. E,F,L. sind
Lateralansichten. Die Ziffern bezeichnen die Rumpfsegmente. Weitere Abkiirzungen: siehe
Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.36

Expression von Gm-exd (A-D) und Gm-hth (E-H) in den GliedmaBen bei Stadium 6.1. (A,E)
Rumpfbein. (B,F) Maxille. (C,G) Mandibel. (D,H) Antenne. Der Pfeil und der Pfeilkopf in D
deuten je auf einen Ring schwicherer bzw. starkerer Expression, die sich beide distal an die
proximale Expressionsdoméne anschliefen. Abkiirzungen: siehe Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.37

Expression von Tc-exd (A,B) und Tc-hth (C-E) in Tribolium Embryos. (A) Embryo bei voller
Keimstreif-Streckung. Nur die Thoraxsegmente sind abgebildet. (B) Embryo wahrend der
Keimstreif-Verkuirzung. Ebenfalls nur Thoraxsegmente. (C) Wiahrend der Keimstreif-Streckung
sind die Spitzen der Extremitatenknospen von Tc-hth Expression ausgenommen. (D) Prapariertes
thorakales Bein eines Embryos wahrend der Keimstreif-Verkiirzung. Das Expressionsmuster
besteht aus einer proximalen Expression und einem etwas distal davon gelegenen Ring. (E)
Embryo mit vollstindig verkurztem Keimstreif. A-C sind Ventralansichten. E ist eine
Lateralansicht. Abkuirzungen: siehe Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abb. 3.37

109



Kapitel 3: Ergebnisse

3.1.4 Die Bein-Segmentierungs-Gene

3.1.4.1 Der Notch-Signalweg und seine Effektoren

Die Expression von Notch in Cupiennius salei

Notch ist in den meisten embryonalen Geweben von Cupiennius exprimiert. Die
Orthologie, das allgemeine Expressionsmuster und die Rolle des Gens wiahrend der
Entwicklung des Nervensystems und der Korpersegmentbildung sind bereits eingehend
studiert worden (Stollewerk, 2002; Stollewerk et al., 2003). Im Rahmen der vorliegenden
Untersuchungen soll deshalb das Hauptaugenmerk auf der Expression von Notch wihrend
der Extremitatenentwicklung liegen. In den Extremitatenknospen bis etwa 150 hnE ist Cs-
Notch nur sehr schwach und ohne erkennbares Muster exprimiert (nicht gezeigt). In der
Chelicere bleibt die Expression auch uber diesen Zeitpunkt hinaus schwach und ohne
fassbare Musterbildung (Abb. 3.38A-E). Im Pedipalpus und in den Laufbeinen dagegen
zeigen sich ab etwa 150 hnE neben einer deutlichen Expression an der Basis auch zwei
weitere, ringformige Domianen (Abb. 3.38F,K). Diese sind jedoch so schwach, daf} sie nur
schwer zur Darstellung gebracht werden konnen. Im Pedipalpus werden im weiteren
Verlauf diese zwei Domanen starker und somit deutlich sichtbar und kommen schlielich
an der distalen Grenze des Femur bzw. der Tibia zu liegen (Abb. 3.38G-J). Daruiber hinaus
kommen sukzessive weitere ringformige Domanen hinzu, die, ebenso wie die alteren
Domainen, erst sehr schwach in Erscheinung treten und dann stindig starker werden. So
erscheint ab etwa 180 hnE eine distale Doméane, welche schlieBlich in der Patella zu liegen
kommt (Abb. 3.38H-J). Desweiteren erscheint ab etwa 200 hnE eine mediale Domine, die
im Trochanter zu liegen kommt (Abb. 3.381,J). Nahe der Extremititenspitze zeigt sich ab
etwa 170 hnE auBlerdem eine diffuse Expression (Abb. 3.38G-J).

In den Laufbeinen zeigt sich ein ganz ahnliches Expressionsprofil. Der einzige
Unterschied betrifft den Metatarsus, der ja im Pedipalpus fehlt. Hier zeigt sich etwa ab 170
hnE eine ringformige Domine, die naturgemdll im Pedipalpus fehlt (Abb. 3.38L-0O). Auf
Grund der Schwiche durch die sich die Nofch-Expressionsdomédnen auszeichnen, konnte
der Ursprung dieser beinspezifischen Domiane nicht eindeutig geklart werden. Es bleibt
aber festzuhalten, dall im Expressionsprofil von Cs-Ser (siehe unten) dem Erscheinen der
ringformigen Doménen im Notch-Expressionsprofil jeweils dhnliche, aber komplementére

Dominen zeitlich vorangehen. Beispielsweise weist das Cs-Ser Expressionsmuster im Bein
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bei etwa 150 hnE bereits 3 distale/mediale Ringe auf (Abb. 3.40I), wahrend das Cs-N
Expressionsmuster erst 2 solche Ringe zeigt (Abb.3.38K). Da Ser in Drosophila ein Notch-
Ligand und somit ein Aktivator des Notch-Signalweges ist, liegt die Vermutung nahe, daf3
der Cs-Notch-Expressionsring im Metatarsus (der dritte Ring des Cs-Notch-Profils) durch
den benachbarten und zeitlich vor ihm erscheinenden dritten Cs-Ser-Ring erzeugt wird.
Der metatarsale Cs-N-Ring erscheint demnach wahrscheinlich (ebenso wie die ubrigen
Ringe des Cs-N-Expressionsprofils) de novo, auch wenn dies im Préaparat nicht dargestellt

werden konnte.

Die Expression der DSL-Gene in Cupiennius salei

Die Gene Serrate (Ser) und Delta (DI) in Drosophila sind sich strukturell sehr dhnlich und
dienen beide als Liganden fur den Rezeptor Notch (z.B. Klueg und Muskavitch, 1999). Sie
gehdoren zu einer groBeren Genfamilie, die als DSL-Genfamilie bezeichnet wird
(Lissemore und Starmer, 1999). Aus Cupiennius sind insgesamt drei Fragmente bekannt,
die eine Ahnlichkeit zu den DSL-Genen aufweisen. Es sollte daher zundchst deren
Orthologie geklart werden. In der phylogenetischen Analyse bilden die Ser Gene aus
Cupiennius, Drosophila, Tribolium, Anopheles und die Jagged Gene aus der Maus
erwartungsgemal eine Gruppe (Abb. 3.39). Diese Gruppierung ist allerdings statistisch
nicht signifikant unterstuitzt (reliability value = 34). Die Auflosung der phylogenetischen
Analyse erlaubt mithin keine Trennung zwischen den DSL-Genen aus Caenorhabditis und
den Ser/Jag Genen. Allerdings sind die Ser/Jag Gene signifikant von den DI/ Genen
getrennt (reliability value = 60). Somit konnen relativ sicher zwei DI Homologa und ein
Ser Homologon in Cupiennius angesprochen werden.

Von den DI Genen ist zumindest Cs-DI-1 zeitweise in Ringen in den Beinen
exprimiert (Daten nicht gezeigt). Aus Zeitgrinden wurde die genauere Expressions- und
Funktionsanalyse jedoch nicht mit den Delta Genen, sondern nur mit Cs-Ser durchgefuhrt.
Die Studien zu Cs-DI-1 und Cs-DI-2 sollen im Anschluf} an die hier vorgestellten Arbeiten
weitergefuhrt werden.

Das Gen Cs-Ser ist allgemein schwach und nahezu ubiquitiar exprimiert (Daten
nicht gezeigt). Im Neuroektoderm (mit Ausnahme des Gehirns selbst) ist das Gen offenbar
nicht exprimiert. In jungen Stadien zeigen sich in der Wachstumszone ganz schwache

segmentale Streifen (nicht gezeigt). In den GliedmaBen ist das Gen ubiquitar exprimiert,
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zeigt aber ein sehr dynamisches Muster, zusammengesetzt aus starker und schwacher
Expression. In den Knospen aller prosomalen GliedmaBen ist Cs-Ser einheitlich und relativ
stark exprimiert (Abb. 3.40A,D,G). In der Chelicere 4ndert sich bald darauf an der Spitze
die Expressionsstarke (Abb. 3.40C), worauf sich ein subterminaler Ring sehr starker
Expression bildet, dem ein Ring sehr schwacher Expression folgt (Abb. 3.41A). Den
Abschluf} bildet eine Kappe maBig starker Expression. Dieses Muster bleibt uiber die
gesamte Entwicklung erhalten (Abb. 3.41A-C; 3.42A-C).

Im Pedipalpus und in den Laufbeinen entstehen aus der einheitlichen Expression
langsam Ringe starkerer Expression und dazwischen liegend Bereiche schwicherer
Expression (Abb. 3.40E,H). Bei etwa 150 hnE haben sich im Pedipalpus zwei Ringe, im
Laufbein drei Ringe gebildet. Dieser Unterschied ist verstandlich, da der distalste der drei
Ringe im Bein im Bereich des zukiinftigen Metatarsus entsteht, der bekanntlich im
Pedipalpus fehlt. Zusatzlich zu den zwei bzw. drei Ringen erscheint eine ganz proximale
Expressionsdoméne und an der Spitze ist ebenfalls eine Expression nachzuweisen. Diese
Dominen und Ringe bleiben wahrend der gesamten Entwicklung erhalten. Dazu kommen
weitere Ringe die de novo auf der Hohe des Trochanter und der Patella auftauchen (Abb.
3.41D-F, G-I). Eine Besonderheit im Laufbein ist die Aufspaltung des distalsten Rings ab
etwa 180 hnE (Abb. 3.42G-L). Die zwei resultierenden Ringe liegen schlielich am Beginn
und am Ende des Metatarsus. In beiden GliedmalBentypen treten in spateren Stadien
segmental wiederholt Punkte sehr starker Expression hervor, wiahrend die
Expressionsstiarke der Ringe nachlasst (Abb. 3.42D-F, G-I). Bei diesen Punkten handelt es

sich moglicherweise um Vorldaufer von Sinnesorganen (siehe dazu auch Cs-h unten).

Die Expression von hairy in Cupiennius salei

In Cupiennius ist bislang nur ein einziges Gen der hairy-bHLH Genfamilie (z.B. Fisher
und Caudy, 1998) bekannt. In einer friiheren Orthologie-Analyse (Damen et al., 2000) ist
es dem Drosophila Gen hairy zugeordnet worden. Die Expression in den Beinen von
Cupiennius (siche nachfolgend) scheint dieser Auffassung jedoch zu widersprechen,
weshalb eine neue Orthologie-Analyse durchgefuhrt wurde. Allerdings belegt auch diese
Analyse die Orthologie von Dm-h und Cs-h (Abb. 3.43).

Das allgemeine Expressionsmuster von Cs-h und hierbei besonders die segmentale
Expression (siehe auch Abb. 3.44A,B) wurde bereits beschrieben (Damen et al., 2000).
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Hier soll die Aufmerksamkeit auf die GliedmaBenentwicklung gelenkt werden. Vor und
wahrend der Bildung der Extremitatenknospen umgibt ein Ring von Cs-h Expression die
Entstehungsorte der Knospen (Abb. 3.44A,B). Kurz darauf zeigt sich in der Chelicere ein
komplexes Muster aus mehreren Flecken Cs-h exprimierender Zellen (Abb. 3.45A). Das
Muster in den Cheliceren erscheint sehr veranderlich wéahrend der gesamten Entwicklung
(Abb. 3.45A-C; 346A-E). Die Bedeutung dieses Phanomens ist jedoch unbekannt.

In den Pedipalpen und Laufbeinen ist zundchst ein Muster aus insgesamt drei
Ringen zu beobachten (Abb. 3.45D,E,G,H). Diese Ringe bleiben erhalten und kommen
schlieBlich in der Coxa, dem Femur und der Tibia zu liegen (Abb. 3.46J,0). Im Laufbein
kommt nach etwa 160 hnE ein vierter Ring distal dazu (Abb. 3.451), der schlieBlich im
Metatarsus zu liegen kommt. Ein entsprechender Ring fehlt im Pedipalpus (Abb. 3.45F).
Wihrend des weiteren Wachstums der Pedipalpen und Beine kommen de novo zwei
weitere Expressionsringe dazu, wie es schon bei Cs-N und Cs-Ser beobachtet wurde, die
im zukunftigen Trochanter und der zukunftigen Patella liegen (Abb. 3.46F-J, K-O).
Zusatzlich zu den beschriebenen Ringen zeigt sich durchweg eine starke
Expressionsdomine in der Spitze der Pedipalpen und Beine. SchlieBlich muf3 noch eine
weitere Besonderheit der Cs-h Expression erwahnt werden. Gegen Ende der
Embryonalentwicklung wird das Erscheinungsbild der Expressionsringe uneinheitlich. Die
Farbung erscheint dann wie aus Punkten und Flecken zusammengesetzt (Abb. 3.46J,0).
Das erinnert sehr an das spate Expressionsmuster von Cs-Ser (Abb. 3.42F.I). Wie dort, so
stehen wohl auch bei Cs-h die Punkte stiarkerer Expression mit der Bildung von
Sinnesorganen in Verbindung. Da die Punkte in der Nahe der entstehenden Gelenke liegen,

handelt es sich moglicherweise um Vorldufer von Propriorezeptoren.

Die Expression von AP-2 in Cupiennius salei

AP-2 aus Drosophila gehort zu einer kleinen Familie von Transkriptionsfaktoren mit
spezifischen konservierten Bereichen, die zur DNA-Bindung, Dimerisierung und zur
Tanskriptionsaktivierung dienen (Williams und Tjian, 1991). In der Maus und dem
Menschen liegen diese Gene in mehreren Paraloga vor (in der Maus sind es funf Gene),
wohingegen in Drosophila nur ein einziges Gen existiert. Aus Cupiennius konnte ein
Fragment mit groer Ahnlichkeit zu AP-2 isoliert werden. In der phylogenetischen Analyse

bilden die AP-2 Gene aus Cupiennius, Anopheles und Drosophila eine gut unterstiitze
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Gruppierung, die von den Genen aus Vertebraten deutlich getrennt werden kann (reliability
value = 80; Abb. 3.47).

Cs-AP-2 ist im Gehirn exprimiert. Zunachst zeigt sich eine Expression an den
seitlichen Randern des Kopflappens und eine punktformige Doméne am Vorderrand (Abb.
3.48A). Diese Expressionsorte stellen nach aller Wahrscheinlichkeit die Sehzentren der
Median- und Seitenaugen dar. Die Expression dort wird stetig starker und bleibt die ganze
Entwicklung uiber miteinander verbunden (Abb. 3.48B-D). Daneben erscheint spater eine
weitere Doméne im Gehirn. Etwa zehn kleinere Gruppen von Zellen in jeder Gehirnhilfte
exprimieren Cs-AP-2 (Abb. 3.48D, Sternchen). Auf Grund der Lage dieser Zellen
unmittelbar vor den Cheliceren und direkt hinter den Sehzentren der Medianaugen, handelt
es sich bei ithnen mit groBer Wahrscheinlichkeit um die Anlage des sog. ZentralkOrpers
(Babu und Barth, 1984). Des weiteren ist Cs-AP-2 in den Spinnwarzen exprimiert (Abb.
3.48E).

Die Expression in den prosomalen GliedmaBlen beginnt als Ring um die Basis der
Extremitatenknospen (Abb. 3.49A,B), der sich in der Folge verstarkt und verbreitert (Abb.
3.49C,D). In der Chelicere ist dieser Ring stets schwach exprimiert und bleibt iber weite
Strecken der Entwicklung erhalten (Abb. 3.50A-D). Etwa ab 170 hnE teilt sich der Ring in
der Chelicere in getrennte Expressionsflecken unbekannter Bedeutung auf (Abb. 3.51A-C).
Im Pedipalpus und in den Laufbeinen gerat der Expressionsring weiter nach distal und
beginnt sich aufzuspalten (Abb. 3.50E-H, I-L). Dieser Vorgang benotigt im Pedipalpus
etwas mehr Zeit als in den Beinen. Gleichzeitig bilden sich de novo ein neuer Ring
proximal des urspriinglichen Rings und eine punktformige Expressionsdom@ne im
ventralen Bereich der Coxa von Pedipalpus und Laufbeinen.

Im Pedipalpus spielen sich danach noch folgende weitere Veranderungen des
Expressionsmusters von Cs-AP-2 ab. Der de novo entstandene proximale Ring verbreitert
sich, nimmt gleichzeitig an Expressionsstirke ab und teilt sich unvollstindig in zwei
verschwommene Ringe (Abb. 3.51D-F, Sternchen). Der mittlere Ring, der selbst aus der
Teilung des urspriinglichen Rings hervorgegangen ist, verbreitert sich und teilt sich erneut
in einen starken distalen und einen sehr schwachen proximalen Ring (Abb. 3.51D-E,
konzentrische Kreise). Schlielich bildet auch die ventrale Doméne in der Coxa einen Ring
um die Basis des herauswachsenden Gnathenditen (Abb. 3.51D-F, Pfeil). Auch in den
Laufbeinen zeigt sich ein sehr dynamisches Muster. Der proximale Ring wird ebenfalls
schwicher und teilt sich auf (Abb. 3.51G-I, Sternchen), ebenso wie der mittlere Ring, der

sich in einen schwachen und einen starken Teil spaltet (Abb. 3.51G-H, konzentrische
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Kreise). Anders als im Pedipalpus dndert sich die ventrale Expression in der Coxa nicht, da
hier kein Endit entsteht (Abb. 3.51G-H, Pfeil). Allerdings teilt sich im Bein auch der
distale Ring nochmals in zwei unvollstandig getrennte, neue Ringe auf (Abb. 3.51G-H,
Kreis). Somit sind also im Bein alle vier (im Pedipalpus alle drei) distalen Ringe durch
Aufspaltung aus einem einzigen Vorlaufer hervorgegangen. Im Gegensatz zu den bisher
betrachteten Genen gibt es also im Expressionsmuster von Cs-AP-2 nur einen Ring (den

proximalen Ring) der de novo erscheint.

Die Expression von nubbin in Cupiennius salei

Das Gen Cs-nub (= Cs-pdm) ist bereits zuvor isoliert und untersucht worden (Damen et al.
2002). Auch in diesem Fall soll hier speziell nur die Expression wahrend der
Extremitatenentwicklung betrachtet werden. In den Extremitatenknospen ist Cs-nub
zunachst ubiquitar exprimiert (Abb. 3.52A,B). In der Chelicere bleibt die Expression
wahrend der gesamten Entwicklung diffus und ohne erkennbares Muster (Abb. 3.53A-C,
3.54A-F). In den Beinen und im Pedipalpus weicht die Expression jedoch in der Folge
distal zuriick (Abb. 3.53D,G) und l6st sich in ein Muster aus Ringen auf (Abb.
3.53E,F,H,I). Im Pedipalpus gibt es nur zwei Ringe, wovon der distale relativ schwach
exprimiert ist. Im Bein finden sich drei Ringe. Hier ist der mittlere schwécher exprimiert
als die uibrigen zwei. Sowohl im Pedipalpus als auch in den Laufbeinen bildet sich im
weiteren Verlauf ein neuer Ring etwas distal vom schwach exprimierten Ring (= distaler
Ring im Pedipalpus, mittlerer Ring im Bein). Dieser zusatzliche Ring (in Abb. 3.54G-L,
M-R mit 2’ bezeichnet) erscheint zuerst als diffuse, wolkenformige Expression, wird dann
aber dorsal deutlicher und bildet schlieBlich einen vollstindig um die Gliedmalle
verlaufenden Ring. Im Bein (und etwas weniger offensichtlich auch im Pedipalpus) wird in
dem gleichen MaB, in dem der neue Ring 2’ stirker wird, der mit 2 bezeichnete Ring
schwiacher (Abb. 3.54P-R, J-L). Etwa ab 185 hnE erscheint zusatzlich ein recht
undeutlicher Ring auf der hohe des zukunftigen Trochanters (Abb. 3.54J-L, P-R,
Pfeilkopf). Der distale Ring im Bein (Ring 3 in Abb. 3.54) ist durchweg der am starksten
exprimierte Ring des Expressionsmusters, selbst noch bei etwa 230 hnE, wenn die
Expressionsstarke von Cs-nub insgesamt nachzulassen scheint. Ein vergleichbarer Ring
fehlt im Pedipalpus vollig, was dazu fuhrt, dal dem Pedipalpus im Bereich der Tibia und
des Tarsus zunachst jede Expression von Cs-nub fehlt. Offenbar um das auszugleichen
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erscheint etwa nach 185 hnE de novo ein sehr schwach exprimierter distaler Ring, der sich

an der Grenze zwischen Tibia und Tarsus befindet (Abb. 3.54J-L, Pfeil).

Die Expression von odd-skipped in Cupiennius salei

In Drosophila existiert eine kleine Gruppe sehr dahnlicher C2H2 Zinkfingergene, die alle in
den Beinimaginalscheiben exprimiert sind und, wie jungste Untersuchungen zeigen, eine
Rolle bei der Gelenkbildung spielen (Hao et al., 2003; de Celis Ibeas und Bray, 2003). Bei
diesen Genen handelt es sich um odd-skipped (odd), brother of odd with entrails limited
(bowl), sister of odd and bowl (sob) und drumstick (drm; auch bekannt als abnormal leg
pattern (alp; Wimmer, 1991)), die zusammenfassend als odd-skipped-Familie bezeichnet
werden. Auch aus Cupiennius konnten drei verschiedene Fragmente mit grofler
Ahnlichkeit zur odd-skipped-Familie isoliert werden; sie werden als Cs-odd-1, Cs-odd-2
und Cs-odd-3 bezeichnet. Die phylogenetische Analyse zeigt, daf} die verschiedenen Gene
der odd-skipped-Familie nach Arten getrennt im Baum erscheinen und somit wohl das
Ergebnis unabhangiger Duplikationen sind (Abb. 3.55).

Fur das Gen Cs-odd-3 konnte kein reproduzierbares Expressionsmuster
nachgewiesen werden. Das Fragment stellt daher moglicherweise ein PCR-Artefakt dar
und bedarf noch der Uberprufung seiner Echtheit (Versuche noch nicht durchgefuihrt). Das
Gen Cs-odd-2 ist in den Extremitaten exprimiert, allerdings nur in einem Ring im distalen
Bereich der Beine und Pedipalpen (Daten nicht gezeigt). Fur die vorliegende Arbeit wurde
lediglich das Gen Cs-odd-1 genauer untersucht, da es in segmentalen Ringen im Bein
exprimiert ist und somit vom Expressionsmuster den Genen aus Drosophila am
ahnlichsten ist und am ehesten fur einen Vergleich zwischen diesen Arten in Frage kommit.

Cs-odd-1 ist im Labrum und in den sich bildenden Segmenten der Wachstumszone
in Streifen exprimiert (Daten nicht gezeigt). Letzteres erinnert an andere
Segmentierungsgene (z.B. Damen et al., 2000; Damen, 2002) und #hnelt auch dem
segmentalen Expressionsmuster in Drosophila (Coulter et al., 1990). In dlteren Segmenten
in Cupiennius erscheint Cs-odd-1 jedoch auf die dorsalen Gewebeanteile beschrankt zu
sein (Daten nicht gezeigt). In den Beinknospen bei etwa 100-105 hnE ist Cs-odd-1 in
einem proximalen Ring um die Basis der Knospen exprimiert (Abb. 3.56A,B, gefullter
Kreis). Kurz darauf erscheint dorsal eine diffuse Expression (Abb. 3.56C), die sich zu
einem Streifen verdichtet (Abb. 3.56D). Daraufhin bildet sich auch ventral eine diffuse
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Expression (Abb. 3.56E), die sich zu einem Streifen verdichtet, so da} sich nun ein
vollstandiger Ring gebildet hat (Abb. 3.56F, Sternchen). Dieser Ring entfernt sich von der
proximalen Expression, wahrend diese ihrerseits ebenfalls ihre Lage nach distal verandert
(Abb. 3.56G). Dies setzt sich im weiteren Verlauf der Entwicklung fort, so daB} der
proximale Ring deutlich oberhalb der Beinwurzel liegt und der zweite Ring immer weiter
vom proximaleren Ring entfernt ist (Abb. 3.57E,F). An der Beinwurzel nimmt nun ein neu
entstehender Ring den Platz des vormals dort gelegenen proximalen Rings ein (Abb.
3.57F, Raute) und an der Beinspitze entsteht ein neuer Ring (Abb. 3.57F, Sonne). Etwa
nach 160 hnE entstehen de novo und zeitgleich zwei distale Ringe (Abb. 3.58I,
Pfeilkopfe). Kurz darauf erscheint auch auf der Hohe des zukunftigen Trochanters de novo
ein Expressionsring (Abb. 3.58J, Dreieck). AuBerdem beginnt der stark exprimierte
zentrale Ring sich aufzuspalten (Abb. 3.58J, Sternchen). Diese Dynamik im
Expressionsprofil von Cs-odd-1 fuhrt schlieBlich dazu, dal an jedem Gelenk ein
Expressionsring zu liegen kommt (Abb. 3.58K,L). Ganz spit erscheint ein weiterer Ring
ganz distal, dessen Bedeutung und Relation zu morphologischen Strukturen jedoch unklar
ist (Abb. 3.58L, Pfeil).

Das Expressionsprofil im Pedipalpus ist nahezu identisch mit dem gerade fur die
Laufbeine beschriebenen Profil (Abb. 3.57C,D, 3.58E-H). Der einzige Unterschied betrifft
die de novo Bildung distaler Ringe um etwa 160 hnE. Hier entsteht im Pedipalpus nur ein
einziger Ring (Abb. 3.58E, Pfeilkopf), wiahrend im Laufbein zwei Ringe entstehen (Abb.
3.58I, Pfeilkopfe). In der Chelicere bildet sich um die Klauenanlage herum ein Ring, der
durchweg erhalten bleibt (Abb. 3.57A,B, 3.58A-D); dazu zeigt sich eine schwichere

proximale Expressionsdoméne.
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Abbildung 3.38

Expression von Cs-N in den GliedmafBen von Cupiennius. (A-E) Chelicere, (F-J) Pedipalpus und
(K-O) Laufbein bei jeweils etwa 150, 170, 180, 200, 230 hnE (spaltenweise von links nach rechts).
Der Pfeil und das Sternchen in F und K deuten auf die ersten zwei Ringe im Muster von Cs-N. Im
Pedipalpus bleiben sie erhalten (Pfeil und Sternchen in G-J). Im Bein kommt noch ein weiterer
distaler Ring dazu (zwei Sternchen in L-O). AuBerdem kommen in beiden GliedmaBentypen spater
noch zwei weitere Expressionsringe hinzu (Pfeilkopfe in I,J und N,O). Abkiirzungen: siehe
Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.39

Phylogenetische Analyse der DSL (Delta-Serrate-Lag) Proteine aus der Maus, Caenorhabditis
elegans und verschiedenen Arthropodenarten. Dargestellt ist das ungewurzelte majority-rule
Konsensusphylogramm, das aus 1000 Zwischenbaumen errechnet wurde, die mit der Quartet
Puzzling Methode nach Strimmer und von Haeseler (1996) erzeugt wurden. Die Zahlen an den
Kanten geben die sog. reliability values an. Abkuirzungen: siehe Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.40

Expression von Cs-Ser in den Gliedmafen von Cupiennius. (A-C) Chelicere, (D-F) Pedipalpus und
(G-I) Laufbein bei jeweils etwa 100, 140, 150 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Die Pfeile
deuten auf sukzessive erscheinende Ringe verstarkter Expression von Cs-Ser. Im Pedipalpus liegen
bei 150 hnE zwei Ringe vor, im Laufbein sind es dagegen drei Ringe. Abkurzungen: siche
Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.41

Expression von Cs-Ser in den GliedmaBlen von Cupiennius. (A-C) Chelicere, (D-F) Pedipalpus und
(G-I) Laufbein bei jeweils etwa 165, 175, 180 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Zusatzlich
zu den bereits existierenden Ringen (siehe Abb. 3.40) erscheinen im Pedipalpus und im Laufbein
zusatzliche Ringe (Pfeil bzw. Pfeilkopf). Abkuirzungen: siche Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.42

Expression von Cs-Ser in den Gliedmafen von Cupiennius. (A-C) Chelicere, (D-F) Pedipalpus und
(G-I) Laufbein bei jeweils etwa 185, 195, 230 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Innerhalb
der Ringe starkerer Expression erscheinen kleine Zellgruppen mit nochmals gesteigerter
Expression (siehe Pfeilkopfe). Im Laufbein ist die Aufspaltung des distalen Rings (Pfeil in G) in
zwei neue Ringe zu beobachten (Pfeile in H,I). Abkiirzungen: siche Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abb. 3.42
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Abbildung 3.43

Phylogenetische Analyse der bHLH Proteine aus der hairy-Gruppe (alle 13 Gene im Genom von
Drosophila) und des Cs-hairy Proteins. Dargestellt ist das ungewurzelte majority-rule
Konsensusphylogramm, das aus 1000 Zwischenbaumen errechnet wurde, die mit der Quartet
Puzzling Methode nach Strimmer und von Haeseler (1996) erzeugt wurden. Die Zahlen an den
Kanten geben die sog. reliability values an. Abkuirzungen: siehe Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.44

Expression von Cs-h in Cupiennius Embryonen. (A) Embryo bei etwa 90 hnE in leicht schrager
Seitenlage. In den Anlagen der Extremitiatenknospen ist eine schwache Expression von Cs-h zu
beobachten. (B) Embryo bei etwa 100 hnE in leicht schriager Seitenlage. Expression von Cs-h
umgibt die Extremitatenknospen an der Basis. Abkuirzungen: sieche Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.45

Expression von Cs-h in den GliedmaBen von Cupiennius. (A-C) Chelicere, (D-F) Pedipalpus und
(G-I) Laufbein bei jeweils etwa 140, 145, 150 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Die
Ziffern bezeichnen die Expressionsringe in den Pedipalpen und Laufbeinen. Im Laufbein erscheint
ab etwa 150 hnE ein vierter Ring, der im Pedipalpus fehlt. Abkurzungen: siehe
Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.46

Expression von Cs-h in den Gliedmalien von Cupiennius. (A-E) Chelicere, (F-J) Pedipalpus und
(K-L) Laufbein bei jeweils etwa 160, 165, 175, 185, 230 hnE (spaltenweise von links nach rechts).
Die Ziffern bezeichnen die Expressionsringe in den Pedipalpen und Laufbeinen (vgl. dazu auch
Abb. 3.45). Im Pedipalpus und im Laufbein erscheinen ab etwa 165-175 hnE weitere Ringe auf der
Hohe des Trochanters und der Patella (diese de novo erscheinenden Ringe sind mit Pfeilen
gekennzeichnet). Abkiirzungen: siehe Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.47

Phylogenetische Analyse der AP-2 Proteine aus der Maus, dem Krallenfrosch, aus Caenorhabditis
elegans und aus diversen Arthropodenarten. Dargestellt ist das ungewurzelte majority-rule
Konsensusphylogramm, das aus 1000 Zwischenbaumen errechnet wurde, die mit der Quartet
Puzzling Methode nach Strimmer und von Haeseler (1996) erzeugt wurden. Die Zahlen an den
Kanten geben die sog. reliability values an. Abkuirzungen: siehe Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.48

Expression von Cs-AP-2 in Cupiennius Embryos. (A) Embryo bei etwa 125 hnE. Ansicht des
Kopfes. Neben den GliedmaBlen (sieche Abb. 3.49, 3.50, 3.51) ist Cs-AP-2 seitlich entlang der
Kopflappen exprimiert (Pfeilkopfe) und in einer kleinen Gruppe von Zellen am Vorderrand des
Gehirns (Pfeile). (B,C) Embryo bei etwa 155 bzw. 175 hnE. Ansicht des Kopfes. Die Expression
am Seitenrand (Pfeilkopfe) und Vorderrand (Pfeile) des Gehirns wird stetig starker. (D) Embryo
bei etwa 200 hnE. Ansicht des Kopfes. Die Expression am Vorderrand (Pfeile) liegt offenbar in den
Sehzentren der Medianaugen. Die Expression am Seitenrand (Pfeilkopfe) liegt vermutlich in den
Sehzentren der Seitenaugen. Zusitzlich zeigt sich Expression in einer Struktur, die auf Grund ihrer
Lage moglicherweise der Zentralkorper ist (Sternchen; Babu und Barth, 1984). (E) Embryo bei
etwa 200 hnE. Ansicht des Opisthosomas. Cs-AP-2 ist auch in den Anlagen der Spinnwarzen im
vierten (Pfeil) und funften (Pfeilkopf) Opisthosomalsegment exprimiert.

Abbildung 3.49

Expression von Cs-AP-2 in Cupiennius Embryos. (A) Embryo bei etwa 100 hnE in schrager
Seitenlage. (B) Detail des Embryos in A (Seitenansicht). Cs-AP-2 ist an der Basis der Pedipalpen
und Laufbeine exprimiert, fehlt aber (noch) in der Chelicere. (C) Embryo bei etwa 115 hnE in
schrager Seitenlage. (D) Detail des Embryos in C (Seitenansicht). Die Expression in den
Pedipalpen und Beinen wird breiter. Die Cheliceren exprimieren (noch) kein Cs-AP-2.
Abkiirzungen: siehe Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abb. 3.49
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Abbildung 3.50

Expression von Cs-AP-2 in den GliedmaBien von Cupiennius. (A-D) Chelicere, (E-H) Pedipalpus
und (I-L) Laufbein bei jeweils etwa 135, 140, 145, 150 hnE (spaltenweise von links nach rechts).
Die Expression in der Chelicere ist stets deutlich schwicher als in den anderen Extremitaten. Die
breite Doméne in den Laufbeinen und Pedipalpen (vgl. Abb. 3.49) spaltet sich auf (gefullte Kreise)
und proximal davon erscheint ein neuer Expressionsring (Stern). AuBBerdem erscheint eine ventrale
Expressionsdoméne an der Basis der Pedipalpen und Laufbeine (Pfeile). Abkiirzungen: siehe
Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abb. 3.50
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Abbildung 3.51

Expression von Cs-AP-2 in den GliedmaBien von Cupiennius. (A-C) Chelicere, (D-F) Pedipalpus
und (G-I) Laufbein bei jeweils etwa 175, 200, 230 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Das
Sternchen in A-C kennzeichnet Expression im Gehirn (siehe auch Abb. 3.48). Der Pfeil in D-I
deutet auf eine proximale, ventrale Expressionsdomane. Jeder der drei bereits vorhandenen Ringe
(vgl. Abb. 3.50) spaltet sich im Bein erneut auf (Sterne bzw. konzentrische Kreise bzw. Kreise). Im
Pedipalpus spaltet sich dagegen der distale Ring (Kreise) nicht. Abkuirzungen: siehe
Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abb. 3.51
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Abbildung 3.52

Expression von Cs-nub in Cupiennius Embryonen. (A) Embryo bei etwa 90 hnE in leicht schrager
Seitenlage. In den Anlagen der Extremitdtenknospen ist eine Expression von Cs-nub zu
beobachten. (B) Embryo bei etwa 110 hnE in leicht schriager Seitenlage. Expression von Cs-nub
fullt die Extremitatenknospen aus. Abkuirzungen: sieche Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.53

Expression von Cs-nub in den GliedmaBen von Cupiennius. (A-C) Chelicere, (D-F) Pedipalpus und
(G-I) Laufbein bei jeweils etwa 140, 145, 150 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Die
Ziffern bezeichnen die Expressionsringe in den Pedipalpen und Laufbeinen. Im Laufbein erscheint
ab etwa 145 hnE ein dritter Ring, der im Pedipalpus fehlt. Abkurzungen: siehe
Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.54

Expression von Cs-nub in den GliedmaBien von Cupiennius. (A-F) Chelicere, (G-L) Pedipalpus und
(M-R) Laufbein bei jeweils etwa 165, 170, 175, 185, 200, 230 hnE (spaltenweise von links nach
rechts). Die Ziffern bezeichnen die Expressionsringe in den Pedipalpen und Laufbeinen (vgl. dazu
auch Abb. 3.53). Im Pedipalpus und im Laufbein erscheint ab etwa 185 hnE ein sehr schwacher
weiterer Ring auf der Hohe des Trochanters (Pfeilkopfe). AuBerdem spaltet sich der mit der Ziffer
2 bezeichnete Ring in beiden Extremitatentypen in zwei neue Ringe (2 und 2°) auf. Im Pedipalpus
erscheint schlielich ab etwa 185 hnE ein schwacher distaler Ring (Pfeil in J,K,L). Abkurzungen:
siehe Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.55

Phylogenetische Analyse von Proteinen der odd-skipped Familie aus Drosophila, Cupiennius und
der Maus. Dargestellt ist das ungewurzelte majority-rule Konsensusphylogramm, das aus 1000
Zwischenbaumen errechnet wurde, die mit der Quartet Puzzling Methode nach Strimmer und von
Haeseler (1996) erzeugt wurden. Die Zahlen an den Kanten geben die sog. reliability values an.
Abkurzungen: siehe Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.56

Expression von Cs-odd-1 in den Laufbeinen von Cupiennius. (A-G) Laufbein bei etwa 100, 105,
110, 115, 120, 125, 140 hnE (von A nach G). Der gefullte Kreis kennzeichnet den proximalen
Expressionsring. Das Sternchen kennzeichnet den distal davon entstehenden Ring.

Abbildung 3.57

Expression von Cs-odd-1 in den GliedmaBien von Cupiennius. (A,B) Chelicere, (C,D) Pedipalpus
und (E.F) Laufbein bei jeweils etwa 145, 150 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Zusatzlich
zu den bereits existierenden Ringen (sieche Abb. 3.56; gefullter Kreis und Sternchen) erscheinen im
Pedipalpus und im Laufbein ein zusitzlicher proximaler Ring (Raute) und eine Domine in der
Extremitatenspitze (Sonne). Abkiirzungen: sieche Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.58

Expression von Cs-odd-1 in den Gliedmafen von Cupiennius. (A-D) Chelicere, (E-H) Pedipalpus
und (I-L) Laufbein bei jeweils etwa 160, 175, 180, 230 hnE (spaltenweise von links nach rechts).
Zusatzlich zu den bereits existierenden Ringen (siehe Abb. 3.56 und 3.57; gefullter Kreis,
Sternchen und Raute) erscheinen im Pedipalpus und im Laufbein zusétzliche Expressionsringe. Im
Pedipalpus entsteht ein distaler Ring (Pfeilkopf) und ein Ring auf der Hohe des Trochanter
(Dreieck). Im Laufbein entstehen ein Ring auf der Hohe des Trochanter (Dreieck) und zwei distale
Ringe (Pfeilkopfe). Zusatzlich dazu spaltet sich der mit (*) bezeichnete Ring im Pedipalpus und im
Laufbein in zwei neue Ringe (Sternchen) und bei etwa 230 hnE kommt ganz distal ein weiterer
Ring dazu (Pfeil in H,L). Abkuirzungen: siche Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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3.1.4.2 Ein neuer Signalweg bei der Beinsegmentierung: EGF-Rezeptor Signaling und

seven-up

Die Expression von seven-up in Cupiennius salei

Das Gen svp aus Drosophila gehort zu einer kleinen Gruppe von Steroidrezeptoren mit C4
Zinkfinger-Dominen, die als Orphan Receptor-Gene zusammengefasst werden (Detera-
Wadleigh und Fanning, 1994). Die phylogenetische Analyse der verschiedenen Orphan
Receptor-Gene und des svp-ahnlichen Fragments aus Cupiennius zeigt, dall dieses mit den
svp-Genen aus Drosophila melanogaster und Bombyx mori eine recht gut unterstutzte
Gruppe bildet (reliability value = 74; Abb. 3.59). Das nichstverwandte Gen ist Ear2 aus
der Maus. Die uibrigen Orphan Receptor-Gene (die COUP Transkriptionsfaktoren) bilden
eine deutlich davon getrennte Gruppierung.

Neben der Expression in den prosomalen Gliedmalen, die weiter unten besprochen
wird, ist Cs-svp auch in anderen Bereichen des Embryos exprimiert. Fruh zeigt sich eine
Expression im Kopflappen. Diese ist zunachst diffus, wird aber stetig starker und in dlteren
Embryonen hat das Expressionsmuster in den Kopflappen eine wabenartige Struktur (Abb.
3.60D-F). Die Genexpression befindet sich demnach wohl nicht in den von Stollewerk et
al. (2001) beschriebenen Invaginationsstellen, sondern in den sie umgebenden Zellen.
Expression von Cs-svp findet sich auch im uibrigen Neuroektoderm, in den opisthosomalen
Extremitatenknospen und im dorsalen Gewebe der Segmente (Abb. 3.60C). Diese
Expression geht aus einer fritheren, segmental wiederholten Expression hervor, die an die
Expression mancher Segmentierungsgene erinnert (Abb. 3.60A,B). Allerdings wird die
segmentale Expression von Cs-svp erst sichtbar, wenn das betreffende Segment schon
vollig gebildet ist.

Der Bildung der prosomalen Gliedmalen geht eine Expression von Cs-svp voraus.
In den sich bildenden Extremitatenknospen ist Cs-svp daher auch ubiquitar exprimiert
(Abb. 3.60D,E). In den Cheliceren bleibt die Expression wihrend der gesamten
Embryonalentwicklung ohne klares Muster, wobei vor allem die Expression in der
Epidermis rasch zuriickgeht und nur an der Grenze zwischen Basis und Klauenanlage eine
schwache epidermale Expression verbleibt (Abb. 3.62A-E). In dem darunterliegenden
Gewebe ist Uiber langere Zeit eine Genexpression nachzuweisen, die jedoch ebenfalls stetig

schwacher wird.
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In den Pedipalpen- und Beinknospen geht die ubiquitire Expression schnell in ein
komplexeres und dynamisches Muster uiber. Die Expression im Inneren der Extremititen
(mesodermales Gewebe und vermutlich auch Nervengewebe) bleibt zunachst erhalten. In
der Epidermis zeigen sich jedoch zwei ringformige Doménen, eine an der Basis der
Knospen und die andere nahe der Spitze (Abb. 3.61A,B). Die proximale Domine bleibt
uber die gesamte Entwicklung hinweg erhalten, verlagert sich jedoch etwas nach distal und
liegt schlieBlich an der Grenze zwischen Coxa und Trochanter. Die Coxa selbst zeigt
ebenfalls eine diffuse Expression von Cs-svp. Das weitere Schicksal der distalen Doméne
ist komplexer. Schon fruhzeitig verbreitert sie sich und spaltet sich in zwei
Expressionsringe, die zunachst noch ventral verbunden sind (Abb. 3.61C), sich schlieBlich
aber ganz trennen (Abb. 3.61D). Dieser Vorgang lauft im Pedipalpus etwas spater ab als in
den Laufbeinen (Abb. 3.62F-1).

Im Pedipalpus liegen die zwei so entstandenen Ringe an der Grenze zwischen
Femur und Patella bzw. Tibia und Tarsus. Die Expressionsstarke des distalen Rings
beginnt ab etwa 170 hnE nachzulassen (Abb. 3.62J). Auch insgesamt ist eine Reduzierung
der Expressionsstirke ab etwa 170 hnE festzustellen, wobei vor allem die innere
mesodermale Expression nahezu vollstandig verschwindet (Abb. 3.63D-F). Ab etwa 170
hnE erscheint de novo ein Expressionsring an der spidteren Grenze zwischen Patella und
Tibia (Abb. 3.62J), und schlieBlich erscheint gegen Ende der Embryonalentwicklung eine
Expressionsdoméne an der Grenze zwischen Trochanter und Femur, die allerdings keinen
Ring bildet, sondern sich auf den ventralen Teil beschrankt (Abb. 3.63F).

Die Laufbeine zeigen ein dhnliches Expressionsprofil. Nachdem sich die distale
Domine der fruhen Beinknospen in zwei Ringe gespalten hat (Abb. 3.62K,L), 146t sich
jedoch, im Gegensatz zum Expressionsprofil im Pedipalpus, ein weiteres
Aufspaltungsereignis beobachten. Der distale der beiden Ringe verbreitert sich zunachst
und spaltet dann einen relativ schwachen weiteren Ring ab (Abb. 3.62L-0O). Dieser dritte
Ring entfernt sich vom stirker exprimierten zweiten Ring und zeigt somit die
Interkalierung des Metatarsus an. Wahrend der dritte Ring sich infolge der Entstehung des
Metatarsus nach distal verlagert, wird er stetig schwicher, bis er bei etwa 180 hnE vollig
verschwunden ist (Abb. 3.62M-0O, 3.63G-I). In den ubrigen Aspekten gleicht das
Expressionsprofil demjenigen des Pedipalpus, einschlieBlich der Reduzierung der
mesodermalen Expression und des de novo Erscheinens der Expressionsdomanen an den

Grenzen zwischen Trochanter und Femur bzw. Patella und Tibia.
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Die Expression von Egfr in Cupiennius salei

Der Epidermal Growth Factor Receptor (Egfr) aus Drosophila ist eine von vielen
verschiedenen Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) im Genom der Taufliege (z.B. Shilo,
2003). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Fragmente von insgesamt funf
verschiedenen RTK aus Cupiennius isoliert (Daten nicht gezeigt). Ein Fragment weist eine
grolBe Ahnlichkeit zu Egfr aus Drosophila auf und wurde daher als mogliches Homologon
eingestuft. Um die Orthologie besser beurteilen zu konnen, wurde eine phylogenetische
Analyse durchgefuhrt (Abb. 3.64). Diese schlofl neben dem Fragment aus Cupiennius und
weiteren Egfr-Genen aus verschiedenen Tierarten auch samtliche RTK mit erkennbarer
Sequenzahnlichkeit zu Egfr aus dem Genom von Drosophila ein. Wie bei einer Analyse
von einer groferen Anzahl von Genen einer weitlaufigeren Verwandtschaftsgruppe
erwartet, ist das Phylogramm an den meisten Kanten nicht signifikant aufgelost. Das
Fragment aus Cupiennius bildet aber im Phylogramm eine Gruppe mit den Egfr-Genen aus
unterschiedlichen Metazoen, die statistisch signifikant unterstiitzt ist (reliability value =
68).

Cs-Egfr ist im sich entwickelnden Zentralnervensystem in einem punktierten,
dynamischen Muster exprimiert (Abb. 3.65A-D, 3.66A-D) Im Laufe der
Embryonalentwicklung nimmt die Zahl der punktformigen Expressionsdoménen zu und
reflektiert damit die Zunahme der Invaginationsstellen im Neuroektoderm. In alteren
Stadien zeigt sich Cs-Egfr Expression in allen Invaginationsstellen und zusitzlich in einer
grofleren Gruppe medianer Zellen in jedem Hemisegment (Abb. 3.66C,D). Das neuronale
Expressionsmuster von Cs-Egfr gleicht damit weitgehend dem Muster der Cs-Delta-Gene
(Stollewerk, 2002).

In den GliedmalBlen ist Cs-Egfr uiber einen langeren Zeitraum ubiquitar und relativ
gleichméfBig exprimiert (Abb. 3.67A,D,G). Ab etwa 180 hnE zeigen sich vor allem im
Pedipalpus und den Laufbeinen Stellen verstarkter Expression, die sich in der Niahe der
Einschnurungen der zukiinftigen Gelenke befinden und mit den Expressionsorten der Cs-
svp Ringe zusammenfallen (Abb. 3.67E,H). Spiter losen sich diese Banden verstarkter Cs-
Egfr Expression in verschiedene Flecken starkerer Expression auf, die wohl mit der
Bildung des peripheren Nervensystems an diesen Stellen in Verbindung stehen (Abb.

3.67.F,]).
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Abbildung 3.59

Phylogenetische Analyse verschiedener Steroidrezeptoren aus der Gruppe der sog. Orphan-
Receptor-Gene. Dargestellt ist das ungewurzelte majority-rule Konsensusphylogramm, das aus
1000 Zwischenbdaumen errechnet wurde, die mit der Quartet Puzzling Methode nach Strimmer und
von Haeseler (1996) erzeugt wurden. Die Zahlen an den Kanten geben die sog. reliability values
an. Abkurzungen: sieche Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.60

Expression von Cs-svp in Cupiennius Embryonen. (A,D) Embryo bei etwa 90 hnE. Ansicht des
Opisthosomas (A) bzw. des Prosomas (D). (B,E) Embryo bei etwa 100 hnE. Ansicht des
Opisthosomas (B) bzw. des Prosomas (E). (C,D) Embryo bei etwa 140 hnE. Ansicht des
Opisthosomas (C) bzw. des Kopfes (F). Die Pfeile in C deuten auf die Knospen der Buchlungen,
Tracheen und Spinnwarzen, die alle Cs-svp exprimieren. Die Pfeilkopfe in C deuten auf Expression
im Neuroektoderm. Die Pfeile in F deuten auf die wabenartig erscheinende Expression im Gehirn.
Abkurzungen: br, Gehirn; weitere Abkuirzungen siehe Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.61

Expression von Cs-svp in den Laufbeinen von Cupiennius. (A-D) Laufbein bei etwa 120, 125, 135,
140 hnE (von A nach D). Zwei Expressionsringe (gefullter Kreis und Sternchen) sind zunéachst
vorhanden. Der mit (*) gekennzeichnete Ring spaltet sich in zwei neue Ringe auf (Sternchen).
Abkurzungen: siehe Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.62

Expression von Cs-svp in den Gliedmalien von Cupiennius. (A-E) Chelicere, (F-J) Pedipalpus und
(K-O) Laufbein bei jeweils etwa 140, 145, 150, 160, 170 hnE (spaltenweise von links nach rechts).
Im Pedipalpus vollzieht sich die Teilung des mit (*) gekennzeichneten Rings etwas spater als im
Laufbein (vgl. Abb. 3.61). Bei etwa 170 hnE kommt ein weiterer Ring dazu (Pfeil in J). Im
Laufbein teilt sich der distale mit (*) gekennzeichnete Ring erneut (schlieBlich gibt es drei mit (*)
gekennzeichnete Ringe (siehe N,O), wahrend es im Pedipalpus nur zwei sind). Bzgl. der Symbole
vergleiche auch mit Abb. 3.61 und 3.63. Abkuirzungen: siehe Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.63

Expression von Cs-svp in den Gliedmafen von Cupiennius. (A-C) Chelicere, (D-F) Pedipalpus und
(G-I) Laufbein bei jeweils etwa 175, 180, 230 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Die
Symbole (gefullter Kreis, Sternchen) kennzeichnen bereits vorhandene Expressionsringe (vgl. Abb.
3.61, 3.62). Der Pfeil in D-F und G-I kennzeichnet den de novo erscheinenden Ring auf Hohe der
Patella. Dieser Ring erscheint in den Laufbeinen spiter als im Pedipalpus (vgl. dazu Abb. 3.62J).
Der Pfeilkopf in F,I deutet auf die birnformige, ventrale Expressionsdomiane auf der Hohe des
Trochanters. Beachte auch, daB3 der distalste Ring im Laufbein wieder verschwindet (H,I).
Abkurzungen: siehe Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.64

Phylogenetische Analyse von EGFR-Proteinen aus verschiedenen Tierarten und von ausgewahlten
Rezeptor-Tyrosinkinasen aus Drosophila. Dargestellt ist das ungewurzelte majority-rule
Konsensusphylogramm, das aus 1000 Zwischenbaumen errechnet wurde, die mit der Quartet
Puzzling Methode nach Strimmer und von Haeseler (1996) erzeugt wurden. Die Zahlen an den
Kanten geben die sog. reliability values an. Abkuirzungen: siehe Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.65

Expression von Cs-Egfr in Cupiennius Embryonen. (A) Embryo bei etwa 170 hnE. Ansicht des
Kopfes. (B) Embryo bei etwa 190 hnE. Ansicht des Kopfes. Die Pfeile in A,B deuten beispielhaft
auf Expression in den Invaginationsstellen im Neuroektoderm. Beachte die Zunahme von
Expressionsorten von A nach B, welches die Zunahme der Zahl an Invaginationsstellen
widerspiegelt. (C,D) Embryo bei etwa 200 hnE. (C) Ventralansicht des Prosomas. (D)
Ventralansicht des Opisthosomas. Die Pfeile in C,D deuten auf Expression im Neuroektoderm.
Abkurzungen siehe Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.66

Expression von Cs-Egfr im Nervensystem von Cupiennius. (A-D) Embryo bei etwa 200 hnE. (A)
Gesamtansicht (von ventral) des Praparats. Gliedmafen links wurden entfernt. (B) Detail des
Kopflappens. Der Pfeil deutet auf eine Grube unklarer Bedeutung, die sich am Vorderrand des
Protocerebrums gebildet hat. Alle Invaginationsstellen des Kopflappens (auch diejenigen innerhalb
der Grube (nicht im Fokus)) exprimieren Cs-Egfr. (C) Detail des Neuroektoderms des dritten und
vierten Laufbein-Hemisegments. Die Pfeile deuten auf die Expression in einer groleren Zellgruppe
nahe der ventralen Mittellinie. (D) Detail des Neuroektoderms des dritten Laufbein-Hemisegments.
Der Pfeil deutet auf die groere Zellgruppe nahe der Mittellinie (siehe auch C). Der rote Kreis
umgibt eine Invaginationsstelle. Es ist deutlich sichtbar, daf} diese aus mehreren Zellen besteht, die
alle Cs-Egfr exprimieren. Abkuirzungen: sieche Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abb. 3.66
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Abbildung 3.67

Expression von Cs-Egfr in den Gliedmallen von Cupiennius. (A-C) Chelicere, (D-F) Pedipalpus
und (G-I) Laufbein bei jeweils etwa 150, 180, 230 hnE (spaltenweise von links nach rechts). Die
Pfeile in E,H deuten auf Ringe verstarkter Expression, die etwa ab diesem Alter das erste Mal
auftreten. Die Pfeile in F,I deuten auf Flecken verstarkter Expression nahe den Gelenken. Das
Sternchen in I kennzeichnet am Praparat verbliebenes Neuroektoderm (nicht mit dem Gnathenditen
in F zu verwechseln!). Abkuirzungen siehe Abkiuirzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.68

Zellproliferation wahrend der Entwicklung der Laufbeine von Cupiennius. (A-D) Nachweis von
phosphoryliertem Histon 3 mittels Antikorper in Laufbeinen bei etwa 140, 160, 175, 230 hnE (von
A nach D). (E) Einbau von BrdU uber einen Zeitraum von etwa 15 Stunden (Injektion bei etwa 200
hnE und Fixierung bei etwa 215 hnE) und Nachweis mittels Antikorper. In der Nahe der Gelenke
befinden sich schmale Bereiche in denen vermehrt BrdU inkorporiert wurde (Pfeile). Abkuirzungen:
siehe Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.69

Nachweis fragmentierter DNA in normal entwickelten Embryos von Cupiennius mit der TUNEL
Methode. Alle Embryos etwa 230 hnE. (A-E) TUNEL-behandelte Embryos aus verschiedenen
Blickwinkeln um die einzelnen Aspekte des Zelltods wahrend der normalen Embryonal-
entwicklung darzustellen. Zellen mit fragmentierter DNA erscheinen als schwarze Punkte. (A)
Blick auf das Hinterende eines Embryos. Die Pfeilkopfe deuten auf TUNEL-markierte Zellen im
Neuroektoderm des Opisthosomas. Der Pfeil zeigt TUNEL-Markierung im sich bildenden Herz an.
(B,C) Ventralansicht des Prosomas. Die Pfeile deuten auf abgestorbene Zellen in den Spitzen der
Beine. Die Pfeilkopfe deuten auf das Neuroektoderm des Opisthosomas. (D) Embryo in schriager
Seitenlage. TUNEL-markierte Zellen im Neuroektoderm des Opisthosomas sind mit einem
Pfeilkopf gekennzeichnet (nicht im Fokus). Im Neuroektoderm des Prosomas dagegen finden zu
diesem Zeitpunkt in der Embryonalentwicklung offenbar keine Zelltodvorginge statt (Pfeile). (E)
Ansicht des Kopfes. Auch im Gehirn finden sich viele TUNEL-markierte Zellen. (F,G)
Negativkontrolle ohne Zugabe der terminalen Tansferase. In den Embryos (F, Seitenansicht; G,
Frontansicht) sind keine TUNEL-markierten Zellen zu sehen. (H,I) Positivkontrolle nach
Vorbehandlung mit DNAse. In den Embryos (H, Seitenansicht; I, Frontalansicht) sind alle
Zellkerne mit TUNEL markiert. (J-L) TUNEL-markierte Zellen in den Laufbeinen bei etwa 230
hnE. (J) Negativkontrolle: keine TUNEL-Markierung vorhanden. (K) Positivkontrolle: Alle Zellen
wurden mit TUNEL markiert. (L) Normales Bein: Wahrend dieses Stadiums scheinen nur
vereinzelt Zellen abzusterben; lediglich im Tarsus sind mehrere Zellen offensichtlich tot.
Erklarungen: (-)control bzw. (-)c: Negativkontrolle; (+)control bzw. (+)c: Positivkontrolle. Weitere
Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abb. 3.69
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3.2 Untersuchungen zur Beinmorphogenese und —segmentierung

3.2.1 Uber die Funktion von seven-up und die Rolle des EGF-Rezeptor Signalwegs

Untersuchungen zur Funktion von Cs-svp

Die Expression von Cs-svp in segmental wiederholten Ringen im Bein war uiberraschend,
da aus Drosophila bislang keine Berichte uber eine Funktion von svp bei der
Beinentwicklung vorliegen. Die Funktion von Cs-svp wahrend der Beinentwicklung sollte
daher mittels RNAi (vgl. Material und Methoden) néher untersucht werden. Injektionen
mit Cs-svp dsRNA fuhren tatsachlich zu Defekten der GliedmafBenentwicklung (Anhang 3,
Tabelle 1). Die behandelten Embryonen zeigen deutlich verkiirzte Extremitaten. Abhangig
von der Schwere der Phanokopie sind die GliedmaBen nur méafig betroffen (Abb. 3.70C)
oder fast vollstandig reduziert (Abb. 3.70D). Der Keimstreif selbst hat in den meisten
Phianokopien kaum sonstige Defekte (Abb. 3.70B); in schwerer betroffenen Embryonen
zeigt sich aber eine Unterentwicklung der Segmente (Abb. 3.70D). Wie auch bei den
ubrigen RNAi-Experimenten, die zu defekten GliedmaBen fuhrten (siehe nachfolgend)
konnte nicht beurteilt werden, welche Beinanteile tatsachlich betroffen waren, weil dazu
die Ausbildung der Kutikula abgewartet werden musste, was derzeit technisch noch nicht
moglich ist (siehe auch Diskussion).

Untersuchungen in Drosophila haben gezeigt, dal svp wahrend der Entwicklung
der Malpighischen Gefdlle an der Regulation der Zellproliferation beteiligt ist (Kerber et
al., 1998; Duronio, 1999; Sudarsan et al., 2002). Eine mogliche Ursache fur die verkuirzten
GliedmaBlen in den Cs-svp RNAi Phanokopien war also eine Verminderung der
Zellproliferation durch den teilweisen Wegfall von Cs-svp. Die Zellproliferations-Aktivitat
wahrend der Beinentwicklung in Cupiennius wurde mittels Antikorper gegen
phosphoryliertes Histon 3 (ph3) untersucht. Dabei zeigte sich zu jedem beliebigen
Zeitpunkt der Beinentwicklung ein ungeordnet erscheinendes Muster (Abb. 3.68A-D).
Anti-ph3 reaktive Zellen erscheinen zufallsméfig uber die gesamte Lange des Beins
verteilt zu sein. Somit schien zunédchst kein Zusammenhang zu bestehen zwischen der
segmentalen Expression von Cs-svp und dem Muster der Zellproliferations-Aktivitat.
Allerdings liefert der Nachweis von ph3 nur eine Momentaufnahme eines sehr
dynamischen Prozesses. Daruiber hinaus verlauft das Wachstum der Beine in Cupiennius

relativ langsam (etwa 5 bis 6 Tage bei Raumtemperatur). Es war daher wichtig eine
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Nachweismethode einzusetzen, welche die Zellproliferations-Aktivitat iiber einen langeren
Zeitraum integrieren und kumuliert anzeigen konnte. Dies wurde mittels Einbau von BrdU
erreicht (Abb. 3.68E). Eine BrdU-Pulsdauer von etwa 14 bis 16 Stunden bei
Raumtemperatur fuhrt zum Einbau von BrdU in Zellen uiberall im Bein; dies war auf
Grund der Befunde mit anti-ph3 erwartet worden. Die Integration iber mehrere Stunden
deckt aber Bereiche erhohter Zellproliferationstatigkeit auf. Diese sind segmental
wiederholt und befinden sich in direkter Nachbarschaft zu den Einschniirungen der
zukunftigen Gelenke. Ein gemeinsamer Nachweis von BrdU und Cs-svp RNA war
technisch nicht moglich. Allerdings macht der Vergleich der Farbeorte anhand der
morphologischen Landmarken (Einschnuirungen der Gelenke) klar, daf die Expression von
Cs-svp und die Bereiche erhohter Zellproliferationstatigkeit zusammenfallen.

Der Einbau von BrdU in mit dsSRNA behandelten Embryos konnte nicht untersucht
werden, da hierzu zeitversetzte Injektionen notwendig waren. Dies ist technisch nicht
moglich, da durch die erste Injektion der Innendruck der Embryos verlorengeht, was eine
Zweitinjektion nahezu unmoglich macht. Dartiber hinaus wird durch lingere Lagerung der
Embryos in Voltalef-Ol die Vitellinmembran sehr dehnbar und gummiartig, was eine
Zweitinjektion zusatzlich erschwert. Alternativ wurde daher in RNAi Phianokopien der
Nachweis von ph3 gefuihrt. Dies gibt zwar keinen Aufschluf} uber das Proliferationsmuster
in RNAi Phanokopien, a3t aber eine Aussage uber die Anzahl der Mitosen zu. In den
verkurzten Beinen von Cs-svp RNA1 Phanokopien sind deutlich weniger anti-ph3 reaktive
Zellen nachzuweisen als in den Beinen der Kontrollembryos (Abb. 3.71A-C).

Zusatzlich zur Zellproliferation wurde auch der Zelltod wéhrend der
Beinentwicklung von Cupiennius untersucht. Hierzu kam die TUNEL Methode zum
Einsatz, die fragmentierte DNA nachweist (Abb. 3.69; vgl. Material und Methoden). Zu
jedem beliebigen Zeitpunkt der Beinentwicklung werden nur wenige Zellen mittels
TUNEL farblich markiert. Absterbende Zellen finden sich vermehrt lediglich in der
Beinspitze. Weitere Bereiche vermehrten Zelltods befinden sich im Gehirn, im Bauchmark
des Opisthosomas und im Herzen (Abb. 3.69A-E). In den verkuirzten Beinen von Cs-svp
RNAIi Phéanokopien sind wesentlich mehr Zellen durch TUNEL angeféarbt als in den
Kontrollembryonen (Abb. 3.71D-G). Das deutet darauf hin, daB3 die Zelltodrate in den
Beinen von Cs-svp RNAi Phanokopien deutlich hoher ist als in normal entwickelten

Beinen.
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Untersuchungen zur Funktion von Cs-Egfr

Im bereits erwahnten Kontext der Entwicklung der Malpighischen Gefalle in Drosophila
unterliegt svp der Kontolle durch den Epidermal Growth Factor Receptor (Egfr)
Signalweg. Daher wurde auch aus Cupiennius ein zu Egfr homologes Gen isoliert. Die
Aufregulierung der Cs-Egfr Expression iiber einen bestimmten Zeitraum genau an den
Orten, an denen auch Cs-svp exprimiert ist (sieche weiter oben), war bereits ein deutlicher
Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen der Egfr-Signalgebung und der Expression
von Cs-svp. Somit sollte der Wegfall von Cs-Egfr einen ahnlichen Effekt auf die
Beinentwicklung haben wie der Wegfall von Cs-svp. Es zeigte sich, daB RNAi1 mittels Cs-
Egfr (Anhang 3, Tabelle 2) groBtenteils zu vergleichsweise milden Entwicklungsstorungen
fuhrt. Die am starksten betroffenen Embryonen zeigten stark verkurzte Gliedmalen, sowie
MiBbildungen des Neuroektoderms (Abb. 3.72C). Der Grofiteil der erhaltenen
Phanokopien zeigte allerdings lediglich verkurzte Gliedmafen und der ubrige Keimstreif
wirkte weitgehend normal (Abb. 3.72B).

Des weiteren wurden auch in den Cs-Egfr Phanokopien Zellproliferation und
Zelltod untersucht. Es zeigte sich, da ganz dhnlich wie in den Cs-svp Phénokopien die
Anzahl anti-ph3 reaktiver Zellen in den Beinen gegeniiber den Kontrollembryonen deutlich
erniedrigt ist, wahrend die Zahl der TUNEL-markierten Zellen stark erhoht ist (Abb.
3.73A-F). Das 146t den Schluf} zu, dal die RNA-Interferenz mit Cs-svp und die RNA-
Interferenz mit Cs-Egfr zu ahnlichen Effekten fuhrt, ndmlich zu verminderter
Zellproliferationsrate und erhohter Zelltodrate und somit letztlich zu verkurzten
Gliedmalen.

SchlieBlich wurde die Expression von Cs-svp in Cs-Egfr Phdnokopien untersucht
(Abb. 3.74A-C). Ahnlich wie in den Beinen der Kontrollembryonen zeigen sich auch in
den verkuirzten Beinen mehrere Ringe von Cs-svp Expression. Allerdings ist die
Expressionsstarke von Cs-svp in den Cs-Egfr Phanokopien schwicher als in den
Kontrollembryonen. Alle in den verkurzten Beinen vorhandenen Expressionsringe lassen
sich mit entsprechenden Ringen in den normal entwickelten Beinen in Beziehung setzen.
Das deutet darauf hin, daB3 der teilweise Wegfall von Cs-Egfr nicht zu einer Veranderung
im Expressionsmuster von Cs-svp fuhrt, sondern lediglich zu einer Abschwéchung der
Expressionsstarke von Cs-svp. Somit scheinen in den betroffenen Beinen noch alle

Beinsegmentanlagen vorhanden zu sein; sie sind aber alle wesentlich verkurzt.
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3.2.2. Zur Rolle des Notch-Signalwegs und seiner moglichen Effektoren

Untersuchungen zur Funktion zweier Bestandteile des Notch-Signalweges, Cs-Notch und

Cs-Serrate

In Drosophila ist gezeigt worden, dall der Notch-Signalweg am Wachstum und der
Segmentierung der Beine beteiligt ist (z.B. Bishop et al., 1999; de Celis et al., 1998;
Rauskolb und Irvine, 1999). Auch in Cupiennius sind inzwischen mehrere Bestandteile des
Notch-Signalwegs bekannt. Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeiten sollten erste
Studien begonnen werden, welche die Untersuchung der Rolle des Notch-Signalweges bei
der Beinentwicklung in Cupiennius zum Ziel hatten. Es wurden der Rezeptor Cs-N und
einer seiner Liganden Cs-Ser ausgewdhlt. Um die beschriebenen schweren
Entwicklungsdefekte bei der Injektion von Cs-N dsRNA (Stollewerk et al., 2003) zu
vermeiden, wurde etwa 12 Stunden spater als nach dem Standardverfahren tiblich injiziert
(Anhang 3, Tabelle 3). Damit konnte ein Einflul der RNAi auf die Entwicklung der
Segmente weitgehend vermieden werden, was zur Untersuchung der Beinentwicklung
unbedingt notwendig war. Die Beinentwicklung ist ein spiter Prozess, der die Existenz
normal entwickelter Segmente voraussetzt. Die erhaltenen Phianokopien zeigten verkuirzte
Beine und Deformationen des Neuroektoderms. Meistens waren die Beine deutlich
deformiert, aber nur etwa um ein Viertel verkuirzt (Abb. 3.75B,C). Die am schwersten
betroffenen Phianokopien zeigen stark verkiirzte Extremitaten (Abb. 3.75D). Der Effekt der
RNAI auf die zellbiologischen Vorgange in den Beinen wurde naher untersucht. Es zeigte
sich, daBl die Zellproliferationsrate in den betroffenen Beinen gegenuiber den
Kontrollembryonen herabgesetzt ist (Abb. 3.76A-C). Daneben ist die Anzahl absterbender
Zellen deutlich erhoht (Abb. 3.76D-F).

Die gleichen Untersuchungen wurden auch mit dem Gen Cs-Ser durchgefuhrt. Die
RNA Interferenz fuhrte zu relativ leichten Phanotypen (Anhang 3, Tabelle 4). Die
GliedmaBen der Cs-Ser RNAi1 Phanokopien sind deutlich deformiert, aber gegeniiber den
Kontrollembryonen meist nur maBig verkurzt (Abb. 3.77A-D). Die weiteren
Untersuchungen zeigten, daB auch in diesem Fall die Zellproliferation beeintrachtigt (Abb.
3.78A-C), und die Zelltodrate erhoht ist (Abb. 3.78D-F).

Diese bislang erzielten Ergebnisse legen nahe, dal Cs-N und Cs-Ser zur normalen

Entwicklung der GliedmaBen benotigt werden. Wie in Drosophila scheinen sie das
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Wachstum der Beine zu kontrollieren; eine Rolle bei der Gelenkbildung konnte jedoch
nicht untersucht werden, da es, wie erwahnt, bislang noch nicht moglich ist, injizierte

Embryonen bis zur Ausbildung einer Kutikula am Leben zu erhalten.

Untersuchungen zur Funktion eines ausgewdhlten moglichen Zielgens des Notch-

Signalweges, Cs-AP-2

Nachdem vergleichende Studien zur Funktion von Bestandteilen des Notch-Signalweges
durchgefuhrt worden waren (siehe oben), sollte beispielhaft auch ein Zielgen dieses
Signalweges untersucht werden. Die Wahl fiel dabei auf AP-2, welches in Drosophila der
Kontrolle des Notch-Signalweges unterliegt und das eine wichtige Rolle bei der
Beinentwicklung hat, wo es sowohl fur das Wachstum der Beine gebraucht wird (daher der
Name der AP-2 Mutante: stummelbein), als auch fur die Ausbildung der Gelenke vonnoten
ist (Monge und Mitchell, 1998; Kerber et al., 2001; Monge et al., 2001). Wie erwahnt,
kann die Gelenkbildung in Cupiennius derzeit nicht funktionell untersucht werden.
Allerdings kann eine Rolle von Cs-AP-2 beim Beinwachstum untersucht werden.

Die Funktion von Cs-AP-2 wurde durch RNAI analysiert. Es zeigte sich, dal RNAi
mittels Cs-AP-2 dsRNA eine geringe Erfolgsquote hat (Anhang 3, Tabelle 5). Es ist fur
Cupiennius bekannt, dal fur manche Gene die Behandlung mit dSRNA zu einer hoheren
Quote an Phanokopien fuhrt als fur andere Gene, und da3 fur wieder andere Gene eine
RNA-Interferenz gar nicht moglich ist (Michael Schoppmeier, personliche Mitteilung).
Der Grund hierfur ist bislang unklar. Auch Cs-AP-2 scheint fur eine Interferenz mit
dsRNA weniger empfanglich zu sein. Die meisten derjenigen Embryos die eine
feststellbare Entwicklungsstorung aufweisen sind nur maBig betroffen. Die GliedmalBen
sind etwa um 10% verkiirzt und erscheinen leicht deformiert (Abb. 3.79D, 3.80B). In den
am starksten ausgeprigten Phénokopien sind die Beine stark verkiirzt und erscheinen
keulen- oder sackformig (Abb. 3.79C, 3.80D). Der Nachweis von Cs-AP-2 mRNA in den
Phéanokopien zeigt, dal durch die RNAI nicht die gesamte RNA ausgeschaltet werden
kann. In den leicht betroffenen Phénokopien ist ein normales, aber schwicheres Cs-AP-2
Expressionsmuster zu finden (Abb. 3.79B, 3.80B). Interessant ist, dal im Gehirn die
Expression in den Zentren der Seitenaugen nahezu vollstandig ausgeldscht werden kann,
wihrend die Expression in den Zentren der Medianaugen und im Zentralkorper kaum einen
Unterschied zwischen Phanokopie und Kontrollembryo erkennen 146t (Abb. 3.79B). In den
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Beinen der leicht betroffenen Phianokopien zeigt sich das normale Ringe-Muster, allerdings
mit deutlich verminderter Expressionsstiarke (Abb. 3.80B). In starker betroffenen
Phanokopien ist in den Beinen ebenfalls das normale Ringe-Muster zu sehen; die
Expressionsstiarke ist aber so weit herabgesetzt, dal bestimmte Ringe nicht mehr
hervortreten (Abb. 3.80C). In den starker betroffenen Phanokopien exprimieren nur noch
einzelne, verstreute Zellen Cs-AP-2 (Abb. 3.80D). Eine Einschitzung uber deren
Verhiltnis zu den Ringen im normal entwickelten Bein ist auf Grund der gestorten
Beinmorphologie nicht ohne weiteres moglich.

In den deformierten Beinen der Phanokopien wurden Untersuchungen zu
Zellproliferation und Zelltod durchgefuhrt. Der Nachweis von ph3 zeigt, dal im Vergleich
zu den Kontrollembryonen weniger anti-ph3 reaktive Zellen vorliegen (Abb. 3.81A-C).
Der Nachweis absterbender Zellen durch TUNEL zeigt dagegen wesentlich mehr markierte
Zellen in den verkurzten Beinen als in den Beinen der Kontrollembryonen (Abb. 3.81D-F).
Dies deutet darauf hin, daB der partielle Wegfall von Cs-AP-2 zur Beeintrachtigung der
Zellproliferation und zu vermehrtem Zelltod fuhrt.

Um eine Aussage iiber den Einflull des Notch-Signalweges auf die Expression von
Cs-AP-2 treffen zu konnen, wurde die Expression von Cs-AP-2 in Cs-N RNAi-
Phénokopien untersucht. Wie bereits weiter oben erwahnt weisen starke Phanokopien von
Cs-N schwere Defekte der Segmentbildung auf, so daf} es gar nicht erst zu einem normalen
Beginn einer GliedmaBenentwicklung kommen kann. Die im Rahmen der hier
vorgestellten Experimente erzeugten Cs-N Phénokopien sind daher wahrscheinlich als
relativ schwache Phénokopien anzusehen. In den hierbei schwerer betroffenen Embryos
sind die Beine deutlich verkiirzt und deformiert (siehe auch oben). Das Expressionsmuster
von Cs-AP-2 in diesen Beinen ist desorganisiert. Wahrend in den normal entwickelten
Beinen das beschriebene Ringe-Muster zu sehen ist, ist in den verkurzten Beinen eine
einzige, breite Expressionsdoméne zu finden oder in etwas weniger schwer verkiuirzten
Beinen eine breite Doméne und ein zusitzlicher, schwach exprimierter Ring proximal
davon (Abb. 3.82, Abb. 3.83B,C). Die breite Domine ist in ihrer Zusammensetzung
uneinheitlich; sie besteht aus einem distalen Abschnitt sehr starker Expression und einem
proximalen Abschnitt schwécherer Expression. Insgesamt jedoch ist die Expression relativ
stark- auch im Vergleich zu den Kontrollembryonen- so dafl kein Anhaltspunkt vorliegt,
der fur eine Rolle von Cs-Notch bei der Aktivierung der Cs-AP-2 Expression sprechen

wurde (vgl. Diskussion).
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Die breite Domine ist in ihrer proximal-distalen Ausdehnung deutlich ldnger als
jede Ring-Domine in den normal entwickelten Beinen, und das, obwohl die betroffenen
Beine verkurzt sind. Das ladt zu der Interpretation ein, die breite Domiane in den
verkiirzten Beinen entspricht den zu einem einheitlichen Expressionsbereich

verschmolzenen Ringen wie sie im normalen Bein ausgepragt werden (Abb. 3.83B,C).
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Abbildung 3.70

Der Effekt von Injektionen von Cs-svp dsRNA. (A) Nicht mit dSRNA behandelter Embryo. (B-D)
Die mit Cs-svp dsRNA behandelten Embryos zeigen verkiirzte und mif3gestaltete Extremitédten und
in seltenen Fallen Miflbildungen der Segmente des Opisthosomas (D). Die Embryos wurden mit
DAPI gefarbt. Alle Embryos in schrager Seitenlage und Ventralansicht. Abkiirzungen siehe
Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.71

Zellproliferation und Zelltod in den Laufbeinen mit Cs-svp dsSRNA behandelter Embryonen. (A-C)
Nachweis von phosphoryliertem Histon 3 in Kontrollembryonen (A) und in mit dsRNA
behandelten Embryonen (B,C). In B,C sind einige markierte Zellen beispielhaft mit einem Pfeil
gekennzeichnet. Insgesamt sind es deutlich weniger markierte Zellen als in den Beinen der
Kontrollembryonen. (D-G) Nachweis fragmentierter DNA mittels TUNEL in den Laufbeinen von
Kontrollembryonen (D) und von mit dSRNA behandelten Embryonen (E-G). Da die Verkiirzung
der Beine als spezifische Phianokopie angesehen wurde (siehe auch Text und Anhang 3), werden
die sukzessive kiirzeren Beine von B nach C, bzw. von E nach G hier als schrittweise stiarkere
Phanokopien interpretiert. Abkiirzungen: sieche Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.72

Der Effekt von Injektionen von Cs-Egfr dsSRNA. (A) Nicht mit dsSRNA behandelter Embryo. (B,C)
Die mit Cs-Egfr dsSRNA behandelten Embryos zeigen verkuirzte und miBgestaltete Extremitaten
und in manchen Fallen Miflbildungen des Neuroektoderms (C). Die Embryonen wurden mit DAPI
gefarbt. Alle Embryos in schriager Seitenlage und Ventralansicht. Abkurzungen siehe
Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abb. 3.72
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Abbildung 3.73

Zellproliferation und Zelltod in den Laufbeinen mit Cs-Egfr dSRNA behandelter Embryonen. (A-
C) Nachweis von phosphoryliertem Histon 3 in Kontrollembryonen (A) und in mit dsRNA
behandelten Embryonen (B,C). In B,C sind einige markierte Zellen beispielhaft mit einem Pfeil
gekennzeichnet. Insgesamt sind es deutlich weniger markierte Zellen als in den Beinen der
Kontrollembryonen. (D-F) Nachweis fragmentierter DNA mittels TUNEL in den Laufbeinen von
Kontrollembryonen (D) und von mit dsRNA behandelten Embryonen (E.F). Da die Verkiirzung der
Beine als spezifische Phianokopie angesehen wurde (siehe auch Text und Anhang 3), werden die
sukzessive kiirzeren Beine von B nach C, bzw. von E nach F hier als schrittweise starkere
Phanokopien interpretiert. Abkuirzungen: siehe Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.74

Expression von Cs-svp in den Laufbeinen mit Cs-Egfr dsSRNA behandelter Embryonen. (A) Bein
eines Kontrollembryos (unbehandelt). Pfeil: Proximale Expressionsdoméne. Pfeilkopf: ventrale
Domine im Trochanterbereich. Sternchen und Rechteck: weitere Expressionsringe (vgl. auch Abb.
3.63). (B,C) Beine von mit dsRNA behandelten Embryonen. Die Expressionsdoménen des
normalen Cs-svp Musters sind vorhanden (vgl. Zeichen und Symbole mit A), sind aber in ihrer
Expressionsstarke abgeschwicht, so daBl teilweise nicht mehr alle Ringe sichtbar sind (siehe C).
Abkurzungen: siehe Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.75

Der Effekt von Injektionen von Cs-Notch dsRNA. (A) Nicht mit dSRNA behandelter Embryo. (B-
D) Die mit Cs-N dsRNA behandelten Embryos zeigen miflgestaltete, aber meist nur geringfugig
verkiirzte Extremitaten. In manchen Fallen ergaben sich Milbildungen der Segmente und des
Neuroektoderms und stark verkiirzte GliedmaBen (D). Die Embryonen wurden mit DAPI gefarbt.
Alle Embryos in Ventralansicht. Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.76

Zellproliferation und Zelltod in den Laufbeinen mit Cs-N dsRNA behandelter Embryonen. (A-C)
Nachweis von phosphoryliertem Histon 3 in Kontrollembryonen (A) und in mit dsRNA
behandelten Embryonen (B,C). In B,C sind einige markierte Zellen beispielhaft mit einem Pfeil
gekennzeichnet. Insgesamt sind es weniger markierte Zellen als in den Beinen der
Kontrollembryonen. (D-F) Nachweis fragmentierter DNA mittels TUNEL in den Laufbeinen von
Kontrollembryonen (D) und von mit dSRNA behandelten Embryonen (E,F). Da die Verkuirzung der
Beine als spezifische Phanokopie angesehen wurde (siehe auch Text und Anhang 3), werden die
sukzessive kiirzeren Beine von B nach C, bzw. von E nach F hier als schrittweise starkere
Phanokopien interpretiert. Abkiirzungen: sieche Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.77

Der Effekt von Injektionen von Cs-Ser dsSRNA. (A) Nicht mit dSRNA behandelter Embryo. (B-D)
Die mit Cs-Ser dsSRNA behandelten Embryos zeigen mifigestaltete und verschieden stark verkirzte
Extremitaten. Die Embryonen wurden mit DAPI gefarbt. Alle Embryos in schrager Seitenlage und
Ventralansicht. Abkuirzungen: sieche Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.78

Zellproliferation und Zelltod in den Laufbeinen mit Cs-Ser dSRNA behandelter Embryonen. (A-C)
Nachweis von phosphoryliertem Histon 3 in Kontrollembryonen (A) und in mit dsRNA
behandelten Embryonen (B,C). In den Beinen der behandelten Embryonen waren keine markierten
Zellen zu finden. Dies deutet darauf hin, dal zum Zeitpunkt der Fixierung der Embryonen keine
Zellproliferation in den Beinen mehr stattgefunden hat. (D-F) Nachweis fragmentierter DNA
mittels TUNEL in den Laufbeinen von Kontrollembryonen (D) und von mit dsSRNA behandelten
Embryonen (E,F). Da die Verkurzung der Beine als spezifische Phanokopie angesehen wurde
(siehe auch Text und Anhang 3), werden die sukzessive kiirzeren Beine von B nach C, bzw. von E
nach F hier als schrittweise stirkere Phanokopien interpretiert. Abkiirzungen: siehe
Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.79

Der Effekt von Injektionen von Cs-AP-2 dsRNA. (A) Nicht mit dSRNA behandelter Embryo in
Frontalansicht. Die Expression von Cs-AP-2 wurde mittels in situ Hybridisierung dargestellt.
Pfeile: Expression in den Zentren der Medianaugen. Pfeilkopfe: Expression in den Zentren der
Seitenaugen. Sternchen: Expression im Zentralkorper (sieche dazu auch Abb. 3.48). (B) Mit dsRNA
behandelter Embryo in Frontalansicht und ebenfalls mit dem Nachweis fur Cs-AP-2 mRNA. Die
Expression in den Gliedmafen und in den Seitenaugenzentren (Pfeilkopfe) ist sichtbar schwacher,
aber nicht vollig ausgeloscht. Beachte, dafl die Extremitdten nur maBig verkurzt sind (vgl. auch
Abb. 3.80). Beachte auch, dafl die Expression in den Medianaugenzentren (Pfeile) und im
Zentralkorper (Sternchen) kaum abgeschwicht ist. (C,D) DAPI gefarbte Embryos, die mit Cs-AP-2
dsRNA behandelt wurden. Ventralansichten. Beachte da3 die Gliedmaflen in veranderlichem Mafle
verkiirzt und miflgestaltet sind. Abkiirzungen: siehe Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abb. 3.79
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Abbildung 3.80

Expression von Cs-AP-2 in den Laufbeinen mit Cs-AP-2 dsSRNA behandelter Embryonen. (A) Bein
eines Kontrollembryos (unbehandelt). (B-D) Beine mit dsSRNA behandelter Embryonen. In den
meisten Fallen ist das normale Expressionsmuster abgeschwiacht noch erhalten und die Beine sind
nur maBig fehlentwickelt (B). Bei weiterer Abschwachung der Expressionsstarke treten manche
Ringe (z.B. die proximalen; Pfeil in C) nicht mehr hervor und die Beine sind stirker verkurzt (C).
In wenigen Fillen exprimieren nur noch wenige, verstreute Zellen (Pfeile in D) Cs-AP-2 und die
Beine sind stark verkiirzt und deformiert. Abkiirzungen: siehe Abkiirzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.81

Zellproliferation und Zelltod in den Laufbeinen mit Cs-AP-2 dsRNA behandelter Embryonen. (A-
C) Nachweis von phosphoryliertem Histon 3 in Kontrollembryonen (A) und in mit dsRNA
behandelten Embryonen (B,C). In B,C sind einige markierte Zellen beispielhaft mit einem Pfeil
gekennzeichnet. Insgesamt sind es weniger markierte Zellen als in den Beinen der
Kontrollembryonen. (D-F) Nachweis fragmentierter DNA mittels TUNEL in den Laufbeinen von
Kontrollembryonen (D) und von mit dsRNA behandelten Embryonen (E.F). Da die Verkiirzung der
Beine als spezifische Phanokopie angesehen wurde (siehe auch Text und Anhang 3), werden die
sukzessive kiirzeren Beine von B nach C, bzw. von E nach F hier als schrittweise starkere
Phanokopien interpretiert. Abkuirzungen: sieche Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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Abbildung 3.82

Expression von Cs-AP-2 in mit Cs-N dsRNA behandelten Embryonen. (A,B) DAPI gefarbte
Embryonen unter UV-Strahlung und (A’,B’) dazugehoriges lichtmikroskopisches Bild. In mit
dsRNA behandelten Embryonen zeigen sich Entwicklungsdefekte der GliedmaBen (siehe auch
Abb. 3.75). In den betroffenen Beinen wird Cs-AP-2 in einer breiten Bande exprimiert, die aus
einem distalen Teil (starke Expression; Pfeil) und einem proximal davon gelegenen Teil
(schwachere Expression; Pfeilkopf) besteht (vgl. Abb. 3.83). Die Sternchen in A’ kennzeichen
nicht im Fokus liegende Beine, fur die jedoch das gleiche gilt. (C,C’) Ein Kontrollembryo. Es zeigt
sich das normale Muster der Cs-AP-2 Expression. Alle Embryos in Ventralansicht. Abkuirzungen
siche Abkurzungsverzeichnis S. 2-5.

Abbildung 3.83

Expression von Cs-AP-2 in den Laufbeinen mit Cs-N dsRNA behandelter Embryonen. (A)
Laufbein eines Kontrollembryos (unbehandelt). Das normale Expressionsmuster von Cs-AP-2 ist
zu sehen. (B,C) Laufbeine von behandelten Embryonen. Die meisten Ringe scheinen eine
geschlossenen Bande zu bilden. Abkuirzungen: siehe Abkuirzungsverzeichnis S. 2-5.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sind eine Reihe von Genen in einem Tausendfufller und einer
Spinne untersucht worden. Es soll nun diskutiert werden, ob die bis dato gewonnenen
Daten einen Beitrag zur Kenntnis der Evolution der Gliedmallen bei Arthropoden leisten

konnen.

4.1 Zur evolutionaren Konservierung der Musterbildungskaskade im Bein

Schon seit langerem ist bekannt, daBl in Drosophila eine hierarchische Genkaskade die
Unterteilung des Korpers in Segmente steuert (zur Ubersicht siehe Rivera-Pomar und
Jackle, 1996; Klingler und Tautz, 1999). Auf der obersten Stufe stehen Gene, deren
Genprodukte bereits im Ovar der Mutter ins Ei eingelagert werden, sogenannte maternale
Faktoren. Diese bilden im Ei Gradienten mit groBerer Reichweite und aktivieren eine
Reihe zygotischer Faktoren, zu denen zunachst die Gap-Gene (,,Luckengene*) gehoren.
Diese richten sich in ihrer Expression nach dem Gradientensystem, das von den maternalen
Faktoren vorgegeben wird und sind in groBflachigen, aber scharf umrissenen Doménen
exprimiert. IThr Name ruhrt daher, dal bei ihrem Ausfall in Mutanten die jeweiligen
Korperregionen fehlen, in denen das betreffende Gap-Gen exprimiert ist. Eine sukzessive
weitere Unterteilung des Fliegenkorpers wird in der Folge von den Paarregel- und
Segmentpolarititsgenen erreicht, die teilweise von den Gap-Genen kontrolliert werden
oder sich untereinander regulieren. Das Ergebnis ist ein vollstindig segmentierter Korper,
wie er fur Arthropoden typisch ist.

Interessanterweise haben jungst Untersuchungen der Beinentwicklung in
Drosophila gezeigt, da} auch hier eine Genkaskade aktiv ist, die das Bein in die richtige
Anzahl von Beinsegmenten, die sogenannten Podomere, unterteilt (Rauskolb und Irvine,

1999; Abb. 4.1). Ganz ahnlich wie bei der Korpersegmentierung stehen auch hier Gene an
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dpp Abbildung 4.1

wg Schematische Darstellung der Bein-
Segmentierungskaskade in Drosophila
Beinscheiben nach Rauskolb und Irvine
(1999). Die oberste Ebene bilden die

Gene dpp und wg. Sie steuern die nich-
sten Ebenen der Bein-Gap-Gene (Mitte)
und Bein-Segmentierungsgene (unten).
Abkurzungen siehe Verzeichnis S. 2-5.

hth
dac

Dll+ss

fng, Ser
nub, odd
AP-2, bab
fj, E(spl)

oberster Position, die weitreichende Gradienten ausbilden.
Bei diesen Genen handelt es sich um die Morphogene dpp und wg (z.B. Diaz-Benjumea et
al., 1994). Wie bei der Segmentierungskaskade im Korper wo die Gap-Gene sich nach den
Gradienten der zygotischen Gene orientieren, werden die Positionsinformationen im
dpp/wg-Gradienten von einer Reihe nachgeschalteter Gene genutzt, um in breiten, aber
scharf abgegrenzten Domdnen exprimiert zu werden (z.B. Lecuit und Cohen, 1997).
Interessanterweise ist fur einige dieser Gene (z.B. extradenticle, homothorax, dachshund
und Distal-less), gezeigt, daB3 bei ihrem Ausfall auch der ihrer Expressionsdoméne
entsprechende Teil des Beines fehlt (Cohen et al., 1989; Mardon et al., 1994; Rauskolb et
al., 1995; Gonzalez-Crespo und Morata, 1995; Wu und Cohen, 2000). Aufgrund dieser
Ahnlichkeiten zu den Gap-Genen werden sie kollektiv als Bein-Gap-Gene bezeichnet
(Rauskolb, 2001). SchlieBlich mehren sich die Hinweise, da} die Bein-Gap-Gene eine
Vielzahl nachgeschalteter Gene kontrollieren, die fur die Bildung der Gelenke
verantwortlich sind (Rauskolb und Irvine, 1999; Rauskolb, 2001). Diese Gene, zu denen

vor allem Teile des Notch-Signalwegs und dessen Zielgene gehoren (z. B. Notch, Serrate,
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Delta, Enhancer of split, odd-skipped u.a.), bestimmen letztlich die Lage der
Segmentgrenzen und konnen somit zusammenfassend als Beinsegmentierungsgene
bezeichnet werden. Es soll nun zuniachst um die Frage gehen, ob sich Anzeichen finden

lassen, dal} diese Beinsegmentierungskaskade innerhalb der Arthropoden konserviert ist.

4.1.1 Die Ebene der Morphogen-Gradienten

Die Morphogene dpp und wg sind in der Beinscheibe von Drosophila in einem dorsalen
bzw. ventralen Sektor exprimiert (z.B. Campbell et al., 1993). Wihrend die Expression von
wg weitgehend konserviert erscheint (siehe dazu auch Damen, 2002; Janssen et al., 2004),
gilt das Gegenteil fur die Expression von dpp: in Cupiennius und zum groBten Teil auch in
Glomeris ist dpp an der Spitze der Beine exprimiert. Auch in anderen Arthropoden zeigt
sich ein dhnliches Bild. Wahrend wg in den Extremititen meist in einem ventralen Streifen
exprimiert ist, ist dpp auf die GliedmaBenspitze beschrankt (z.B. Nulsen und Nagy, 1999;
Hughes und Kaufman, 2002; Sanchez-Salazar et al., 1996; Niwa et al., 2000; Jockusch et
al., 2000; Yamamoto et al., 2004; Akiyama-Oda und Oda, 2003). Das konnte also ein
Hinweis sein, daf} bereits die Ebene der Morphogen-Gradienten innerhalb der Arthropoden
nur teilweise oder gar nicht konserviert ist. Ich mochte hier aber die Gegenthese vertreten,
die besagt, dall die Expression an der Spitze der Beine die notwendige Voraussetzung
dafur ist, daB} in den stabformigen embryonalen Beinen von z.B. Cupiennius und Glomeris
die gleichen Musterbildungsprozesse ablaufen konnen, wie sie in der flachen
Imaginalscheibe Drosophilas stattfinden.

Den Podomeren des Beines adulter Fliegen entsprechen in den Beinscheiben
konzentrische Ringe (Schubiger, 1968; Fristrom und Fristrom, 1975, 1993; Condic et al.,
1991). Somit mussen auch die Gene, welche fur die Spezifikation der Podomere zustdndig
sind in der Beinscheibe in ring- oder kreisformigen Doméanen exprimiert sein. Das wird
durch einen besonderen Mechanismus erreicht, der die beiden Morphogene dpp und wg
involviert (Abb. 4.2, obere Reihe; nach Lecuit und Cohen, 1997; Jiang und Struhl, 1996).
Beide Gene werden in schmalen Sektoren exprimiert, dpp auf der dorsalen, wg auf der
ventralen Seite (Fig. 4.2, obere Reihe links; z. B. Campbell et al., 1993). Die Zellen die
dpp oder wg mRNA exprimieren, akkumulieren auch grolere Mengen an DPP oder WG

Protein, welches die Zellen verlaBt und forttransportiert wird (dieser Vorgang ist
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mRNA Protein Zielgen

2D

3D

Abbildung 4.2

Divergentes distales Morphogen-Signalsystem in Imaginalscheiben und embryonalen Beinaus-
wiichsen (zweidimensionale bzw. dreidimensionale Musterbildung). Die linke Spalte zeigt die
mRNA Expression von dpp (griin) und wg (rot). In diesen Bereichen wird DPP bzw. WG Protein
produziert und in benachbarte Bereiche transportiert. Je zwei verschiedene Grenzwerte an
Proteinkonzentration sind durch die gestrichelten Linien dargestellt. Die resultierenden Protein-
gradienten sind in der mittleren Spalte dargestellt (Uberschneidung ist gelb). Ein Beispiel-Zielgen
(blau, rechte Spalte) soll uiberall dort aktiviert werden, wo die Konzentration beider Morphogene
uber einem gewissen Schwellenwert (gestrichelte Linien, mittlere Spalte) liegt. Die obere Reihe
zeigt die Verhaltnisse in Drosophila. In der mittleren Reihe sind die Drosophila Muster
unverandert auf ein typisches embryonales Bein ubertragen. Es resultiert keine geeignete
Zielgenexpression. Die untere Reihe zeigt die vorgeschlagenen Verhiltnisse fur Cupiennius (grofie
Abbildungen) und Tribolium, Gryllus, Schistocerca (kleinere Abbildungen; nach mehreren
Quellen: siehe Text). Die kleinen Unterschiede zwischen den Expressionsmustern beinflussen das
Ergebnis nicht. Siehe auch Text.

vornehmlich in Flugelscheiben untersucht worden; es wird aber angenommen, dal} er ganz
ahnlich auch in Beinscheiben und in embryonalen Geweben ablduft; Van den Heuvel et al.,

1989; Struhl und Basler, 1993; Lecuit et al., 1996; Nellen et al., 1996; Zecca et al., 1996;
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Teleman und Cohen, 2000; Greco et al., 2001). Auf diesem Weg entstehen zwei hyperbel-
formige und teilweise uberlappende Gradienten abnehmender Proteinkonzentration (Fig.
4.2, obere Reihe Mitte). Diese dienen zur Aktivierung oder Reprimierung einer Zahl von
Zielgenen in einer Schwellenwert-abhangigen Weise (z.B. Brook und Cohen, 1996; Lecuit
und Cohen, 1997). Allerdings benotigen die meisten Zielgene zu ihrer Aktivierung (oder
Reprimierung) ganz bestimmte Mindest- bzw. Hochstkonzentrationen nicht nur eines
sondern beider Morphogene (Lecuit und Cohen, 1997). Somit wird die Flache in der sie
aktiviert werden stets der Schnittmenge der von den Grenzwerten abgesteckten Teilflachen
der WG und DPP Gradienten entsprechen. Da diese Grenzwerte, ebenso wie die WG und
DPP Gradienten, hyperbelformig sind, werden ihre Schnittmengen immer mehr oder
weniger kreisformige Flachen abstecken (Fig. 4.2, obere Reihe rechts). Unter der
Verwendung zweier Grenzwerte konnen zusatzlich auch ringformige Doménen
ausgewiesen werden (siehe Almirantis und Papageorgiou (1999) bezuglich einer
detaillierten Beschreibung der Schnittmengenbildung innerhalb von Morphogen-
gradienten). Zusammenfassend gesagt fuhrt das Zusammenwirken der Morphogene WG
und DPP zur Aktivierung von Zielgenen in konzentrischen, ring- oder kreisformigen
Dominen.

Die Entwicklung der Beine aus flachen, praktisch zweidimensionalen
Imaginalscheiben stellt innerhalb der Arthropoden die Ausnahme dar. Die meisten
Arthropoden entwickeln ihre Beine direkt als dreidimensionale Auswiuichse. Kann der
Modus der Morphogengradienten von der zweidimensionalen Beinscheibe direkt auf den
dreidimensionalen Beinauswuchs der iibrigen Arthropoden ubertragen werden? Dazu
miuBte in einem Beinauswuchs dpp entlang der dorsalen Seite und wg entlang der ventralen
Seite exprimiert sein (Fig. 4.2, mittlere Reihe). Das Gedankenexperiment in Fig. 4.2 zeigt,
daB durch die dritte Dimension die Grenzwerte innerhalb der Morphogengradienten nicht
mehr hyperbelformig, sondern sattelformig sind und somit nicht mehr kreisformige
Dominen abgrenzen, sondern Flachen die sich seitlich das Bein entlangziehen. Diese
Expressionsdomanen waren wohl kaum geeignet die Podomerspezifikation zu
kontrollieren. Kreisformige Domdnen wie in den Beinscheiben resultieren in den
dreidimensionalen Beinen erst dann, wenn entweder dpp oder wg Expression auf die Spitze
beschrankt bleibt (Fig. 4.2, untere Reihe).

Auf der Basis dieser Uberlegungen erscheint es wahrscheinlich, dafl die
Aktivierung von Zielgenen durch die Kombination von WG und DPP Gradienten in

Cupiennius und Glomeris konserviert ist. Die Expression von dpp ist auf die Beinspitze
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beschrinkt, da sonst keine kreis- oder ringformigen Zielgenexpressionen generiert wirden.
Eine Vorhersage dieser Hypothese ist, da auch in anderen Arthropoden mit
dreidimensionalen Beinknospen die Expression eines der beiden Morphogene auf die
Beinspitze beschriankt sein sollte. In guter Ubereinstimmung mit dieser Vorhersage ist die
Expression von dpp in Tribolium, Gryllus, Schistocerca, Athalia und einer weiteren
Spinnenart (Achaearanea tepidariorum) auf die Spitze der Beine beschrankt (Sanchez-
Salazar et al. 1996; Niwa et al., 2000; Jockusch et al., 2000; Yamamoto et al., 2004;
Akiyama-Oda und Oda, 2003). Eine experimentelle Prifung der Hypothese wire die
erzwungene Expression von dpp entlang der ganzen dorsalen Beinseite in einer Art in der
dpp normalerweise nur an der Spitze der Beine exprimiert ist, und die anschlieBende
Beobachtung der Zielgenexpressionsmuster. Solche Manipulationen sind derzeit nicht
moglich; jedoch erscheint vor allem Tribolium als aussichtsreicher Kandidat bei dem
solche Versuche vielleicht bald moglich sein werden.

Obwohl die Quelle fur DPP Protein auf die Beinspitze beschrankt ist, ist es
trotzdem moglich, da3 DPP die Musterbildung auch proximaler Beinbereiche organisiert.
Studien in Flugelscheiben aus Drosophila haben gezeigt, daB DPP noch Zellen in einer
Entfernung von 20 bis 25 Zelldurchmessern von der DPP Quelle beeinflussen kann (Nellen
et al., 1996; Lecuit et al., 1996; Entchev et al., 2000). Das wire vollig ausreichend fur die
sehr kurzen Beine von Glomeris und auch fur Beinknospen und junge Beine in Cupiennius.
In Cupiennius nimmt die Expression in der Spitze in dlteren Stadien dann auch ab;
moglicherweise ist dpp fur die Musterbildung in alteren Stadien nicht mehr notwendig,
weil nachgeschaltete Systeme die Aufrechterhaltung der Distalisierungsfunktion von dpp
ubernehmen. Ahnliches ist jungst fur Drosophila bekanntgeworden (Galindo et al., 2002;
Campbell, 2002).

4.1.2 Die Bein-Gap-Gene

In Drosophila orientieren sich die Expressionsdomdnen der Bein-Gap-Gene an den
Gradienten von WG und DPP (z.B. Lecuit und Cohen, 1997). Hohere WG/DPP
Konzentrationen finden sich im distalen Bereich und aktivieren die Expression von DII.
Niedrigere Konzentrationen fuhren dagegen zur Aktivierung von dac in einer breiten
mittigen Expressionsdomane. SchlieBlich fuhrt unter anderem der Einfluf von WG und

DPP zur Reprimierung von hth, welches daher nur proximal exprimiert wird, wo der
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Einflu der Morphogene am geringsten ist (z.B. Abu-Shaar und Mann, 1998). Somit sorgt
der WG/DPP Gradient in der Anfangszeit der Beinscheibenentwicklung vereinfachend
dargestellt fur eine grobe Einteilung des Beines in einen proximalen Teil (mit hth
Expression), einen mittleren Teil (mit dac Expression) und einen distalen Teil (mit DIl
Expression). In der Folge wird diese Unterteilung aufrechterhalten, indem sich hth, dac
und DIl gegenseitig beeinflussen und ihre Grenzen somit selbstindig ohne den standigen
Input des WG/DPP Gradienten festigen (Abu-Shaar und Mann, 1998; Wu und Cohen,
1999). Eine Hauptrolle kommt hierbei dem dac Gen zu, das als Antagonist sowohl zu hth
als auch zu DI auftritt. Es definiert dadurch nicht nur den mittleren Bereich des Beines als
eigenstandigen Entwicklungsbereich, sondern trennt gleichzeitig auch den proximalen und
den distalen Teil sehr scharf voneinander. Genetische Experimente in Drosophila zeigen,
dal diese Tripartie eine Grundeigenschaft des Beines in Drosophila ist, ohne die die
Entstehung einer normalen Laufbeinmorphologie nicht moglich ist (Dong et al. 2000,
2001, 2002). Es stellt sich daher die Frage ob der Laufbeinmorphologie anderer
Arthropoden eine dhnliche Tripartie zu Grunde liegt.

Was die Gene dac und DIl betrifft, so widersprechen die Expressionsmuster sowohl
in Cupiennius als auch in Glomeris nicht der Annahme, dal} die Tripartie konserviert ist.
Das dac Gen ist jeweils in einem Ring etwa auf halber Hohe im Bein exprimiert und DIl ist
im gesamten distalen Bereich der Beine exprimiert. Zusitzlich haben RNAi-Experimente
mit DIl in Cupiennius gezeigt, da} die Interferenz mit DI/ zu Storungen in der
Beinentwicklung fuhrt, wenngleich leider nicht nachgewiesen werden konnte, welcher
Anteil des Beines (der distale Teil?) tatséchlich betroffen war (Schoppmeier und Damen,
2001). Soweit die Expression von dac und DIl in den Laufbeinen anderer
Arthropodenarten untersucht wurde, stimmen die Ergebnisse mit den hier gezeigten
uberein (z.B. Abzhanov und Kaufman, 2000; Prpic et al., 2001; Inoue et al., 2002) und
unterstitzen zusatzlich die These, da3 die Tripartie eine Eigenschaft der Laufbeine aller
Arthropoden ist.

Ganz anders verhilt es sich mit der Expression von hth. Weder in Cupiennius noch
in Glomeris ist die Expression von hth auf proximale Beinanteile beschriankt und die
Expression von hth uberschneidet sich groBzugig mit derjenigen der beiden anderen Bein-
Gap-Gene. Ist das ein Hinweis, dal die Tripartie in Wahrheit nicht konserviert ist? Ich
meine nein. Die Grundlage fur diese These ist die Funktionsweise von hth in Drosophila.
Das HTH Protein ist namlich auf einen Kofaktor angewiesen, der vom Gen exd kodiert
wird (Rauskolb et al., 1995; Rieckhof et al., 1997). EXD besitzt sowohl nukledre Export-
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als auch Importsignale (NES, NLS). Es wird also nach seiner Synthese im Zytoplasma in
den Kern transportiert, aber sofort auch wieder exportiert (z.B. Berthelsen et al., 1999;
Abu-Shaar et al., 1999). Auf diese Weise kann es seine Funktion als Transkriptionsfaktor
nicht erfullen. HTH dagegen scheint mehrere Importsignale zu besitzen, doch in der
Normalkonfiguration des Proteins sind sie fur die nukledren Importmechanismen nicht
zuganglich und das HTH Protein verbleibt grofitenteils im Zytoplasma (Rieckhof et al.,
1997; Pai et al., 1998; Jaw et al., 2000). Somit ist auch HTH nicht in der Lage seine
Funktion als Transkriptionsfaktor wahrzunehmen. Erst wenn beide Proteine im Zytoplasma
Heterodimere bilden, d.h. sie miissen in der selben Zelle koexprimiert sein, werden durch
die Dimerisierung Konformationsanderungen hervorgerufen, die offenbar die NES von
EXD maskieren und gleichzeitig die NLS von HTH zugénglich machen (Berthelsen et al.,
1999; Abu-Shaar et al., 1999). Obwohl noch einige Fragen bezuglich der Funktionsweise
von HTH und EXD ungeklirt sind (Affolter et al., 1999), so ist gesichert, daf} sich der
funktionelle Bereich von exd und hth auf das Gebiet ihrer Koexpression beschrankt. Es
genluigt dem Organismus also einen der beiden Faktoren in seiner Expression auf die
Gebiete zu beschranken, in denen die Funktion erwiinscht ist; der zweite Faktor kann dann
theoretisch ubiquitdr exprimiert sein, weil er in Bereichen in denen sein Kofaktor nicht
exprimiert ist, automatisch nicht funktionell ist. Eben dieses ist in Drosophila zu
beobachten: exd ist in der gesamten Beischeibe exprimiert, wohingegen die Expression von
hth auf die proximalen Beinanteile beschrankt wird.

Nehmen wir nun an, dal der fur Drosophila beschriebene Mechanismus in
Cupiennius und Glomeris der gleiche ist. Bei der Betrachtung der Expressionsmuster von
hth und exd fallt dann sofort auf, da} auch in diesen zwei Arten trotz der gravierenden
Unterschiede in den Mustern der einzelnen Gene, die Koexpression ebenfalls nur in den
proximalen Beinanteilen zu finden ist. Die Muster in Drosophila auf der einen Seite und
Cupiennius/Glomeris auf der anderen Seite scheinen also funktionell gleichwertig zu sein.
Diese Annahme kann zusiatzlich gestutzt werden: Untersuchungen in Drosophila haben in
den EXD und HTH Proteinen mehrere Bereiche identifiziert, die entweder fur die
Interaktion der Proteine mit den nukledren Export-/Importmechanismen notwendig sind
oder fur die Interaktion der beiden Proteine bei der Dimerisierung verwendet werden (Abu-
Shaar et al., 1999; Ryoo et al., 1999; Knoepfler et al., 1997; Berthelsen et al., 1999; Jaw et
al., 2000; Kurant et al., 2001). Alle bisher identifizierten Bereiche sind in den Proteinen

aus Cupiennius und Glomeris hochkonserviert (Fig. 4.3 und Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4.3

Sequenzalignment der konservierten Bereiche in EXD/PBX (A) und HTH/MEIS (B) Proteinen.
Striche bedeuten identische Aminosauren. Punkte bedeuten Lucken. Grau unterlegt sind Bereiche,
die nach anderen Untersuchungen fur nuklearen Ex-/Import oder fur Protein-Protein Interaktionen
gebraucht werden (M1, M2, IL/AA, C1: siehe Knoepfler et al., 1997; Jaw et al., 2000; Kurant et al.,
2001). MCD, MEIS cooperativity domain; PCM, PBX cooperativity domain; HDC, Helix C-
terminal von der Homeodomine. Weitere Abkuirzungen s.S. 2-5.

4.1.3 Die Bein-Segmentierungsgene

In Drosophila sind immer wieder Gene bekannt geworden, die in segmental wiederholten,

konzentrischen Kreisen in den Beinscheiben exprimiert werden. Als Beispiele seien hier

genannt: N, DI, Ser, E(spl), AP-2, nub und odd, aber es gibt noch viele weitere solcher

Gene. Im Vergleich zu den weiter oben beschriebenen Genen wurde diesen Genen relativ
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wenig Aufmerksamkeit geschenkt, was wohl hauptsdchlich mit der komplizierten
Architektur der in Falten gelegten Beinscheibe von Drosophila zu tun hat. Auf Grund der
Faltungen sind die einzelnen Expressionsringe optisch nur schwer voneinander zu trennen
und das raumliche und zeitliche Expressionsprofil ist somit nur mit groBem Aufwand zu
bestimmen. Das Expressionsmuster dieser Gene legt aber bereits nahe, daf} sie etwas mit
der Gelenkbildung und somit etwas mit der Beinsegmentierung zu tun haben. Erst in
jungerer Zeit sind einige von diesen Genen n#dher untersucht worden. Dabei zeigte sich
zum einen, daf die meisten dieser Bein-Segmentierungsgene entweder Teile des Notch-
Signalweges sind oder von diesem kontrolliert werden. Zum anderen erbrachte vor allem
die Arbeit von Cordelia Rauskolb die Einsicht, da} die Bein-Segmentierungsgene der
ubergeordneten Kontrolle der Bein-Gap-Gene unterliegen (Rauskolb und Irvine, 1999;

Rauskolb, 2001).

Mitglieder des Notch-Signalwegs

Als erster Schritt zu einer Beurteilung ob diese unterste Ebene in der Bein-
Segmentierungs-Kaskade innerhalb der Arthropoden konserviert ist, wurde die Expression
einer Reihe von homologen Genen aus Cupiennius untersucht. Aus dem Notch-Signalweg
waren dies Cs-N, Cs-DI-1 und Cs-Ser. Ebenso wie in Drosophila (z.B. de Celis et al.,
1998; Bishop et al., 1999; Rauskolb und Irvine, 1999; Mishra et al., 2001) zeigen sich
segmental wiederholte, ringférmige Expressionsdoménen in den Beinen. Diese Ahnlichkeit
legt eine Konservierung ihrer Aufgabe bei der Beinentwicklung zumindest nahe. RN A1 mit
Cs-N und Cs-Ser zeigt zusatzlich, dal diese Gene eine Rolle bei der Beinmorphogenese
spielen (siehe unten). Eine Rolle bei der Bildung der Segmente konnte allerdings nicht
untersucht werden, da dazu die injizierten Embryos bis zur Ausbildung der Kutikula am
Leben erhalten werden mufSten, was derzeit noch nicht moglich ist. In Drosophila dienen
DI und Ser als Liganden fur den Rezeptor N (zur Ubersicht siehe Fleming (1998); Klueg
und Muskavitch, 1999). DI und Ser exprimierende Zellen und Zellen mit erhohter Zahl von
N Rezeptoren liegen deshalb meist dicht nebeneinander und unterhalten eine intensive
Zell-Zell-Kommunikation. Die Grenze zwischen diesen Zellen konnte daher fur die
Beinsegmentierung eine dhnliche Bedeutung haben wie die Parasegmentgrenze bei der
Korpersegmentierung. Fur eine Diskussion der Beziehung zwischen N, D/ und Ser in

Cupiennius ist die bisher vorliegende Datenbasis noch nicht ausreichend. Auf der Basis der
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mRNA Expressionsmuster (die nicht unbedingt mit der Verteilung der entsprechenden
Proteine ibereinstimmen miissen) sieht es tatsachlich so aus, als wiaren die Ringe von Cs-
Ser auf der einen Seite und Cs-N auf der anderen Seite zumindest teilweise komplementar,

wie man es erwarten wilrde, wenn Cs-Ser ein Ligand fur Cs-N ist.

Potentielle Zielgene des Notch-Signalweges

Die Expression der Gene der E(spl)-Gruppe aus Drosophila dient meist als
Indikator fur die Aktivitit des Notch-Signalweges (de Celis et al, 1998; Bishop et al., 1999;
Kerber et al., 2001). Wie bereits erwahnt, ist die Schnittstelle zwischen DI/Ser
exprimierenden und N exprimierenden Zellen ein Ort erhohter Aktivitat des Notch-
Signalwegs und folglich sind manche E(spl)-Gene in Ringen im Bein exprimiert, die mit
den Orten erhohter N Expression zusammenfallen (de Celis et al., 1996; 1998; Bishop et
al., 1999). E(spl) ist Mitglied einer groen Familie von Paraloga in Drosophila (insgesamt
13 Gene), zu denen auch das Segmentierungsgen hairy (h) gehort. Das 4 Gen ist allerdings
nicht in Ringen im Bein exprimiert (Carroll und Whyte, 1989). In Cupiennius konnte
bislang nur ein einziges Mitglied dieser Gengruppe isoliert werden. Es ist wie Drosophila
h im Keimstreif in segmentalen Streifen exprimiert und gruppiert auch in der
phylogenetischen Analyse mit h. Es wurde daher als Cs-h bezeichnet. Uber-
raschenderweise ist es aber im Bein in Ringen exprimiert, die sehr gut mit den Ringen der
Cs-N Expression ubereinstimmen und dhnelt darin eher E(spl) als h. Da offenbar in
Cupiennius nur dieses eine Gen der h/E(spl) Gengruppe existiert, liegt die Vermutung
nahe, da3 Cs-h die Funktionen von A und E(spl) in sich vereint. In diesen Punkten-
Expression in Ringen und Verbindung zum Notch-Signalweg- sind sich also E(spl) und Cs-
h ahnlich. Uber die Tatsache hinaus, da3 E(spl) ein Zielgen des Notch-Signalweges ist, ist
uber seine genaue Funktion wahrend der Beinentwicklung in Drosophila aber nichts
bekannt, und somit konnen auch weitergehende Vergleiche zwischen Drosophila und
Cupiennius noch nicht angestellt werden.

Gleiches gilt auch fur das Gen nubbin. In den Beinen von Drosophila ist nub in
segmentalen Ringen exprimiert (Ng et al., 1995; Rauskolb und Irvine, 1999; Mirth und
Akam, 2002). Daruiber hinaus ist seine Funktion wéhrend der Beinentwicklung noch nicht
untersucht worden. Allerdings hat sich in einem anderen Zusammenhang, ndmlich

wiahrend der Flugelentwicklung, gezeigt, dal auch nub offenbar der Kontrolle des Notch-
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Signalweges unterliegt und es darf vermutet werden, dall in der Beinscheibe dhnliche
Verhiltnisse vorliegen (Neumann und Cohen, 1998). In Cupiennius ist das entsprechende
Gen Cs-nub ebenfalls in Ringen exprimiert, die allerdings nicht mit den Cs-N Ringen
sondern eher (aber mit Ausnahmen!) mit den Ringen der Notch-Liganden zusammenfallen.
Zumindest die Expression in Ringen ist daher als konserviert anzusehen. Daten aus
anderen Arthropoden, namlich Crustaceen, belegen die Expression in Ringen auch dort,
was deutlich dafur spricht, dal nubbin eine evolutionar konservierte Rolle in der
Beinentwicklung spielt (Averof und Cohen, 1997). Welche das ist, bleibt noch zu klaren.

Auch vom Gen odd war lange Zeit nicht mehr bekannt, als dal es in segmentalen
Ringen in der Beinscheibe exprimiert ist (Cohen, 1993). Auch in Cupiennius konnte ein
odd Homologon isoliert werden, Cs-odd-1, das in segmentalen Ringen im Bein exprimiert
ist. Jungst sind mehrere Studien der odd Funktion in Drosophila erschienen, die allerdings
nicht mehr fur die in dieser Arbeit vorgestellten Experimente beriicksichtigt werden
konnten (Hao et al., 2003; de Celis Ibeas et al., 2003). Somit bleibt auch fur Cs-odd-1 und
odd noch zu klaren, ob eine evolutionare Konservierung ihrer Rolle tiber die Expression in
Ringen hinausgeht.

Abschlieend soll hier das AP-2 Gen behandelt werden. Uber seine Funktion in
Drosophila lagen zu Beginn der hier zusammengefaliten Arbeiten bereits detaillierte
Untersuchungen vor (Monge und Mitchell, 1998; Kerber et al., 2001; Monge et al., 2001),
weswegen es auch fur die vergleichende Analyse herangezogen wurde. Neben seiner
Expression in Ringen ist beschrieben worden, da} es ein Zielgen des Notch-Signalweges
ist und einerseits fur die Ausbildung der Gelenke gebraucht wird, andererseits aber auch
bei seinem Ausfall zu einer starken Verkiirzung der Beine fuhrt und somit wohl auch
Vorgange wie Zellteilung und Zelltod beeinflusst. In Cupiennius ist Cs-AP-2 ebenfalls in
Ringen exprimiert. Allerdings sind diese Ringe im Gegensatz zu Drosophila sehr breit und
nicht nur auf die Zellen in der direkten Nahe zum Gelenk beschriankt. Die einzelnen Ringe
der Cs-AP-2 Expression gehen im Laufe der Beinentwicklung fast alle durch Spaltung
auseinander hervor. Somit exprimieren nahezu alle Zellen der Beine zu irgendeinem
Zeitpunkt einmal Cs-AP-2, auch wenn sie die Expression in der Folge einstellen. Fast alle
Zellen scheinen also Cs-AP-2 zu brauchen. Die Aufgabe von Cs-AP-2 liegt offenbar bei
der Aufrechterhaltung der Zellproliferation, da Cs-AP-2 Phanokopien deutlich erniedrigte
anti-ph3 Reaktivitit in den Beinen zeigen. Dadurch daBl die Zellen sich nicht
ordnungsgemaf teilen konnen, scheinen sie, wie das meist bei Storungen des normalen
Zellebens der Fall ist, den Weg in die Apoptose zu gehen (siehe Milan et al., 2002), wofur
206



Kapitel 4: Diskussion

die Erhohung der TUNEL-markierten Zellen ein deutlicher Hinweis ist. Da wie erwahnt in
Drosophila AP-2 nur in schmalen Ringen exprimiert wird und eine Aufspaltung oder
sonstige Dynamik des AP-2 Expressionsprofils noch nicht beschrieben worden ist, wirde
man fur AP-2 lediglich eine Rolle bei der Gelenkbildung erwarten. Allerdings weist
stummelbein, die AP-2 Mutante, neben fehlenden Gelenken auch stark verkiirzte und
deformierte Beine auf (Kerber et al., 2001; Monge et al., 2001), was stark an die
Phénokopien in Cupiennius erinnert. Fur Drosophila wird deshalb bislang noch
angenommen, daf} die AP-2 exprimierenden Zellen die Produktion eines diffundierenden
Wachstumsfaktors stimulieren, der das Uberleben derjenigen Zellen sichert, die AP-2 nicht
exprimieren (Kerber et al., 2001). Damit wiirden beim Ausfall von AP-2 nicht nur die
wenigen AP-2 exprimierenden Zellen sterben, sondern auch die meisten anderen, was den
Phanotyp von stummelbein erklaren wurde. Dieser indirekte Wirkmechanismus in
Drosophila wiare sehr verschieden von der direkten Wirkweise, wie sie auf Grund der
vorliegenden Ergebnisse fur Cupiennius angenommen werden kann. Allerdings zeigen
noch unveroffentlichte Nachuntersuchungen in Drosophila, wie sie von Thomas Klein,
Koln (personliche Mitteilung) durchgefuihrt wurden, dal bestimmte Aspekte der
veroffentlichten Daten iber AP-2 in Drosophila nicht richtig interpretiert worden sind, was
wieder an der komplex gefalteten Architektur der Imaginalscheiben liegt. Die Wirkweise
in Drosophila scheint nach den neueren Untersuchungen derjenigen in Cupiennius doch
sehr @hnlich zu sein, wobei naturlich die Veroffentlichung der neuen Daten aus Drosophila
noch weitere Klarheit bringen durfte.

Ein Aspekt der Regulation von AP-2 gilt jedoch als gesichert: AP-2 unterliegt der
Steuerung durch den Notch-Signalweg (Kerber et al., 2001). Deshalb sollte auch in
Cupiennius der Einflul von Cs-Notch auf Cs-AP-2 untersucht werden. Dazu wurde die
Expression von Cs-AP-2 in den GliedmaBBen von Cs-N Phanokopien analysiert.
Experimente dieser Art sind jedoch mit groBer Vorsicht zu betrachten. Bei den
untersuchten Cs-N Phanokopien kann der Grad der RNA Interferenz nur geschétzt werden.
Fruhzeitige Injektion fuhrt ja bekanntlich zu schweren Entwicklungsdefekten und Beine
werden meist gar nicht mehr angelegt (Stollewerk et al., 2003). Inwieweit die vorliegenden
Phéanokopien den tatsachlichen Ausfall von Cs-N in den Beinen wiedergeben ist also,
redlich betrachtet, unbekannt. Desweiteren kann der wirkliche Einflufl des injizierten Gens
auf das mit in situ Hybridisierung nachgewiesene Gen nur unter Umstanden beurteilt
werden. Ein Beispiel, wie ein RNAi Versuchsergebnis zu einer falschen SchluB3folgerung

fuhren kann, ist nachfolgend gegeben. Es konnte zum Beispiel vermutet werden, dal3 das

207



Kapitel 4: Diskussion

Gen dac durch das Gen DIl aktiviert wird. Im Versuch wird nun die D/l Funktion durch
RNAIi gestort und anschlieBend die Expression von dac untersucht. Wird dac von DIl
aktiviert, sollte sich in den DIl Phanokopien keine dac Expression mehr nachweisen lassen.
Andererseits sollte die dac Expression noch vorhanden sein, falls die Ausgangsvermutung
falsch ist und dac nicht von DIl aktiviert wird. Das Ergebnis des Versuchs zeigt, dal dac
nicht mehr exprimiert ist. Die SchluBfolgerung, dal dac von DIl aktiviert wird, ist trotzdem
falsch. Der Grund dafur ist, da} der Ausfall von DI/l zum Ausfall fast des gesamten Beins
fuhrt. Es sind schlicht und einfach keine Zellen vorhanden, die dac exprimieren konnten.
Es ist bei allen Untersuchungen dieser Art also stets daran zu denken, dal} die
Manipulation der Funktion eines Gens oft auch zu dramatischen Organveranderungen
fuhrt, die dann zu falschen SchluBfolgerungen fuhren konnen. Im Fall der Cs-AP-2
Expression in Cs-N RNAi Phanokopien konnte in noch halbwegs entwickelten Beinen
keine Abschwichung der Cs-AP-2 Expression beobachtet werden. Vielmehr erschienen
alle Ringe der normalen Cs-AP-2 Expression zu einem breiten Band verschmolzen zu sein.
Das mag nun daran liegen, dal} die Interferenz mit Cs-N dazu fuhrt, da} die einzelnen
Beinsegmente nicht richtig wachsen und sich somit die Cs-AP-2 Ringe zwar bilden, aber
nicht voneinander trennen, wie sie es wahrend des normalen Beinwachstums tun. Dafur
spricht, dal in den Beinen der Cs-N RNAi Phianokopien tatsichlich eine verringerte
Zellproliferationsrate und eine erhohte Zelltodrate festzustellen ist. Dagegen spricht, daf}
das gleiche auch auf die Beine von Cs-AP-2 RNAi1 Phénokopien zutrifft, in denen das Cs-
AP-2 Expressionsmuster aber normal erscheint, abgesehen von der starken Reduzierung
der Expressionstirke. Es besteht also Grund zu der Vermutung, daf3 die Desorganisation
des Cs-AP-2 Musters in Cs-N RNAi Phianokopien in der Tat eine direkte Folge der
gestorten Regulation durch Cs-N ist und nicht etwa indirekt durch Storungen in der

Organentwicklung hervorgerufen wird.

4.1.4 Ausblick

Wie oben diskutiert wurde, lassen sich tatsachlich zu allen drei Ebenen der Bein-
Segmentierungskaskade in Drosophila Hinweise in den Beinen anderer Arthropodenarten
finden, die sich dahingehend auslegen lassen, daf} die Kaskade innerhalb der Arthropoden

konserviert ist. Doch im Verlauf der Diskussion in ebenfalls klar geworden, dal} die hier
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vorgestellten Arbeiten nur ein allererster Schritt zu einem besseren Verstidndnis der
Evolution der GliedmafBien bei Arthropoden sind.

So sind zu jeder einzelnen Ebene wichtige Fragen offen, die meist jedoch zu ihrer
Klarung die Herstellung neuartiger Materialien oder die Entwicklung neuer Methoden
erfordern wirden. Auf der Ebene der Morphogen-Gradienten liefern die
Expressionsmuster erste Daten, die zur Aufstellung einer Hypothese befahigen. Danach
soll die Quelle eines der beiden Morphogene WG und DPP auf die Beinspitze beschrankt
sein, damit in dreidimensionalen Beinen dieselben Aktivititsgradienten entstehen konnen,
wie in der zweidimensionalen Beinscheibe Drosophilas. Ein erster Schritt zur Priifung der
Hypothese wire naturlich der Nachweis der Proteinexpressionsmuster, ob wirklich
Gradienten vorliegen. Dies hat sich jedoch schon in Drosophila als schwierig erwiesen; der
Grund dafur ist, da} die Morphogene zu ihrem Transport kleine Membranvesikel, sog.
Argosomen, benutzen, die ihre Reise sowohl intra- als auch extrazellular absolvieren (z.B.
Greco et al., 2001). Daher hat erst die subzellulare Untersuchung des
Proteinexpressionsmusters zu ihrer Entdeckung gefuhrt. Eine derartig genaue Auflosung ist
in Cupiennius und Glomeris zur Zeit noch nicht erreichbar. Wie bereits weiter oben
erwahnt, wire auch die experimentelle Manipulation von dpp ein wichtiger Test, da sich
dadurch die Expression der Zielgene wie z.B. DIl oder dac verindern mufite. Die
Expression von dpp entlang der dorsalen Beinseite konnte zum Beispiel unter der
Kontrolle des omb-Promotors geschehen. Ebenso ist an eine Expressionsanalyse des
Drosophila-Gens z. B in transgenen Tribolium zu denken, wobei interessant wire, ob das
Drosophila-Gen in Tribolium wie in Drosophila reguliert wird (also entlang der dorsalen
Seite exprimiert ware), oder ob es wie das endogene Tc-dpp auf die Spitze der Beine
beschriankt bliebe (Sanchez-Salazar et al., 1996). Solche Manipulationen werden aber wohl
leider auf langere Sicht nicht durchfuhrbar sein.

Auf der Ebene der Bein-Gap-Gene wire naturlich zunédchst zu klaren, ob auch in
anderen Arthropoden ein Gap-Phédnotyp dieser Gene existiert. In Cupiennius konnte
zumindest mittels RNAi die Funktion von exd, hth, dac und DIl gestort werden. Allerdings
ist es bislang in den Phinokopien nicht moglich zu beurteilen, welche Beinanteile fehlen.
Dazu mufte man bis zur Ausbildung der Kutikula warten. Durch die Lagerung in Voltalef-
Ol wahrend und nach der Injektion ist es aber derzeit noch nicht gelungen, injizierte
Embryonen bis zum Nymphenstadium am Leben zu erhalten. Zum zweifelsfreien
Nachweis eines Gap-Phénotyps ist dies aber zwingend notwendig. Auch der gegenseitige

Antagonismus, wie er fur die Drosophila Bein-Gap-Gene beschrieben worden ist, bedarf
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eines Nachweises in anderen Arthropoden. Ohne Analyse induzierter Zellklone, wie sie
bislang nur in Drosophila moglich ist, durfte das aber sehr schwierig sein.

SchlieBlich sind auch auf der Ebene der Bein-Segmentierungsgene noch viele
Fragen ungeklart. Sind D/ und Ser auch in anderen Arten tatsachlich Liganden fur N? Wie
sieht das Proteinexpressionsmuster dieser Gene aus? Und auch fur die uibrigen potentiellen
Zielgene des Notch-Signalweges stehen weitere Untersuchungen aus, zumindest in dem
Rahmen, wie sie exemplarisch fur Cs-AP-2 durchgefuhrt worden sind. Interessant sind
auch jungste Ergebnisse aus Drosophila, die zeigen, dafl in den sich entwickelnden
Gelenken scharf geschiedene Zellpopulationen existieren, die sich durch ihre
Zellmorphologie und ihr Schicksal innerhalb des Gelenks unterscheiden (Mirth und Akam,
2002). Es konnte gezeigt werden, dafl die Bein-Segmentierungsgene, die auf den ersten
Blick alle recht #dhnlich exprimiert sind, in Wirklichkeit auf einzelne dieser
Zellpopulationen beschrankt sind oder zumindest nur teilweise uberlappen. Ein Vergleich
der aus Cupiennius vorgestellten Bein-Segmentierungsgene legt bereits nahe, da3 auch die
Expressionsringe in Cupiennius nicht alle an der gleichen Stelle liegen, sondern teilweise
bis vollstandig komplementar sind. Allerdings zeigt fast jedes zukunftige Gelenk in
Cupiennius eine eigene Kombination der Genexpressionen, etwas das sich ebenso in
Drosophila findet. Da jedes Gelenk unterschiedlich gebaut ist und unterschiedliche
Bewegungseigenschaften, Muskulatur und Innervierung besitzt, liegt die Vermutung nahe,
daB} die verschiedenen Expressionsmuster mit den verschieden gestalteten Gelenken in
Verbindung stehen, moglicherweise sogar gelenkspezifische untergeordnete Gene
aktivieren, deren Identitit noch nicht bekannt ist. Ein erster Schritt diese Frage zu
beantworten wiére die genaue Analyse der relativen Lage der Expressionsringe zueinander.
Ein Doppelfarbungsprotokoll liegt zwar vor, allerdings ist eine wichtige Komponente (das
Biotinyltyramid-Signalverstairkungssystem) nicht mehr in der ursprunglichen Form zu
erwerben (sieche Material und Methoden). Mit dem Ersatzprodukt waren keine
vergleichbaren Ergebnisse mehr zu erzielen: wihrend Doppelfarbungen mit den sehr stark
exprimierten Genen dac und DI/ zumindest in einigen Féllen erzielt werden konnten (siehe
Ergebnisse), gelang dies mit den Bein-Segmentierungsgenen nicht (Daten nicht gezeigt).
Aber selbst bei einem optimalen Ergebnis dieser Methode ist eine Uberlappung zweier
Expressionsdomdnen nur unzureichend charakterisierbar. Was gebraucht wurde sind
fluoreszente Farbungen, die eine Untersuchung im konfokalen Mikroskop zulassen und
somit eine Uberlappung von Genexpressionen auf Zellebene auflosen konnen. Ein

fluoreszenter Nachweis von mRNA ist jedoch in Cupiennius bislang nicht gegluckt und fur
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den alternativen Nachweis der Proteinexpression fehlen noch die entsprechenden
Antikorper.

Neben der Frage ob die einzelnen Ebenen der Kaskade konserviert sind, steht
naturlich die ubergeordnete Frage im Raum, ob die Verbindungen zwischen diesen Ebenen
konserviert sind. Hierzu konnen die bisher vorgelegten Ergebnisse kaum eine Aussage
treffen. Es mag logisch erscheinen, daf}, nachdem viele Indizien fur die Konservierung der
einzelnen Ebenen sprechen, auch die Interaktionen zwischen den Ebenen konserviert sein
sollten. Trotzdem durfte die Entwicklung geeigneter Experimente zur Bearbeitung dieser
Frage in der zukunftigen Erforschung der Beinentwicklung der Arthropoden einen sehr
wichtigen Platz einnehmen. Die bisher zur Verfugung stehenden Methoden kdonnen leider
kaum helfen, diese Frage anzugehen. Soll zum Beispiel der Einflu von WG und DPP auf
die Ebene der Bein-Gap-Gene untersucht werden, wire eine Moglichkeit die Expression
von wg und/oder dpp mittels RNAi zu storen. Allerdings ist dabei zu erwarten, dal die
Beinentwicklung in einem solchen Malle gestort wird, dal weitere Analysen verhindert
werden. Ahnliches ist zu erwarten, wenn beispielsweise der Einflu3 der Bein-Gap-Gene
wie dac oder DIl auf die Bein-Segmentierungsgene untersucht werden soll; es wird nicht
genug von einem Bein ubrig sein, um darin noch Expressionsstudien mit Bein-
Segmentierungsgenen durchzufuhren. Obwohl naturlich solche Experimente trotzdem
versucht werden mussen, ist schon jetzt klar, dal3 auch neue Methoden herangezogen
werden mussen. Gerade bei der Analyse der Regulation einer Ebene durch eine andere
wiaren Promotoranalysen ein Mittel der Wahl. Es wird sich zeigen mussen, ob in
geeigneten Systemen wie z.B. Tribolium vergleichende Studien in dieser Richtung

durchgefuhrt werden konnen.

4.1.5 Implikationen fur die Homologie von Beinsegmenten

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, schurte die Entdeckung von Genen, die im Bein von
Drosophila ganz spezifisch Beinsegmente oder Gruppen von Beinsegmenten festlegen, die
Hoffnung die seit mehr als hundert Jahren offene Frage nach der Homologie der
Beinsegmente bei Arthropoden zu klaren. Schnell wurde allerdings klar, dal auch die
Ergebnisse der Expressionsmuster-Analyse zu widerspriichlichen Homologie-Hypothesen
fuhren und somit ebenfalls die Homologie-Frage nicht 16sen konnen (Abzhanov und
Kaufman, 2000).
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Ich mochte hier die These vertreten, dal diese Frage tatsachlich gar nicht
beantwortet werden kann. Der Grund hierfur ist die oben beschriebene Bein-
Segmentierungskaskade. In Drosophila hat sich gezeigt, da} die Expressionsringe der
Bein-Segmentierungsgene keineswegs in einer regelméafigen Reihenfolge erscheinen, also
etwa von proximal nach distal oder umgekehrt. Stattdessen erscheinen die Ringe in einer
komplexen Reihenfolge und manche Ringe gehen sogar auseinander hervor (Kojima et al.,
2000; Galindo und Couso, 2000; Rauskolb, 2001). Das gleiche Phanomen ist in Schaben
(Norbeck und Denburg, 1991) und in Cupiennius zu beobachten, wo im Extremfall sogar
fast alle Ringe in einer komplexen Reihenfolge auseinander hervorgehen (z.B. Cs-AP-2
oder Cs-odd-1). Die Ursache fur die Komplexitat der Reihenfolge liegt bei Drosophila in
der Weise wie die Expressionsringe der Bein-Segmentierungsgene aktiviert werden,
namlich durch die Bein-Gap-Gene (Rauskolb, 2001). Diese zeigen ein sehr dynamisches
Expressionsprofil mit stindig wechselnder Lage relativ zueinander. Diese Dynamik
bestimmt wann, wo und wieviel Expressionsringe eines nachgeschalteten Bein-
Segmentierungsgens ausgepragt werden. Auch in Cupiennius und Glomeris zeigen die
bisher bekannten Bein-Gap-Gene ein dynamisches Expressionsprofil, daf sich allerdings
von dem in anderen Arthropoden unterscheidet und das auch zwischen den zwei Arten
Unterschiede zeigt. Ist die Bein-Segmentierungskaskade, wie oben angenommen wurde,
konserviert, so heiflt das, daB in den einzelnen Arthropodenarten die Auspriagung der Bein-
Segmentierungsgene und somit die Lage der Gelenke zwar von einem homologen
Mechanismus bestimmt wird, die Lage der Segmentgrenzen allerdings nicht homolog ist.
Ich mochte das an einem Beispiel verdeutlichen: die Tortengrafiken in Abb. 4.4 stellen
Geburtstagstorten dar, die in Analogie zum Arthropodenbein in einzelne Stucke
(Segmente) aufgeteilt werden sollen. Die obere Torte wird in acht Stiicke unterteilt. Die

untere Torte wird ebenfalls in Stucke aufgeteilt. Dabei werden durch ein Mi3geschick

schlieBender Zuordnungsversuch. Er-
klarung siehe Text.

Abbildung 4.4
Einteilung einer Tortengrafik in unter-
¢ schiedliche Segmentzahlen und an-
?
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allerdings nur sieben, nicht acht Stucke eingeteilt. Der Versuch die Stucke der oberen
Torte 1 denen der unteren Torte 2 zuzuordnen stellt sich als schwierig heraus. Naturlich
konnte man beginnen zu argumentieren, dafl die Stucke der Torte 2 einem ganzen plus
einem anteiligen Stuick der Torte 1 entsprechen, doch die Zuordung der ganzen und
anteiligen Stucke wird notwendigerweise vollig subjektiv sein; jeder der es versucht, wird
seine eigene Zuordnung finden. Wieder zuriick bei den Beinen der Arthropoden fithrt uns
eine ganz ahnliche Zuordnungsdebatte in ein vollig neues Gebiet der Philosophie der
Homologie und zu der Frage: kann es sein, dal das Ganze homolog ist, seine Teile aber
nicht?

Ich mochte an dieser Stelle dieser Debatte nur insofern vorgreifen, dal} ich
behaupte, die Beschaftigung mit der Ursache des Problems (der Dynamik der Bein-Gap-
Gene) wird wohl eher zu phylogenetischen Erkenntnissen fithren, als die Beschéaftigung
mit dem Problem selbst (der Homologisierbarkeit der Beinsegmente). Die Evolution der
Dynamik der Bein-Gap-Gene kann durch weitergehende vergleichende Untersuchungen
rekonstruiert werden und schon jetzt lassen die vorliegenden Daten einen Ausblick darauf
zu, wie nutzlich diese Forschung fur die Aufstellung von phylogenetischen Stammbaumen

sein konnte (siehe Kapitel 4.3.1).

4.1.6 Appendix: Dorso-ventrale Musterbildung im Bein

In Drosophila organisieren wg und dpp nicht nur die Musterbildung entlang der proximal-
distalen Achse, sondern auch entlang der dorsal-ventralen Achse. Zwei Gene, die hierbei
eine Rolle zu spielen scheinen sind omb und H15 (Brook und Cohen, 1996; Wilder und
Perrimon, 1995; Maves und Schubiger, 1998). Das Gen omb wird direkt von dpp aktiviert
und ist in einem dorsalen Sektor der Beinscheibe exprimiert; das Gen H15 dagegen wird
von wg aktiviert und ist folglich in einem ventralen Sektor aktiviert. Ergdnzend zu den
Arbeiten zur PD-Achse wurden auch diese beiden DV-Faktoren untersucht. Das omb Gen
ist sowohl in Cupiennius als auch in Glomeris ganz deutlich auf die Dorsalseite beschrankt
und zeigt an der Beinspitze eine faszinierend klare Grenze zum ventralen Gewebe; das ist
umso erstaunlicher, da ja der vermeintliche Aktivator dpp zumindest in Cupiennius nicht
auf die Dorsalseite beschrankt ist. Dies mag ein (wenngleich sehr schwacher) Hinweis
sein, da} das Verhdltnis von dpp und omb nicht konserviert ist, die Rolle als dorsaler

Faktor scheint fur omb aber auf jeden Fall evolutionéar konserviert zu sein. Die Rolle von

213



Kapitel 4: Diskussion

H15 ist schwerer zu beurteilen. In Cupiennius konnte kein H/5-4dhnliches Gen identifiziert
werden, das anhand seiner Expression als ventraler Faktor angesprochen werden konnte.
Die beiden Cupiennius-Gene sind nur in einem Teil des ventralen Bereichs der Beine
exprimiert und unterscheiden sich somit deutlich von H15 und CG6634 aus Drosophila.
Andererseits konnte in Tegenaria ein H15-Gen gefunden werden, das nahe legt, dal auch
die Rolle von H15 evolutionar konserviert ist. Die Unsicherheiten in Cupiennius beruhen
sicher darauf, da3 noch nicht alle HI5-artigen Gene dieser Art isoliert werden konnten
(siehe Kapitel 4.3.3). Unklar ist auch die Situation in Glomeris. Das Gen Gm-H15-1 ist
zwar in einem deutlich grofleren ventralen Bereich exprimiert als die H/5-Gene in
Cupiennius, reicht aber nicht bis in die Spitze der Beine, wie das in Drosophila und
Tegenaria der Fall ist. Das AusmaB} der Expression von Gm-H15-1 mag nun trotzdem
ausreichend sein, um die Ventralseite der Beine zu bestimmen, oder aber auch in Glomeris
existiert noch ein weiteres H15-Gen, dessen Expression die gesamte Ventralseite
einnimmt.

Diese Schwierigkeiten die bereits bei der Betrachtung von nur zwei DV-Faktoren
auftreten, erlauben es derzeit also noch nicht, Aussagen uiber die Konservierung oder
Nicht-Konservierung des DV-Musterbildungssystems zu treffen. Wahrend also bei der
Erforschung der Evolution der Musterbildung entlang der PD-Achse schon gewisse

Fortschritte erzielt werden konnten, stehen die Arbeiten zur DV-Achse noch am Anfang.

4.2 Zur Existenz morphogenetischer Zentren

4.2.1 Entdeckung von segmental wiederholten Wachstumszonen in den Beinen

Mittels des Einbaus von BrdU konnten in der Niahe der sich bildenden Gelenke in
Cupiennius Zonen erhohter Zellproliferationsaktivitait nachgeweisen werden. Diese
segmental wiederholten Bereiche werden im Folgenden als Wachstumszonen bezeichnet.
Daneben konnte eine groflere Anzahl von Genen gefunden werden, die ebenfalls ein
segmental wiederholtes Expressionsmuster in Ringen aufweisen. Diese Gene waren
einerseits Teile oder potentielle Zielgene des Notch-Signalweges und andererseits das Gen
Cs-svp. Besonders das Muster von Cs-svp stimmt sehr gut mit dem Muster erhohter
Zellproliferation uberein, wahrend die anderen Gene nur teilweise direkt im Bereich

hoherer Proliferationsaktivitat exprimiert sind. Dennoch kann auf Grund des segmentalen
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Expressionsmusters aller Gene vermutet werden, dafl sie direkt oder indirekt mit der
Regulierung der Zellproliferation in den Wachstumszonen in Verbindung stehen.
Tatsachlich fuhrt die RNA Interferenz mit ausgewahlten Vertretern dieser Gene zu
verminderter Zellproliferation in den Beinen. Ein besonderer Verdacht fiel auf das Gen Cs-
svp: in Drosophila ist bekannt, da3 es fur die Zellproliferation in den Malpighischen
Gefallen gebraucht wird (Kerber et al., 1998; Sudarsan et al., 2002). Das Homologon aus
Drosophila ist also bereits direkt mit der Aufrechterhaltung von Zellproliferation in
Verbindung gebracht worden; das gleiche ist somit auch in Cupiennius denkbar. RNAi
gegen Cs-svp fuhrt zu verkurzten Beinen. Diese Phénokopie resultiert, wie
Untersuchungen mittels anti-ph3 und TUNEL nahelegen, offenbar daraus, daf} sich durch
den Wegfall von Cs-svp weniger Zellen teilen und statt dessen mehr Zellen sterben. Die
Daten aus Drosophila deuten an, dal svp in der Rangfolge der Gene, die die
Zellproliferation steuern, sehr weit unten steht und direkt an der Regulation der Zellteilung
beteiligt ist (moglicherweise durch einen direkten Einflufl auf Zykline oder Thyrosin-
Phosphatasen; Kerber et al., 1998). Das gibt zu der Uberlegung Anlaf}, da auch in
Cupiennius Cs-svp weit unten in einer Hierarchie stehen konnte, wobei naturlich das
Augenmerk sofort auf den Notch-Signalweg und seine moglichen Zielgene fallt: sie sind
im Bereich der Cs-svp Expression ausgepragt und fuhren nach RNAi ebenso wie Cs-svp zu
verminderter Zellproliferation und erhohtem Zelltod. Allerdings unterliegt svp in
Drosophila im erwahnten Zusammenhang der Entwicklung der Malpighischen Geféal3e der
Kontrolle eines anderen wichtigen Signalwegs: des Egfr-Signalwegs. Auch in Cupiennius
konnte eine Verbindung zwischen Cs-svp und dem Egfr-Signalweg wahrscheinlich
gemacht werden. Cs-Egfr Expression ist zu gewissen Zeiten an den Stellen heraufreguliert,
an denen auch Cs-svp exprimiert ist, und nach RNA1 gegen Cs-Egfr ist die Expression von
Cs-svp in seiner Intensitat herabgesetzt. Naturlich ist der Vergleich der Starke von in situ
Hybridisierungs-Signalen nicht das Mittel der Wahl um Expressionsstarken miteinander zu
Vergleichen; dennoch dirfen die vorgestellten Ergebnisse als erster Hinweis gewertet
werden, daB} der Egfr-Signalweg uber das Zielgen Cs-svp die Proliferationsaktivitat der
Wachstumszonen bestimmt. Als Arbeitshypothese kann folgendes aufgestellt werden
(Abb. 4.5): Die Zellen in den Wachstumszonen prasentieren in erhohtem Malle den Egf-
Rezeptor. Dieser wird durch einen Liganden stimuliert was zur Auslosung der Signal-
Kaskade und schlieBlich auch zur Aktivierung von Cs-svp (und somit zu Zellproliferation)
fuhrt (Abb. 4.5A). Die Identitat und Quelle des Liganden fur Egfr ist vollig ungeklart.
Allerdings sind in der Embryonalentwicklung immer wieder Gewebe- oder
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Abbildung 4.5
A EGF Hypothese zu den molekularen
EGFR . Mechanismen der segmentalen
Wachstumszonen (griin). Beinseg-
mente sind durch unvollstindige
Rechtecke dargestellt. EGF von der
@ distalen Gelenkseite migriert nach
T proximal und bindet an seinen
Rezeptor (EGFR). Dadurch wird
eine Signalkaskade ausgelost, die
uber das Zielgen svp zu Zell-
proliferation fuhrt. (A) normaler
Ablauf. (B) Storung des Vorgangs
bei der Segregation von EGF (1),

® EREXD der Rezeption (2) oder beim Ziel-
B EG gen (3) fuhrt zum gleichen Ergeb-
4

Wachstums-
zone

<_<_<_-

nis: Zelltod. Weitere Erklarungen

1 siehe Text. Abkurzungen s.S. 2-5.

f
f
i
(S¥D

Kompartimentgrenzen der Ausgangspunkt fur die Ausschuttung von Botenstoffen oder
Wachstumsfaktoren; direkt in der Nachbarschaft der Wachszumszonen befinden sich
solche Grenzen- die zukunftigen Gelenke. Dartiber hinaus werden an dieser Grenze eine
Reihe von Genen ausgepragt (Cs-N, Cs-Ser, Cs-DI-1), die durchweg mehrere EGF Motive
beinhalten und somit als Ligand fur den Egf-Rezeptor in Frage kommen. Der Gedanke, daf3
in den Wachstumszonen, die letztlich die Morphogenese der Beine steuern und somit mit
gutem Recht als morphogenetische Zentren angesehen werden konnen, zwei der
wichtigsten Signalwege, der Notch- und der Egfr-Signalweg, zusammenwirken, ist uberaus
spannend (ahnliches ist im Flugel von Drosophila bereits bekannt (zur Ubersicht siehe de
Celis, 2003)). Das Zusammenwirken der beiden Signalwege konnte auch die Ahnlichkeit
der RNAI Effekte erklaren. Egal an welcher Stelle ein Eingriff vorgenommen wird, das
Ergebnis wire stets, daBl die Zellen in der Wachstumszone kein Signal ihres
Wachstumsfaktors mehr erhalten (Abb. 4.5B). Wie es meist der Fall ist, wenn Zellen ein
Wachstumsfaktor vorenthalten wird, schlagen sie den Weg in die Apoptose ein, was die

Zunahme TUNEL-markierter Zellen erklaren wiirde.
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4.2.2 Evidenzen fur evolutionare Konservierung der Wachstumszonen

Die in Kapitel 4.2 vorgestellten und diskutierten Ergebnisse sind die ersten ihrer Art und
somit noch mit vielen offenen Fragen und Unsicherheiten behaftet. Besonders wichtig ist
im Rahmen der Fragestellung dieser Dissertation naturlich die Frage der evolutionédren
Konservierung der Wachstumszonen und der postulierten genetischen Mechanismen. Dazu
liegen noch keine Ergebnisse aus anderen Arthropoden vor. Allerdings konnen vereinzelte
Berichte aus der Vergangenheit dahingehend interpretiert werden, dal segmental
wiederholte Wachstumszonen in den Beinen aller Arthropoden vorkommen. In der dlteren
Literatur finden sich vereinzelt Hinweise auf ,,Differentiationszentren®, die in der Nahe der
Gelenke liegen sollen (Kim, 1959; Kuske et al., 1961). Zum anderen fuhrt auch in
Drosophila der Ausfall von Notch-Signalweg-Komponenten oder Zielgenen, neben der
Storung der Gelenkbildung, auch zu Wachstumsstorungen (z.B. Speicher et al., 1994;
Villano und Katz, 1995; Rauskolb und Irvine, 1999; Baonza und Garcia-Bellido, 2000;
Kerber et al., 2001; Buckles et al., 2001). Wegen dieser Verbindung zwischen
Gelenkbildung und Beinwachstum ist bereits postuliert worden, daf3 die Beinsegmente als
Einheiten der Wachstumkontrolle (,,units of growth control*) fungieren (Milan und Cohen,
2000). Dies wurde durch die vorliegenden Ergebnisse aus Cupiennius unterstutzt. Des
weiteren ist eine Rolle des Egfr-Signalweges jiungst auch wahrend der Drosophila-
Beinentwicklung beschrieben worden (Campbell, 2002; Galindo et al., 2002). Allerdings
betrifft sie offenbar nur die Entwicklung des Tarsus. Weitere Untersuchungen sind jedoch
notig, da der Tarsus, wegen der schon mehrfach erwahnten komplizierten Faltung der
Beinscheiben, der zuganglichste Teil des Beines ist und deshalb auch immer bevorzugt
untersucht wird, wohingegen den ubrigen Beingelenken meist keine Aufmerksamkeit
geschenkt wird. Der interessanteste Hinweis auf eine Konservierung der Wachstumszonen
leitet sich von Regenerationsexperimenten an den Beinen von Schabenlarven her. Obwohl
es sich hierbei natuirlich um postembryonale Entwicklungsvorgiange handelt, gibt es
uberzeugende Hinweise, da3 die molekularen Mechanismen bei der Beinregeneration
dieselben sind wie bei der Embryonalentwicklung der Beine (Brook et al., 1993; Marsh
und Theisen, 1999; Mito et al., 2002). Die Regenrationsexperimente veranlaBten Bohn
(1970a,b, 1976) und andere Autoren (Bulliere, 1971; Bryant, 1971) zu dem Postulat
segmental wiederholter Gradienten eines unbekannten Stoffes in den Beinen der
Schabenlarven (Abb. 4.6). Die hochste Konzentration sollte sich dabei im Bereich der

Gelenke befinden und dann stetig bis zum nachsten Gelenk abnehmen. Die vorliegenden
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Coxa

Trochanter

Femur

Tibia

Tarsal
Segments

REGENERATION

Abbildung 4.6
Postulierte Gradienten
eines Stoffes der
positionale Informati-
onen vermittelt. Bei der
Regeneration wird der
Informationsgradient ge-
nutzt, um verlorengegan-
gene Beinteile wieder
einzufugen. (A) aus
Bohn (1970a). (B) aus
Bohn (1976). Fast jedes
Segment hat seinen
eigenen Gradienten. (C)
aus Bulliere (1971). (D)
aus Bryant (1971).
Beachte, daf} jeder Autor
die hochste Konzentra-
tion in den proximalen
Teil jedes Segments legt.
Weitere Erkldarungen
siehe Text.

Daten aus Cupiennius lassen die Vermutung zu, dal} es sich bei dem von Bohn postulierten

Stoff um einen EGF handeln konnte.

4.3 Zur Verwendbarkeit der Expressionsdaten fur die phylogenetische Forschung

Die bisherige Diskussion hat einerseits zwar nahegelegt, daB} einige Aspekte der

Beinentwicklung innerhalb der Arthropoden konserviert sind, hat aber andererseits noch

keine Merkmale zu Tage gefordert, die fur eine Stammbaumrekonstruktion genutzt werden

konnen. Insbesondere muflte der Idee eine Absage erteilt werden, dal} die Beinsegmente

der verschiedenen Arthropodenklassen miteinander homologisiert werden konnen. In

diesem Abschnitt sollen daher speziell diejenigen Ergebnisse diskutiert werden, die fur

eine phylogenetische Analyse von Nutzen sein konnen.
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4.3.1 Homologe Merkmale fur die kladistische Rekonstruktion

Umkehrung der hth/exd Expression als mogliche Autapomorphie der Insekten

Wie bereits weiter oben diskutiert, hat sich bei der Expressionsanalyse ergeben, da3 die
Muster von hth und exd unterschiedlich sind, aber eine Koexpression der beiden Gene stets
auf den proximalen Teil des Beines beschrankt ist. Diese proximale Koexpression ist nach
aller Wahrscheinlichkeit fur die ordnungsgeméfle Funktion der beiden Gene unerldBlich.

Nun gibt es drei verschiedene Moglichkeiten dieses zu erreichen (Abb. 4.7A): entweder

Insecta

® ® e @ o Abbildung 4.7
) D oF @ o (o Musterumkehr der Expression von
® ‘ exd und hth. (A) Drei Mog-
= lichkeiten der Expression von exd
@: : 2 und Ath um Koexpression im
proximalen Teil zu erreichen.
[ exd mRNA Mboglichkeit (1) findet sich in
[ hth mRNA +1 ahnlicher Form in Cupiennius und
A B Glomeris, (2) ist bei Insekten
Drosophila verwirklicht, (3) ist bislang hypo-
’ ) thetisch. (B) Wird Moglichkeit (1)
als plesiomorph angesehen (rote
/ — 2o, Box 1), dann stellt die Situation in
Insekten eine Autapomorphie fur
—7 ) A diese dar (rote Box 2). (C)
: Evolution der Musterumkehr.
—? ) \ Erklarung siehe Text.
urspringlicher
Zupstang oder =7 )
Zwischenstadium )
Glomeris
C Cupiennius

beide Gene sind auf den proximalen Teil des Beines beschrankt, oder nur jeweils eines ist
proximal exprimiert, wahrend das andere uber einen groBeren Bereich des Beines
exprimiert sein darf. In Drosophila und Tribolium ist hth auf den proximalen Teil
beschriankt, wahrend es umgekehrt in Cupiennius und Glomeris exd ist, dessen Expression
nur proximal zu finden ist. In der Zwischenzeit haben weitere Studien in anderen Insekten
gezeigt, dall auch dort hth der proximale Faktor ist (Inoue et al., 2002), wéhrend in

Crustaceen erste Ergebnisse vorliegen, die belegen, dall zumindest exd auf den proximalen
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Anteil der Beine beschriankt ist (Williams et al., 2002); tiber Ath in Crustaceen ist leider
noch nichts bekannt. Es ist auffallig, daB} es in allen bislang untersuchten Insekten nicht das
exd Gen, sondern das hth Gen ist, das im proximalen Teil exprimiert ist. Obwohl noch
Daten aus Crustaceen fehlen, kann schon jetzt vermutet werden, dafl diese Umkehr des
hth/exd Expressionsmusters eine Autapomorphie der Insekten darstellt (Fig. 4.7B).
Autapomorphien fur die Insecta sind besonders wertvoll, da in der letzten Zeit nahezu alle
bislang gultigen Apomorphien in Frage gestellt worden sind (zur Ubersicht siehe Klass und
Kristensen (2001)). Uber die Evolution einer solchen Musterumkehr kann noch nichts
endgultiges ausgesagt werden (Abb. 4.7C). Zum einen ist es denkbar, dall es einen
Urzustand gab, bei dem beide Gene proximal exprimiert waren. Die Verhiltnisse in
Myriapoden und Cheliceraten (und Crustaceen?) auf der einen Seite und Insekten auf der
anderen Seite konnen dann unabhangig voneinander aus dem Urzustand abgeleitet werden.
Alternativ kann auch jeder der beiden bislang bekannten Expressionsmustertypen der
Urzustand sein. Der Urzustand aus der vorhergehenden Alternative wére nun ein
Zwischenstadium, das durchlaufen wird, da die direkte Musterumkehr hochgradig
unwahrscheinlich ist. Immerhin miite hierzu die Regulation beider Gene gleichzeitig und

aufeinander abgestimmt gedndert werden.

Die Evolution der zeitlichen Dynamik von dac und DIl

Wie oben bereits diskutiert verhindert die Dynamik des Expressionsprofils der Bein-Gap-
Gene eine Zuordnung homologer Beinsegmente auf der Basis von molekularen Markern.
Andererseits kann die Dynamik selbst zum Gegenstand von phylogenetischen Hypothesen
werden. Das nachfolgende Beispiel mit dac und DIl soll das verdeutlichen. Die Dynamik
dieser beiden Gene ist in dem Insekt Tribolium genauer untersucht worden (Prpic et al.,
2001). Dabei sind Unterschiede zu den Berichten aus Drosophila gefunden worden, die
hier nicht weiter beriicksichtigt werden sollen. Es existieren namlich Studien, die
nahelegen, dafl zwischen Tribolium und Drosophila keine Unterschiede bestehen und die
scheinbaren Differenzen wieder einmal durch die Besonderheit Drosophilas Beinscheiben
zu entwickeln hervorgerufen werden (Weigmann und Cohen, 1999). Tribolium soll deshalb
bis auf weiteres erst einmal als Verteter fur die Insekten gelten. Fur Crustaceen liegt eine
Studie von Abzhanov und Kaufmann (2000) vor, und fur Myriapoden und Cheliceraten

wurden die Ergebnisse im Rahmen dieser Dissertation erarbeitet. Es zeigt sich nun, daf in
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der Dynamik zunichst Unterschiede beziiglich des Erscheinens der dac Expression
bestehen (Abb. 4.8A). In Tribolium und in Porcellio (dem Vertreter der Crustaceen) wird
dac inmitten der D/l-Domine aktiviert. In Tribolium wird dort in der Folge DIl zum
GroBteil herabreguliert, so dal das typische ,,Ring-und-Socke-Muster* der DIl-Expression
in Insekten entsteht. Daf} dieses hochstwahrscheinlich eine Autapomorphie fur die Insekten
darstellt, ist bereits vorgeschlagen worden (Mittmann und Scholtz, 2001). In Porcellio
geschieht diese DIl-Herabregulierung offenbar nicht. Ein ganz anderes Erscheinen zeigt
dac in Cupiennius und Glomeris, wo dac am proximalen Ende der D/I-Doméne auftaucht.
In Cupiennius verschieben sich die zwei Doméanen dann zusatzlich. In Glomeris konnte das
so nicht beobachtet werden- hier scheint die dac-Expression in spateren Stadien schwach
auf den proximalen Beinanteil uiberzugreifen. Der so gewonnene ontogenetische Baum
(Abb. 4.8A) zeigt mogliche Apomorphien auf, die direkt fur die Rekonstruktion eines
phylogenetischen Baums genutzt werden konnen (Abb. 4.8B,C).

Abbildung 4.8
Myriapoda Chelicerata Crustacea Insecta Evolution der Dynamik des

(> (> e (I Dll/dac Expressionsprofils. (A)
Ontogenese des Dll/dac Musters
/ \ / in allen vier Arthropodenklassen.
(:D (} Dll, blau; dac, pink; Koex-
\ / pression, violett. Erklarung im
Text. (B,C) Zwei alternative
A (W phylogenetische Baume auf der
Basis der Dll/dac Dynamik. (B)
N Das Erscheinen der dac-Domane
am proximalen Ende der DI/I-
Domiane wird als plesiomorph
angesehen (rote Box 1). Dann ist
+2 + 5 das Erscheinen der dac-Domane
innerhalb der DI//-Doméne abge-
+1 +1. leitet und eine Synapomorphie
B C der Crustacea und Insecta (rote
Box 2).
Die Herabregulierung von D!/l in der Mitte der Beine die zum sog. Ring-und-Socke-Muster fuhrt,
ist dann eine Autapomorphie der Insekten (rote Box 3). (C) Das Erscheinen der dac-Doméne
innerhalb der D/l-Domine wird als plesiomorph angesehen (rote Box 1°). Das Erscheinen der dac-
Domine am proximalen Ende der D/I-Domiane ist dann eine Synapomorphie der Myriapoda und
Chelicerata (rote Box 2’). Rote Box 3: siehe B.
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Die Mandibelmorphologie in Relation zur Expression von dac

Der Expressionsort innerhalb der Extremititen mancher der untersuchten Gene macht
deutlich, daf} die Expression in den Gliedmalen nicht immer etwas mit der Achsenbildung
zu tun haben mufl. So manches Gen scheint mehrere Funktionen zu besitzen, auch in den
GliedmaBlen. Als Beispiele seien hier genannt: Das Gen DI/, das sowohl fur distale
Strukturen notwendig ist, aber auch in Sinnesorganen exprimiert ist (siche n#chstes
Kapitel), oder etwa das Gen dac, das auler als Determinante fur mittlere Beinbereiche, in
Glomeris beispielsweise in den antennalen Sinneszapfen exprimiert ist. Aber auch andere
Gene wie z.B. wg scheinen mehr als nur eine Funktion zu haben; wg ist in Glomeris um die
Sinnespalpen herum exprimiert und spielt somit wohl nicht nur eine Rolle bei der
Bestimmung der Ventralseite der Gliedmallen. Aus der Expression alleine kann man also
noch nicht schlieen, da3 die Expressionsorte homolog sind. So gilt das auch fur die
Expression von dac in der Mandibel von Glomeris. Die extrem starke Expressionsdomine
im Externlappen, aus dem der innere und auflere Zahn der Mandibel hervorgeht, kann nicht
mit der ublichen Funktion von dac als Determinante fur mittlere Beinabschnitte in
Verbindung gebracht werden. Vergleiche mit anderen Arthropoden legen vielmehr etwas
anderes nahe: auch in der Mandibel von Tribolium und Porcellio ist erhohte dac

Expression nachgewiesen worden und das genau in dem Teil der Mandibel, der spiter die

2
& R > Abbildung 4.9
S\ *{\'OQ Og\(b 6@.6\ Phylogenetischer Stammbaum auf der
) 3 (@) ) Basis der Mandibelmorphologie. Als plesi-

omorph wird das Fehlen einer spezifischen
Umgestaltung der Gliedmaflen am dritten
Kopfsegment (Mandibelsegment) ange-
nommen (rote Box 1). Als abgeleitet ist
dann die Ausbildung einer Mandibel an-
zusehen, deren zahnartige Morphologie mit
starker dac-Expression im zahnbildenden
Teil in Verbindung gebracht werden kann.
T 2 Dieser Zustand wire dann eine Syn-

apomorphie der Myriapoda, Crustacea und
Insecta (Mandibulata) (rote Box 2).
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zahnartige Morphologie annehmen wird (Abzhanov und Kaufmann, 2000; Prpic et al.,
2001). Es kann daher vermutet werden, da} dac irgendwie fur die spezielle, zahnartige
Morphologie der Mandibel in Myriapoden, Crustaceen und Insekten verantwortlich ist.
Dies wire ein starkes Argument fur die Homologie der Mandibel innerhalb der
Mandibulata. Die Rolle von dac bei der Erschaffung der Mandibelmorphologie konnte
daruiber hinaus eine Autapomorphie fur die Mandibulata sein, da eine vergleichbare

Expression bei Cheliceraten nicht gefunden werden konnte (Abb. 4.9).

DIl in den Sinnesorganen: neue Homologiehypothesen

Generell wird die Expression von DIl als molekularer Marker fur das Vorhandensein
distaler Beinstrukturen verwendet. Allerdings zeigen zunehmend mehr Studien, daB3 D/l
auch in Enditen exprimiert ist, also Strukturen des proximalen Beins (z.B. Panganiban et
al., 1995; Niwa et al., 1997; Williams, 1998; Popadic et al., 1998; Scholtz et al., 1998;
Abzhanov und Kaufman, 2000; Beermann et al., 2001; Mittmann und Scholtz, 2001;
Williams et al., 2002; Olesen et al., 2001; Schoppmeier und Damen, 2001; Thomas und
Telford, 1999). Die erweiterte These, dafl DI/ ein Marker fur distale Beinstrukturen oder
Enditen ist, wird dadurch falsifiziert, daf3 in der Mandibel von Insekten keine DII-
Expression vorhanden ist, obwohl die Mandibel zwei Enditen-Derivate besitzt (Machida,
2000). Zur Klarung dieses Problems kann die Feststellung beitragen, daf3 DI//-Expression in
allen bislang untersuchten Arthropoden oft mit der Bildung von Sinnesorganen korreliert
(Mittmann und Scholtz, 2001; Williams et al., 2002; diese Arbeit; zur Ubersicht siche auch
Panganiban, 2000; Panganiban und Rubenstein, 2002). DI/I-Expression zeigt also entweder
die Anwesenheit von distalen Beinstrukturen oder von Sinnesorganen an. Diese These ist
mit der Expression von DI/ in den Enditen und dem Fehlen von DI/ in der Insekten-
Mandibel vereinbar, da Enditen meist der Sitz von Sinnesorganen sind, bis auf die zu
Kauwerkzeugen umgestalteten Enditen der Insekten-Mandibel.

Die Maxillen von Glomeris bestehen aus zwei Teilen, Cardo und Stipes, und sind
uber ein Zwischenstuck, die sog. Intermaxillarplatte, zu einer einheitlichen Unterlippe
verbunden, die als Gnathochilarium bezeichnet wird (Abb. 4.10A). Der Cardo jeder
Maxille tragt zwei Sinnespalpen und auch die Intermaxillarplatte besitzt zwei
Sinnesanhénge, die sog. Lobi interiori. Bisherige Ansichten leiten die Intermaxillarplatte

vom Sterniten des Maxillarsegmentes ab und homologisieren die zwei Teile der Maxille
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Abbildung 4.10

Neue Hypothese bezuglich der direkten und
seriellen Homologien der Maxille in Glomeris
marginata. (A) Rasterelektonenmikrosopische
Aufnahme des Gnathochilariums von G.
marginata (aus Kraus (2001)). (B) Das Gnatho-
chilarium ist das Verschmelzungsprodukt der
Maxillen. Jede Halfte besteht aus Stipes (rot),
Cardo (blau) und einer Halfte der Inter-
maxillarplatte (grin). Verdndert nach Kraus
(2001). (C) Die Auffassung, daf die in B blau
und griin eingefarbten Teile Enditen sind, fuhrt
zu einer neuen Hypothese bezuiglich der direk-
ten Homologie zur Insektenmaxille. Danach ist
die Intermaxillarplatte das Verschmelzungs-
produkt der beiden inneren Maxillarenditen, die
in Insekten als Laciniae bezeichnet werden.
Diese Auffassung erlaubt auch die Aufstellung

C direkt seriell serieller Homologien zur Insektenmandibel und
p— Insecta — Inescta ihrer Enditen Incisor und Molar (rechte Spalte).
SR D Maxite andlibet Weitere Erklarungen im Text. Abkurzungen:
Cardo Cardo Cardo + Stipes | Mandbelcoxa ca, Cardo; st, Stipes; zs, Zwischenstick; gu,
Stipes Stipes S Incisor Gula; ip, Intermaxillarplatte; li, Lobi interiori;
Intermaxillarplatte Mai};ﬁg‘ééﬁims Laciniae Molares sp Sinnespalpen
, .
N " Sternit d Sternit df
Zwischenstiick Sternit des Maxillzl;gleggsents MandibSIranrlsegerzems
Gula Labialsegments Sternit des Sternit des
Labialsegments Maxillarsegments

selbst mit den gleichnamigen Teilen der Maxille der Insekten (Dohle, 1964). Kraus (2001)
sieht in der Intermaxillarplatte sogar das Verschmelzungsprodukt der 2. Maxillen. Diese
Ansicht ist jedoch nicht haltbar, da nachweislich keine 2. Maxillen ausgebildet werden.
Die Expression von Gm-DIl in der Maxille legt nun eine vollig andere Zuordnung nahe.
Gm-Dll ist in den Sinnesorganen des Gnathochilariums exprimiert. Interessanterweise zeigt
die Gm-DIl Expression, dal3 die Primordien der Lobi interiori am inneren Rand der
Maxillarextremitat entstehen. Das bedeutet, dafl sich zumindest ein Teil der
Intermaxillarplatte nicht wie bisher vermutet vom Maxillarsternit herleitet, sondern von der
Maxille selbst gebildet wird. Die Tatsache, dafl es meist die Enditen sind, in denen die
Sinnesorgane sitzen, 1aBt die Vermutung zu, dal} es sich bei der Intermaxillarplatte um das
Verschmelzungsprodukt zweier Maxillarenditen handelt (Abb. 4.10B). Auch der Stipes
tragt zwei Sinnesorgane und kann somit ebenfalls als Endit angesprochen werden. Das
wilrde zu einer neuen direkten und seriellen Homologisierung fuhren, wie sie in Abb.

4.10C dargestellt ist. Dieses Beispiel soll verdeutlichen, wie der Vergleich von Gen-
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expressionsmustern gepaart mit morphologischen Strukturen zu Homologiehypothesen
fuhren kann. Im vorliegenden Fall gelingt es so, direkte Homologien zwischen den Teilen

der Myriapoden-Maxille und den Teilen der Insekten-Maxille herzuleiten.

4.3.2 Hinweise auf analoge Entwicklungen in der GliedmaBlenevolution

Verlust des Domdinen-Antagonismus in der 1. Extremitdt

Wie weiter oben beschrieben, ist die Aufteilung des sich entwickelnden Beines in drei
antagonistische Domanen eine Grundeigenschaft der Beine in Drosophila und vermutlich
auch anderer Arthropoden. Allerdings wurde fur die Antenne bei Drosophila bekannt, daf}
sich diese ohne die Prasenz solcher Domanen entwickelt (Dong et al., 2000, 2001, 2002;
Chu et al., 2002). Der fehlende Antagonismus in der Antenne Drosophilas kommt u.a.
dadurch zum Ausdruck, daB3 die Expressionsmuster der Bein-Gap-Gene, die im Bein
bekanntlich weitgehend separate Bereiche einnehmen, in der Antenne grofzugig
uberlappen. Es ist daher die Vermutung gedufert worden, da die Tripartie von
Entwicklungsdoménen eine Grundlage fur die Entwicklung der Beinmorphologie ist. Im
Gegensatz dazu soll das Fehlen der antagonistischen Doméanen dann Morphologietypen
ermoglichen, die stark von der typischen Beinmorphologie abweichen, wie beispielsweise
die Antenne Drosophilas. Cupiennius bietet sich hier an, diese Vermutung zu testen. Die
Art besitzt mit dem Pedipalpus und den Laufbeinen zwei GliedmaBentypen, die als
beinahnlich bezeichnet werden konnen, wahrend die Chelicere von der Idee eines Beins
erheblich abweicht. Wie im Ergebnisteil beschrieben, sind die Expressionsmuster der Bein-
Gap-Gene in Pedipalpen und Laufbeinen weitgehend identisch und mit der Existenz dreier
antagonistischer Doméanen vereinbar. In der Chelicere allerdings uberlagern sich die
Expression von Cs-Dll, Cs-exd und Cs-hth weitgehend und geben somit Anlall zur
Vermutung, dall in der Chelicere antagonistische Domanen fehlen (Abb. 4.11). Da dac in
Drosophila der Hauptantagonist ist, der die mittlere Doméne definiert und die beiden
ubrigen getrennt halt (Abu-Shaar und Mann, 1998; Dong et al., 2001), ist die
Einschrankung oder der Verlust der dac Expression der denkbar einfachste Weg, die
Tripartie aufzubrechen. Tatsachlich ist in Drosophila die antennale dac Expression
weitgehend funktionslos (Mardon et al., 1994; Dong et al., 2002) und in Cupiennius fehlt
sie vollig (die spate Expression nach vollendeter Inversion hat wohl nichts mit der
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Drosophila Cupiennius Abbildung 4.11

= -~ ]érlltvgiCk}gunngomTeE in (fen

& & iedmalien von Arthropoden.

i a‘» ok » Schemata der GliedmaBen bei

Eein GBfe'g'rﬁg}sgeen Drosophila (Bein, Antenne) und

Cupiennius (Bein-artige Glied-

mafBen (also Laufbeine und

< @ Pedipalpus) und Chelicere). Die

Doménen werden durch die

Aktivitat bestimmter Gene

festgelegt: exd/hth-Koexpression

(blau), dac-Expression (rot), DII-
Expression (griin). Drei antagonistische (getrennte) Domanen scheinen der Entwicklung der Bein-
artigen Morphologie zu Grunde zu liegen (obere Reihe), wahrend nicht Bein-ahnliche Gliedmafien
offenbar keine antagonistischen Doménen aufweisen (untere Reihe). Hier uiberschneiden sich die
Genexpressionen grofiziigig. Die Schemata fur Drosophila basieren auf Abb. 7 in Dong et al.

(2001).

Antenne Chelicere

Achsenbildung zu tun). Dieser Argumentationsweg falit die dac Expression in der Antenne
von Drosophila also als Rudiment auf und erachtet das Fehlen der dac Expression in der
Chelicere von Cupiennius als abgeleitet gegeniiber der Situation in den Pedipalpen und
Laufbeinen. Dies ist eine wichtige Aussage im Zusammenhang mit der Frage nach dem
sog. ,,default state appendage* (sieche 4.4.1).

An dieser Stelle soll aber etwas anderes zur Notiz gebracht werden. Das
Cheliceren-tragende Segment in Cheliceraten und das Antennen-tragende Segment in
Insekten werden nach derzeitigen Erkenntnissen miteinander homologisiert (Telford und
Thomas, 1998; Damen et al., 1998; Mittmann und Scholtz, 2003). Es ist daher verlockend,
die Ahnlichkeiten, wie sie eben bezuglich des Fehlens der antagonistischen Doménen
beschrieben worden sind, als weiteres Indiz zur Stutzung dieser Anschauung
heranzuziehen. Allerdings ist das wohl kaum zuldssig. Wenn der Aufbau aus drei
antagonistischen Dominen tatsdchlich der urspriingliche Zustand ist und dazu noch
lediglich zur Erzeugung der normalen Beinmorphologie taugt, dann erscheint es schon fast
als evolutionare Notwendigkeit, die Tripartie zu verlieren um neue Morphologietypen zu
erzeugen. Immerhin hat nicht zuletzt die Vielfalt an Extremitiatenformen den Arthropoden
zu ihrem uberragenden evolutionaren Erfolg verholfen. Unter diesem Gesichtspunkt
erscheint es als sehr wahrscheinlich, daf} ein ehemals vorhandener dreiteiliger Aufbau
mehrfach unabhangig voneinander verloren gegangen ist, und damit den Weg frei gemacht
hat fur die Evolution so unterschiedlicher GliedmaBen wie der Antenne in Drosophila und
der Chelicere bei Cupiennius. Das Fehlen der drei antagonistischen Doméanen in der 1.
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Extremitat scheint also keineswegs ein homologes, sondern vielmehr ein analoges

Merkmal zu sein.

Verlust des Telopoditen und Verlust der Gliedmafien eines Segments

Im vorangegangenen Abschnitt ging es um den Verlust der Tripartie in der Entwicklung
der Antenne von Drosophila und der Chelicere von Cupiennius. Es konnte wahrscheinlich
gemacht werden, daB} dieses Verlustmerkmal eine Analogie, keine Homologie darstellt. Es
stellt sich nun die Frage, wie es sich mit anderen Verlustmerkmalen verhilt, die bislang fur
homolog erachtet wurden und deshalb auch in die phylogenetische Forschung eingeflossen
sind. Zunéchst ist hier die Mandibel der Mandibulata (Crustaceen, Myriapoden und
Insekten) zu nennen. War Manton (1977) noch davon ausgegangen, da} es sich bei den
Mandibeln der Myriapoden und Insekten um zwar stark umgebildete, aber doch
vollstandige Extremitaten (,,Ganzbein-Mandibel-Hypothese*) handelt, so ist heute
weitgehend unumstritten, dafl es sich bei der Mandibel der Myriapoden und Insekten
lediglich um den proximalen Extremitatenteil mit seinen Enditen handelt und alle distalen
Bereiche (nach Snodgrass (1935) als Telopodit bezeichnet) verlorengegangen sind
(gnathobasische Mandibel; z.B. Popadic et al., 1996). Der Verlust der distalen
Mandibelanteile an sich ist allerdings ein stark Analogie-verdachtiges Merkmal. Bei der
kauend-mahlenden Funktion der Mandibel erscheint eine Bein-dhnliche Morphologie als
wenig zweckdienlich. Folgerichtig sind in den meisten Crustaceenarten die distalen Anteile
der Mandibel in unterschiedlichem Mafle reduziert. Oft sind sie als kleiner Mandibelpalpus
erhalten, manchmal aber auch vollig verschwunden, ahnlich wie bei den Myriapoden und
Insekten. Sind also die Enditen der Mandibelextremitat erst einmal zu Kauwerkzeugen
ausgestaltet, ist der Verlust des ubrigen GliedmaBenanteils sehr wahrscheinlich, da er fur
die Funktion uberflussig ist. An dieser Stelle sind die Ergebnisse der dac
Expressionsanalyse, wie sie bereits oben diskutiert wurden, interessant, weil sie nahelegen,
dall die Ausgestaltung der Mandibelenditen zum zahnartigen Kauwerkzeug einem
konservierten Mechanismus folgt. Somit darf als wahrscheinlich gelten, da3 die Evolution
der 3. Extremitat zum Kauwerkzeug, also zur Mandibel, in der Tat nur einmal
stattgefunden hat und mithin eine Synapomorphie der Crustaceen, Myriapoden und
Insekten darstellt. Andererseits ist die Homologie des Verlusts der distalen Teile der
Mandibel in Myriapoden und Insekten in Frage gestellt. Der Verlust der distalen
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Extremitatenteile ist unabhédngig z.B. auch in der Maxille von Glomeris zu finden (siehe
auch oben) und auch in der Mandibel der Crustaceen wird allgemein angenommen, daf3
eine Reduktion des Mandibularpalpus mehrfach unabhangig voneinander stattgefunden
hat. Der Verlust distaler Strukturen ist somit in vielen Fallen ein analoges, kein homologes
Merkmal.

SchlieBlich gilt der Verlust der Extremititen am sog. Interkalarsegment (bei
Insekten) bzw. Pramandibularsegment (bei Myriapoden) als wichtiges Indiz fur die
Monophylie der Antennata (= Atelocerata, Tracheata). Als Reduktionsmerkmal ist es
allerdings von vorneherein Analogie-verdachtig. AuBerdem ist auch bei anderen
Arthropoden der Verlust segmentaler Anhiange bekannt. So fehlen zum Beispiel bei
manchen Notostraca (eine Gruppe der Crustaceen) im Adultus die 2. Antennen, bei den
Protura (einer Gruppe basaler Insekten) die Antennen und, wie hier nochmals
dokumentiert, bei den Diplopoda (z.B. Glomeris) die 2. Maxillen. Gerade dieses letzte
Merkmal ist interessant, da es speziell nur die Diplopoda (und vielleicht deren
Schwestergruppe, die Pauropoda) kennzeichnet und somit wohl phylogenetisch gesehen
verhaltnismaBig jung ist. Es Uiberrascht daher nicht, im dazugehorigen Segment noch eine
kurzlebige Expression von Gm-DIl zu finden, quasi als Rudiment einer ehemals
funktionellen DIl Expression der 2. Maxillen. Die Reduktion der Extremitaten des
Interkalar-/Pramandibularsegments muifite dagegen phylogenetisch wesentlich alter sein,
soll sie doch schon beim gemeinsamen Vorfahren aller Myriapoden und Insekten
vollzogen gewesen sein. Es war daher unerwartet auch im Pramandibularsegment eine
kurzlebige Gm-DIl Expression vorzufinden. Ist das ein Hinweis darauf, daB der Verlust der
Extremitaten im Pramandibularsegment dhnlich jungen Alters ist wie der Verlust der 2.
Maxillen? Das wurde gegen eine Homologie der Extremititenlosigkeit des Interkalar- bzw.
Pramandibularsegments sprechen. Fest steht, dal im Interkalarsegment der Insekten keine
DIl Expression zu finden ist. Naturlich ist nichts daruber bekannt, nach welchen Gesetzen
und nach welcher Zeit ein Rudiment endgultig verschwindet und so konnen die beiden
Gm-DIl Rudimente in Glomeris vollig verschiedenen Alters sein; allerdings ist mit der
Expression von Gm-DIl im Pramandibularsegment ein deutlicher Unterschied zum
Interkalarsegment der Insekten gegeben. Es werden nun dringend neue Merkmale
gebraucht, um die Homologie der GliedmalBenreduktion an diesem Segment in Insekten

und Myriapoden wieder starker zu untermauern.
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4.3.3 Gefahren der Expressionsmusteranalyse

Uber die moglichen Fehlerquellen bei der phylogenetischen Analyse von
Genexpressionsmustern ist in der vorangegangenen Diskussion schon an einigen Stellen
etwas gesagt worden. Diese Argumente sollen hier nicht wiederholt werden. Vielmehr soll
hier zum Abschluf} ein generelles Problem anhand eines Beispiels aus dieser Arbeit
veranschaulicht werden.

Das hier gegebene Beispiel betrifft die H/5-Gene. In Drosophila und in allen
anderen hier untersuchten Tieren gibt es mindestens zwei Duplikate dieses Gens. Die zwei
Duplikate in Drosophila, HI15 und CG6634, sind deutlich anders exprimiert als die beiden
Duplikate aus Cupiennius, Cs-H15-1 und Cs-H15-2. Eine Folgerung hieraus darf daher
sein, daf} die Funktion der H/5-Gene in Cupiennius eine andere ist als in Drosophila.
Allerdings sind aus Tegenaria drei H15-Gene isoliert worden, wovon die Gene Ta-H15-1
und Ta-HI15-2 sowohl in der Sequenzanalyse als auch vom Expressionsmuster den
gleichnamigen Genen aus Cupiennius zugeordnet werden konnen. Das dritte Gen, Ta-H15-
3, dagegen zeigt ein ahnliches Expressionsmuster wie die zwei H15-Gene in Drosophila.
Also muf} Ta-H15-3 das richtige Orthologon zu den Drosophila-Genen sein. Was ist dann
aber mit der evolutionaren Konservierung? Stehen sich Tegenaria und Drosophila naher
als die zwei Spinnenarten untereinander? Sicherlich nicht. Die vermutliche Losung: auch
in Cupiennius muf} ein drittes Gen existieren, das im Expressionsmuster den Drosophila-
Genen ahnelt. Dieses Beispiel zeigt also, wie die versehentliche Untersuchung des falschen
Orthologons zu fehlerhaften Schluf3folgerungen fuhren kann.

Die Forderung nach dem ,richtigen Orthologon* offenbart aber eine wesentlich
fundamentalere Schwiche. Viele Gene gehoren zu grofleren Verwandtschaftsgruppen, die
im Verlaufe der Evolution durch mehrfache Duplikation auseinander hervorgegangen sind.
Nach gangigen Vorstellungen kommt es bei solchen Duplikationen zu Subfunk-
tionalisierung (die Funktionen des Ausgangsgens werden unter den zwei Duplikaten
aufgeteilt), Neofunktionalisierung (eines der beiden Duplikate erhalt eine vollig neue
Funktion), oder eines der Duplikate geht wieder verloren (Prince und Pickett, 2002). So
wird klar, da3 es unter diesen Bedingungen sehr schwierig sein kann, die ,richtigen
Orthologa* zu identifizieren. Man mag mitunter gezwungen sein, sich beim Vergleichen
auf einzelne Aspekte zu beschrianken und die Orthologie z.B. nur an der Sequenz oder der
Funktion festzumachen. Aber selbst bei nicht duplizierten Genen oder anderweitig

eindeutig geklarter Orthologie konnen Expressionsmustervergleiche evtl. zu falschen
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Schliissen fuhren, dann namlich, wenn das jeweilige Gen im Verlauf der Evolution sein
Funktionsspektrum erweitert oder eine vollig neue Funktion angenommen hat. Die
Sicherheit beim Vergleich von Genexpressionsmustern kann also von zusitzlichen
Untersuchungen der Genfunktion gekoppelt mit Studien zur Morphologie und Zellbiologie

nur profitieren.

4.4 SchluBbemerkungen uiber die Evolution der Extremitaten der Arthropoden

4.4.1 Die GliedmaBen des Urarthropoden: der ,,default state appendage‘

Die Frage nach der Evolution der GliedmalBlen bei Arthropoden beinhaltet
selbstverstandlich auch die Frage nach dem Aussehen der Gliedmallen des allerersten
Arthropoden, des Urarthropoden. Die ganze Vielfalt heutiger GliedmaB3entypen muf} sich
ganz zwangslaufig auf die GliedmaBBenformen des Urarthropoden zurickfuihren lassen. Im
allgemeinen geht man bisher davon aus, daf} der Urarthropode ein homonom segmentierter
Organismus war, d.h. alle Segmente sahen gleich aus und trugen somit auch die gleichen
GliedmalBen (siehe Einleitung). Spater entwickelten sich dann bestimmte Faktoren, die
jedem Segment eine besondere Identitat vermittelten, was dazu fuhrte, da} die Segmente
und ihre Extremitdten untereinander verschieden wurden. Um den Zustand des Organismus
und der GliedmaBen vor der Einfuhrung dieser Faktoren (den sog. ,default state*) zu
erhalten, mufite es also ausreichen, diese Faktoren auszuschalten. In Drosophila sind
inzwischen mehrere solcher Identitats-bestimmenden Faktoren bekannt geworden; mit
Bezug auf die GliedmaBenentwicklung sind dies das Gen hth, das die Identitit der Antenne
festlegt und die verschiedenen Hox-Gene, die die Identitat aller ubrigen GliedmalBen
bestimmen (z.B. Casares und Mann, 1998; Akam, 1995). Folgerichtig ist untersucht
worden, welcher GliedmaBentyp resultiert, wenn der Einflu} dieser Gene ausfallt. Im
Ergebnis zeigte sich eine stabformige Extremitat, die jedoch nur aus ganz distalen und
proximalen Teilen (angeblich nur Tarsus und Coxa) besteht (Casares und Mann, 2001;
Emerald und Cohen, 2001). Somit wurde als ,,ground state appendage* eine Bein-artige
GliedmaBe postuliert, die nur aus zwei fundamentalen Teilen besteht. Dies erinnert
naturlich stark an die Hypothese von Snodgrass (1935), wonach die Extremititen des
Urarthropoden aus zwei Teilen, dem Coxopoditen und dem Telopoditen bestanden haben

sollen.
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An der Suche nach dem ,,ground state* ist allerdings Kritik laut geworden (Minelli,
2003). In der Tat ist es so, dal hth-ahnliche Gene und Hox-Gene in allen Tieren
vorkommen und auch dort, soweit das untersucht ist, Organen und Korperregionen
spezifische Identitat verleihen (z.B. Finnerty, 2003). Diese Faktoren sind also offenbar
wesentlich alter als der Urarthropod und es ist unverstiandlich, warum sie beim
Urarthropoden keine Rolle gespielt haben sollen. Was offenbar falsch ist, ist die
Grundannahme, daB} sich die Extremitatenentwicklung des Urarthropoden in einem
reduzierten genetischen Umfeld abgespielt hat. Vielmehr sollte die Frage nach der
tatsachlichen Zusammensetzung dieses Milieus ergebnisoffener gestellt werden. Die im
Rahmen dieser Arbeit erzielten Resultate lassen vermuten, daf} die beteiligten Gene und
Gen-Netzwerke kaum Unterschiede zeigen zwischen dem Urarthropod und den heutigen
Vertretern. Im Detail zeigen die untersuchten Arten deutliche Unterschiede, aber generell,
vom Morphogen-Gradienten aus WG/DPP, uiber die Dynamik der Bein-Gap-Gene, bis hin
zu den Bein-Segmentierungsgenen und den Beinsegmenten als morphogenetischen
Zentren, zeigen sich verbluffende Gemeinsamkeiten zwischen so weit entfernt verwandten
Arthropoden wie Drosophila und Cupiennius, was auf ein hohes phylogenetisches Alter
dieser Mechanismen schliefen lat. Die GliedmaBen des Urarthropoden entwickelten sich
also keineswegs mittels eines reduzierten Repertoires an Genen. Im Gegenteil; die
Entwicklung uber drei antagonistische Domiénen ist gegenitber dem Fehlen solcher
Dominen sicher plesiomorph (siehe oben). Die Tripartie wiederum ist vermutlich fur bein-
artige Morphologie verantwortlich, was bedeuten wurde, da die Urarthropoden-Extremitat
beinartig gewesen ist. Des weiteren war sie wohl auch schon segmentiert, da die Bein-
Segmentierungsgene und —mechanismen konserviert erscheinen. Da proximale, ventrale
Auswuchse (Enditen) bei allen heutigen Arthropodengruppen vorkommen, waren sie wohl
auch schon im Urarthropodenbein vorhanden. SchlieBlich 1aBt sich vermuten, dafl auch
dorsale Auswuchse, wie sie bei Crustaceen vorkommen (Exite, Epipodite, Exopodite)
vorhanden waren, da diese meist zur Atmung dienen und der Urarthropod mit Sicherheit
marin war. Die Gliedmallen des Urarthropoden mogen also in etwa so ausgesehen haben
wie in Abb. 4.12 (siehe dazu auch Schram und Koenemann (2001)). Tatsachlich ist das
auch der GliedmaBentypus, der sich bei den meisten fossilen Arten findet (z.B. Trilobiten;
Whittington, 1993; Xianguang et al., 1996; Siveter, et al., 2001).

Ausgehend von diesem Typus kann sich nun die Evolution aller ubrigen
GliedmaBlenformen gedacht werden (Abb. 4.12). Eine Moglichkeit ist der schon weiter
oben angesprochene Verlust der antagonistischen Doméanen. Weniger radikale Eingriffe
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B 4 Abbildung 4.12

m Hypothese zum Ur-Arthropodium
@ c und zur Evolution der Vielfalt heu-

tiger GliedmaBentypen. Ausgehend
® vom hypothetischen Ur-Arthropo-
dium fuhren mindestens drei ver-
schiedene Prozesse zur Entstehung
neuer Extremitatentypen. (1) Ver-
lust des Doménen-Antagonismus
fuhrt zu nicht-Bein-dhnlicher Mor-
® phologie (z.B. Antenne in Droso-
phila (a); Chelicere (b)). (2) Veran-
I;V_I derungen der Feinjustierung der
f

Hypothetische
Extremitat des
Urarthropoden

e Bein-Segmentierungskaskade fiih-
ren z.B zum Verlust der Gelenke (c;
z.B. BlattfuBBkrebse), oder zur Neu-
aufteilung in Segmente (d; vgl.

auch sekundire Segmentierung des Tarsus z.B bei Insekten). (3) Verlust ganzer GliedmaBenteile
(z.B. Laufbein (e); Mandibel (f)). Die Prozesse konnen auch kombiniert werden (siehe d).

auf der Ebene der Bein-Gap-Gene, beispielsweise bei der Regulierung der relativen Lage
ihrer Expressionsdoménen, fithren zu Unterschieden in der Segmentkomposition der
GliedmaBen. Unterschiede in der Regulation der Bein-Segmentierungsgene konnten zu
unsegmentierten Extremitaten fuhren, oder aber zu Veranderungen in der Aktivitat oder
der Zahl der morphogenetischen Zentren in der Néhe der Gelenke, was wiederum zur
Vermehrung oder Verminderung der Podomerzahl fuhren konnte. Ein Vorgang dieser Art
mag hinter dem Fehlen des Metatarsus im Pedipalpus von Cupiennius stecken; immerhin
kann man im Aufspaltungsmuster der Expressionsringe der meisten Bein-
Segmentierungsgene einen Unterschied zwischen Pedipalpus und Laufbein erkennen, der
genau den Bereich des Metatarsus betrifft. Ahnliches mag die sekundare Unterteilung des
Tarsus bei Insekten in viele sog. Tarsomeren erkldren. SchlieBlich scheint es auch moglich
zu sein, ganze Extremitdtenteile zu eliminieren, um zu neuen Gliedmalentypen zu
kommen. Die Mandibel der Insekten und die Maxille in Glomeris sind Beispiele fur den
Verlust der distalen Teile des Hauptastes. Die Laufbeine der Landarthropoden wie z.B. bei
Cupiennius oder Drosophila sind ein weiteres Beispiel; hier sind die proximalen Aste
weggefallen.

Diese Uberlegungen fuhren zu dem Schluf}, da das genetische System, das die
Extremitatenentwicklung bei Arthropoden steuert erstaunlich flexibel sein muf3. Das
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Abbildung 4.13

Vergleich der Expressionsdomanen ausgewahlter Beingene in einem Insekt (Drosophila), einem
TausendfuBer (Glomeris) und einer Spinne (Cupiennius). Die ventrale Seite ist links, die dorsale
Seite rechts, distal befindet sich in der Mitte, proximal ist links und rechts. Das Schema fur
Drosophila is nach Abu-Shaar und Mann (1998) und Wu und Cohen (1999). Die Asymmetrie der
Beinscheibe wurde vernachléssigt; auch die iibrigen Schemata sind teils vereinfacht; vgl. dazu bitte
die Originaldaten im Ergebnisteil. Gelb kennzeichnet die Uberschneidung von DI/ und dac-
Expression. exd bezeichnet mRNA, EXD kennzeichnet nukledres Protein. Auf der Grundlage der
verschiedenen Expressionsmuster kann gefolgert werden, daf3 viele der aus Drosophila bekannten
Interaktionen und Regulationen (obere Abbildung, Pfeile und Linien) in anderen Arthropoden
modifiziert vorliegen oder nicht konserviert sind. Abkuirzungen s. S. 2-5.
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belegen zusatzlich die vielen dokumentierten Unterschiede in der Genexpression (Abb.
4.13). Feinjustierungen, groBere Veranderungen oder gar Eliminierungen von
Komponenten sind offenbar an den meisten Stellen moglich, ohne dafl die Funktion des
Systems, namlich eine funktionelle GliedmaBe zu erstellen, beeintrachtigt wiirde. Zunachst
mag diese Flexibilitat wie ein Puffersystem erscheinen, das Storungen gut schlucken kann
und evolutiondren Veranderungen somit entgegenwirkt, anstatt sie zu fordern. Bei genauer
Betrachtung aber erhoht jede Anderung, die nicht zum Zusammenbruch des Systems fuhrt,
die Zahl der Ausgangszustinde fur mogliche weitere Veranderungen. Die Zahl der
Mboglichkeiten steigt somit rapide und mit ihr die Wahrscheinlichkeit, da} ein neuer und
nutzlicher GliedmaBentyp dabei ist. Die Flexibilitait des GliedmafBen-Entwicklungs-
programms ist also wahrscheinlich die Quelle der morphologischen Vielfalt an Glied-
maBenformen bei Arthropoden. Auf diese Weise mag sie einer der Grundsteine sein fur
den uberwiltigenden evolutiondren Erfolg dieser faszinierenden Tiergruppe. Zukunftige
Studien konnten diese Idee direkt bearbeiten durch experimentelle Modifikation einzelner
oder mehrerer Komponenten des Gliedmallen-Entwicklungsprogramms in einer Art, in
dem Versuch zur GliedmaBenmorphologie einer anderen Art zu gelangen. Das wiirde
einzigartige Einblicke gewdhren in die Art und Weise in der die Natur selbst in der
Vergangenheit einen Gliedmalentyp in einen anderen umgewandelt hat und konnte somit

helfen, Schritt fur Schritt die Phylogenie der Arthropoden zu rekonstruieren.

4.4.2 Der Ursprung der GliedmaBien der Arthropoden

Wenn hier also eine relativ komplexe GliedmaBe als ursprunglich fur die Arthropoden
angenommen wird, stellt sich zum Abschlufl noch die Frage nach deren Ursprung. Die
Erfahrung zeigt ja, daB3 sich das Leben als Gesamtes betrachtet vom Einfachen zum
Komplexen entwickelt hat. Wenn nun die komplexe Vielfalt heutiger GliedmaBentypen bei
Arthropoden auf einen ebenfalls kompliziert gebauten Vorfahren zuruckgeht, so muf3
zumindest diese Urextremitat irgendwann einmal aus einer einfacher gebauten Extremitiat
eines Arthropoden-Vorfahren hervorgegangen sein.

Es existieren heute noch einige Arthropoden-ahnliche Tiere, die traditionell in die
niahere Verwandtschaft der Arthropoden gestellt werden, die Onychophora
(Stummelfusser) und die Tardigrada (Bartierchen). Die Suche nach dem Vorfahr der

Urarthropoden-Extremitat mag also vernuinftigerweise hier beginnen. Allerdings sind die
234



Kapitel 4: Diskussion

Gliedmallen der Tardigrada so andersartig, daBl sich keine stichhaltigen
Ubereinstimmungen mit einer Arthropoden-Extremitat finden lassen. Es ist also durchaus
daran zu denken, daB} die GliedmaBen von Tardigraden und Arthropoden nicht homolog
sind: bei manchen Autoren zdhlen die speziellen Tardigraden-GliedmaBen daher auch zu
den Autapomorphien des Taxons (vgl. Borner, 1921; Dewel und Dewel, 1997). Im
Gegensatz dazu liefert der Vergleich der Keimstreifentwicklung bei Onychophoren und
Arthropoden genuigend gute Hinweise fur eine Homologie der GliedmaBien (Balfour, 1883;
Sedgwick, 1887; Wedeen et al., 1997; Eriksson und Budd, 2000; Eriksson et al., 2003).
Allerdings sind sie Extremitaten der Onychophoren (die sog. Oncopodien) sehr einfach
gebaut und lassen nichts erkennen, was als Ansatz zur Evolution groBlerer Komplexitat
gedeutet werden konnte; sie haben z.B. keinerlei Anhénge wie etwa Exiten oder Enditen
und sie sind unsegmentiert. Fossilien von Onychophoren-dahnlichen Tieren aus dem
Kambrium, sog. ,,Lobopods*, belegen aber, dal die Morphologie der Gliedmallen der
Uronychophoren (die sog. Lobopodien) wohl vielgestaltiger war. Bei vielen Arten sind auf
den Lobopodien kleinere Auswiichse bekannt, die an Enditen erinnern und deren Vorlaufer
sein konnten (Whittington, 1978; Ramskold und Xianguang, 1991). In anderen Arten
wurden zusatzlich zu den lokomotorischen Asten noch dorsale, blattformige Aste
beschrieben, die mithin an Exiten erinnern (Budd, 1993; 1996b; 1999). Und Anomalocaris
schlieBlich zeigt neben seinen typischen Lobopodien auch zwei richtig segmentierte
Extremititen vor der Mundoffnung (Chen et al., 1994). Die Oncopodien heutiger
Onychophoren scheinen also durch das Landleben stark vereinfacht zu sein, wahrend die
Lobopodien ihrer marinen Vorfahren schon alles im Ansatz erkennen lassen, was benotigt
wird zur Evolution einer Urarthropoden-Extremitat wie sie oben postuliert wurde (siehe
dazu auch Shubin et al. (1997) und Budd (2001)). Der Ursprung der Lobopodien wiederum
wird nach der Lehrmeinung der systematischen Zoologie bei den Parapodien der
Anneliden vermutet. In der Tat wurde stets betont, dal die Onychophoren bezuglich ihrer
Merkmale eine Melange aus Anneliden und Arthropoden sind (Pflugfelder, 1968). Sie sind
also als Bindeglied zu denken in einer Evolution die von Anneliden itber Onychophoren zu
Arthropoden fuhrt. Auch in Bezug auf die Gliedmalen 148t sich eine uberzeugende
Transformationsreihe erstellen. Die Oncopodien und Lobopodien der Onychophoren-
Verwandtschaft lassen, wie eben erwahnt, in vielen Aspekten das Arthropodium des
Urarthropoden schon erahnen. Gleiches gilt fur die Parapodien der Anneliden. Wir finden
hier oftmals neben den zwei Hauptasten (Neuro- und Notopodium) kleinere dorsale oder

ventrale Cirri, die der Atmung oder der Sinneswahrnehmung dienen. Dies erinnert
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unmittelbar an dhnliche Fortsatze bei den Lobopodien und la3t daruber hinaus auch an die
Exiten und Enditen der Arthropoden denken. Schlielich finden sich in manchen
Annelidenarten schon Ansitze einer Untergliederung der Parapodien mittels segmentaler
Einschniirungen (z.B. Syllidae (Potts, 1913)). Somit scheint die Morphologie der
Parapodien die Morphologie der Lobopodien als Moglichkeit schon in sich zu tragen.
Diese Sicht der Dinge war bislang einer der Grundsteine der Annahme einer engen
Verwandtschaft der Anneliden und Arthropoden, was unter dem Begriff ,,Articulata-
Hypothese* zusammengefalit werden kann (zur Ubersicht sieche Adoutte et al., (2000)).
Allerdings haben molekulare Untersuchungen eine neue Phylogenie der Tiere nahegelegt,
welche die Gruppe der Articulata nicht unterstutzt (Aguinaldo et al., 1997; Schmidt-
Rhaesa et al., 1998). Die Anneliden werden hier mit Tierstimmen wie den Weichtieren
(Mollusca) oder den Kranzfuhlern (Lophophorata) zu den sog. Lophotrochozoa vereinigt.
Die Arthropoden und die nahverwandten Onychophoren und Tardigraden werden
andererseits einer Gruppe zugeordnet die als Ecdysozoa bezeichnet wird und daruiber
hinaus auch noch einen Teil der friheren Nemathelminthes enthalt; namentlich sind das die
Gastrotricha, Nematoda, Nematomorpha, Kinorhyncha, Priapulida und Loricifera. Es geht
iiber den Rahmen dieser Arbeit hinaus, die Kontroverse zwischen der Articulata-
Hypothese und der Ecdysozoa-Hypothese zu diskutieren. Es darf aber gefragt werden, ob
die Ecdysozoa-Hypothese Vorschlage zum Ursprung der Arthropodien macht, die dhnlich
plausibel sind wie die Annahme der Herkunft von Anneliden-Parapodien. Die Verbindung
zwischen Arthropodien und Lobo/Oncopodien wird nicht beruthrt, da auch unter der
Ecdysozoa-Hypothese Arthropoden und Onychophoren/Lobopods nahe verwandt sein
sollen. Der Unterschied besteht also nur darin, daB3 die Ecdysozoa-Hypothese die
Ursprunge der Lobopodien nicht mehr bei Parapodien-artigen Vorldufern vermuten kann,
sondern vielmehr Vorlaufer bei den Nemathelminthes-Gruppen suchen muf3. Diese Suche
gestaltet sich schwierig. Nematoda und Nematomorpha sind vollig extremititenlos.
Ahnliches gilt fur die Priapulida und die verzwergten Loricifera. Letztere besitzen
allerdings wenigstens als Larve bewegliche ,,Zehen* und Borsten, die wohl auch zur
Fortbewegung genutzt werden (Kristensen, 1991). Ahnliche Borsten finden sich bei den
Kinorhyncha, wo sie jedoch offenbar nicht zur Fortbewegung genutzt werden (Kristensen
und Higgins, 1991). All diese ,,Extremitiaten” haben jedoch keine offensichtliche
Verbindung zu den Gliedmallen der Arthropoden und ein Homologisierungsversuch muf3
derzeit am volligen Fehlen von Indizien scheitern. Interessanter sind hier die Stacheln

mancher Gastrotricha. Die Art Stylochaeta fusiformis beispielsweise besitzt paarige, in
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regelmédBigen Abstainden am Korper stehende Stacheln, und 14t somit eine Form von
Korpersegmentierung erkennen (Lorenzen, 1996). Diese segmentalen, paarigen Stacheln
konnen durch eigene Muskeln bewegt werden und erfilllen damit insgesamt drei Kriterien,
die man an richtige Extremitéten stellen mochte.

Sollte die Ecdysozoa-Hypothese zutreffen, so ware der offensichtliche Graben
zwischen den primitiven Extremitaten-ahnlichen Entwicklungsansiatzen bei den
Nemathelminthes und den relativ weit entwickelten Lobopodien der Onychophoren-
Verwandtschaft ein Hinweis darauf, welche Menge an Zwischenformen uns im Verlauf der
Evolution durch das Aussterben von Tiergruppen verloren gegangen sein muf3.

AbschlieBend soll hier noch erwahnt werden, dall naturlich auch die andere grof3e
Tiergruppe, die Deuterostomia, Vertreter mit GliedmaBen beherbergt. Die Wirbeltiere
besitzen paarige Extremitaten, die sich, laut Befunden vor allem aus den
Modellorganismen (Maus, Huhn, Krallenfrosch, Zebrabarbling), nach verbluffend
ahnlichen Mechanismen entwickeln, wie sie bislang aus den Arthropoden bekannt sind:
fast alle Gene, die in Drosophila eine Rolle im Bein spielen, sind auch bei Vertebraten in
der Beinentwicklung involviert (Vogt und Duboule, 1999). Und oft ist sogar der Kontext
der Wirkung der Gene nahezu identisch, wie zum Beispiel Studien des hth-Homologons
Meis im Huhn gezeigt haben (Mercader et al., 1999). Naturlich mufl dabei zuerst an
Homokratie gedacht werden, also das Entwickeln nicht homologer Organe durch
konservierte, homologe Gen-Netzwerke (Nielsen und Martinez, 2003). Aber auch die
Alternative, dall bereits der bilateralsymmetrische Ur-Organismus (,,Urbilateria®)
GliedmaBen besessen hat, muf} vorurteilsfrei in Betracht gezogen werden (siehe dazu auch
die Diskussion in Shubin et al. (1997)).

Auch wenn die vorangegangene Diskussion zur Evolution der Gliedmalen bei
Arthropoden und anderen Tiergruppen nicht zu endgiiltigen Antworten gefuihrt hat und den
Leser deshalb moglicherweise enttduscht zuruicklaBt, so hoffe ich doch andererseits einen
umfassenden Ein- und Uberblick der Materie gegeben zu haben, der vielleicht zeigen kann,

wie spannend diese Fragestellung ist und wie wenig wir bis heute dartiber wissen.
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Anhdnge

Anhang 1: Eintrage in der GenBank Datenbank

Dieser Anhang enthalt alle vorliegenden GenBank Datenbank-Eintrage, soweit sie im
Rahmen von Teilpublikationen dieser Dissertation bereits publiziert worden sind. Nicht
enthalten sind Datenbank-Eintrige die im Rahmen anderer Publikationen veroffentlicht

worden sind (siehe dazu die Zugriffsnummern im Kapitel ,,Material und Methoden*).

Datenbankeintrag zu homothorax-2 aus Cupiennius salei; Zugriffsnummer AJ518935

LOCUS CSA518935 1914 bp mRNA linear INV 21-NOV-2003
DEFINITION Cupiennius salei mRNA for homothorax 2 (hth2 gene).
ACCESSION AJ518935

VERSION AJ518935.1 GI:38490425
KEYWORDS homothorax 2; hth2 gene.
SOURCE Cupiennius salei

ORGANISM Cupiennius salei
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Chelicerata; Arachnida; Araneae;
Araneomorphae; Entelegynae; Lycosoidea; Ctenidae; Cupiennius.
REFERENCE 1
AUTHORS Prpic,N.M., Janssen,R., Wigand,B., Klingler,M. and Damen,W.G.
TITLE Gene expression in spider appendages reveals reversal of exd/hth
spatial specificity, altered leg gap gene dynamics, and suggests
divergent distal morphogen signaling
JOURNAL,  Dev. Biol. 264 (1), 119-140 (2003)
MEDLINE 22985001
PUBMED 14623236
REFERENCE 2 (bases 1 to 1914)
AUTHORS Damen,W.G.M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (25-NOV-2002) Damen W.G.M., University of Cologne,
Institute for Genetics, Weyertal 121, 50931 Cologne, NRW, GERMANY
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1914
/organism="Cupiennius salei'’
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:6928"

gene 1..1914
/gene="hth2"
CDS 56..1471

/gene="hth2"

/codon_start=1

/product="homothorax 2"

/protein_id="CAD57729.1"

/db_xref="GI:38490426"
/translation="MQYGDDGIPHYPAPPQDGPGSLYDAHRHQGIPNHHSVYHPNHVA
VANHVMGSHPDAHKRDKDAIFGHPLFPLLALIFEKCELATCTPREPGIAGGDVCSSES
FNEDITVFAKQVKEEKPFYVANQELDSIMVQAIQVLRFHLLELEKVHELCDNFCQRYI
SCLKGKMPIDLVIDERDTKPELGDTNNNSNGSSFCGGPPCVSRGLLDTSGGHSTDSAS
TPDQGHYEDIPVGSMERLGRPPSQSLNYGSVGDDVRSPNGSSGTPCPMSQQPSSQQST
DNNSEAGDASVCSGDGSGDEDDDERGKKRQKKRGIFPKVATNIMRAWLFQHLTHPYPS
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EEQKKQLAQDTGLTILQVNNWFINARRRIVQPMIDQSNRAGGSIAPGAAYSPESSMGY
MIDGSSQMHIRSSSLONLSCPENMAIGHMAGYSQLRSPVHSQAMLLPGHPMMMSHPSL
PPPHSSPYDSSPPSIMDLHSS"
ORIGIN
1 ctcgatcgcc gtgaaatccc aacttttggg ttcagtttta gcacgtgcgt tcgatatgca
61 gtacggcgac gacggcattc cgcattatcc ggcaccccct caggacggtc ctgggtcctt
121 gtacgatgcc cacaggcacc aggggattcc caatcatcac tctgtttacc atcctaacca
181 tgttgctgtg gctaaccatg tcatgggatc acatcctgac gctcacaaaa gagataaaga
241 tgcaatattt gggcatcctc tgttcccgect cctcgececctt atcttcgaaa aatgtgaact
301 tgccacctgc acgccacgtg aaccggggat agcagggggt gatgtgtgtt cttccgaatc
361 tttcaacgaa gatatcacag tctttgctaa acaggtaaag gaagaaaaac ctttttacgt
421 cgccaatcaa gagcttgata gcatcatggt tcaagcaatt caagtattaa ggtttcacct
481 cctagaatta gaaaaggtac acgaactgtg cgataatttt tgtcaacggt acattagctg
541 cttgaaaggg aaaatgccaa tcgacctagt catcgatgag agggacacaa agccggaact
601 gggagatacg aacaataaca gcaatggcag tagtttctgc gggggacccc cctgtgtttce
661 cagaggcctg ctcgacacat ctggtggcca tagtacggac agtgcatcta cgccagacca
721 gggccactat gaggatatac ctgtgggaag catggagcga ctggggaggc caccatccca
781 gtcgctaaat tatggttccg tgggtgacga cgtcagatca ccgaatggat cgtcaggaac
841 cccatgtccc atgtctcagc agccatcttc ccaacagagc accgacaaca acagcgaggc
901 tggtgatgca agtgtgtgtt cgggtgacgg ttccggtgac gaagacgacg atgagagggg
961 taaaaagaga caaaagaaac gcggaatttt ccctaaagtt gccacaaaca tcatgagggc
1021 gtggctcttc cagcatctca cgcacccata tccatctgaa gaacagaaaa agcaacttgce
1081 tcaagatacg ggtctcacta ttctacaagt caacaattgg ttcatcaatg ctaggcggcg
1141 tatcgttcag ccaatgatag accagtcaaa tcgtgcagga ggttcgatag cccctggagce
1201 agcctacagt cctgaatcct ccatgggata catgattgac ggttcatctc aaatgcatat
1261 aagatcctca agcttgcaaa acttgtcttg tcctgaaaat atggcaattg gccatatggce
1321 aggatactcc cagctgcgat ctcctgttca ctctcaagca atgttactcc caggtcaccce
1381 tatgatgatg tcacatccat cattaccacc acctcatagt tccccatatg atagctcacc
1441 accaagtatt atggatcttc actcaagcta attagtagaa agtgtatata tttaggttat
1501 ttgtaattct agacattgga gctatttact tcactataaa agtattgagc gacttagcaa
1561 gaagtcatgt aaaatattga tgtagaattt aatacaagtt taaacaaaga tcaacttttt
1621 cacagtgata tgaacaatta ctgcaaatta ttttttaaat gtttgttttg tgtgacaagg
1681 actagaaaat atttatatta gacttgccta aaaatatcaa aacttctatc ctgttgttca
1741 caaataatta aacaatttat aggcatttaa atttttagaa cattgattgc tttcattttt
1801 aaaagaaatt ttttctaatt ttaaccaatg agtatttgta caaaacccat aatgaatcca
1861 attaaagaaa gaattttctt cctaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaa

//

Datenbankeintrag zu decapentaplegic aus Cupiennius salei; Zugriffsnummer AJ518936

LOCUS CSA518936 1132 bp mRNA linear INV 21-NOV-2003
DEFINITION Cupiennius salei partial mRNA for decapentaplegic (dpp gene).
ACCESSION AJ518936

VERSION AJ518936.1 GI:38490427
KEYWORDS decapentaplegic; dpp gene.
SOURCE Cupiennius salei

ORGANISM Cupiennius salei
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Chelicerata; Arachnida; Araneae;
Araneomorphae; Entelegynae; Lycosoidea; Ctenidae; Cupiennius.
REFERENCE 1
AUTHORS Prpic,N.M., Janssen,R., Wigand,B., Klingler,M. and Damen,W.G.
TITLE Gene expression in spider appendages reveals reversal of exd/hth
spatial specificity, altered leg gap gene dynamics, and suggests
divergent distal morphogen signaling
JOURNAL  Dev. Biol. 264 (1), 119-140 (2003)
MEDLINE 22985001
PUBMED 14623236
REFERENCE 2 (bases 1 to 1132)
AUTHORS Damen,W.G.M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (25-NOV-2002) Damen W.G.M., University of Cologne,
Institute for Genetics, Weyertal 121, 50931 Cologne, NRW, GERMANY
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1132
/organism="Cupiennius salei"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:6928"

gene 1..1132
/gene="dpp"

CDS <1l..673
/gene="dpp"

/codon_start=2
/product="decapentaplegic"
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ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
//

/protein_id="CAD57730.1"

/db_xref="GI:38490428"
/translation="DIVRPASKISDSILRQLDVRIMQGSSSGSWETFDVLPAVRRWLQ
DPSONFGLFIQLASSLNRAEPQSVRLIRNAEEGQFQWSEHEPMLITIYSRDPNAKSASV
LSRTKRSTRKHRRKGRRDNCRRHALYVDFYDVGWDDWILAPPGYDAYFCHGDCPFPLP
DHLNATNHAIVQTLVNSANPAAVPRACCVPSEMSAISILHRDQNDMVVLSVYRDMVVE
GCGCR"

tgacattgtg cgacctgcgt ccaaaatatc tgattccatc ctcaggcagt tagatgtgag
aataatgcaa ggctcgagct ccggctcgtg ggaaaccttc gatgtgcttc cagctgtcag
acgatggctc caagatccat cccaaaactt tggactattc atccagttgg cgagttcact
gaatcgcgcc gagccacaaa gtgttcgact aattaggaat gcggaagaag gccagtttca
atggtcagag catgaaccta tgttgatcat ttattctaga gaccccaatg caaaatctgc
atcggtttta tcaaggacta aacgcagcac gcgaaagcac agacggaaag gccgcagaga
caactgcaga cgacatgctc tgtacgtgga cttttacgat gtgggctggg acgattggat
cctcgcccca cccggatacg atgcctattt ctgtcacggg gactgccctt tcccecctgec
agaccatcta aatgctacta atcatgccat tgtgcagact ctggtcaatt ctgcaaatcc
agccgccgtg ccacgtgett gctgcgttcc ttcagagatg tcggccatat caatccttca
cagggatcag aatgacatgg ttgtcctctc tgtttataga gacatggtcg tggagggttg
cggatgccgc tgaagtggtt ggtttctttt taaagtatgt attctgcttc gttgcccttt
acagtgcata tgcaaagagg ctatcgatca tttcactctg tcggtgatgt aaagatatcg
ttattgagga gacattggtc cacgtcgaga gcgtccgatg aatttctaag agcttcagtg
aaatcgtctt cgttgtgcgt tgaacagcat tattattttt cttgttacta gatatcacgt
ttcctcatga atgcctttca gtcggcggtg aaacctatga tgttcccacg aaatgggtcc
gatcggaata tgtaagcaca agaacttcaa ttttgtattg tcgtcattca gaaaacgcag
catgccaact ctgctaaatg caattctgtt ttaatcattc ttgattacta atcatgtttc
gcaacattca acaaagattt tactaaaaac cgaaaaaaaa aaaaaaaaaa aa

Datenbankeintrag zu optomotor-blind aus Cupiennius salei; Zugriffsnummer AJ518937

LOCUs
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
MEDLINE
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

gene

CDS

ORIGIN
1
61
121

CSA518937 444 bp mMRNA linear INV 21-NOV-2003

Cupiennius salei partial mRNA for optomotor blind (omb gene).

AJ518937

AJ518937.1 GI:38490429

omb gene; optomotor blind.

Cupiennius salei

Cupiennius salei

Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Chelicerata; Arachnida; Araneae;

Araneomorphae; Entelegynae; Lycosoidea; Ctenidae; Cupiennius.

1

Prpic,N.M., Janssen,R., Wigand,B., Klingler,M. and Damen,W.G.

Gene expression in spider appendages reveals reversal of exd/hth

spatial specificity, altered leg gap gene dynamics, and suggests

divergent distal morphogen signaling

Dev. Biol. 264 (1), 119-140 (2003)

22985001

14623236

2 (bases 1 to 444)

Damen,W.G.M.

Direct Submission

Submitted (25-NOV-2002) Damen W.G.M., University of Cologne,

Institute for Genetics, Weyertal 121, 50931 Cologne, NRW, GERMANY
Location/Qualifiers

e 1..444

/organism="Cupiennius salei'’
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:6928"
1..444
/gene="omb"
<1l..>444
/gene="omb"
/codon_start=1
/product="optomotor blind"
/protein_id="CAD57731.1"
/db_xref="GI:38490430"
/translation="SGRRMFPAFKVRVSGLDKKAKYILLMDIVAADDCRYKFHNSRWV
VAGKADPEMPKRMYIHPDSPSTGEQWMQOKVVSFHKLKLTNNISDKHGFVTQTILNSMH
KYQPRFHLVRANDILKLPYSTFRTYVFKETEFMAVTAYQNEKITQL"

tctggaaggc gcatgttccc tgccttcaaa gtccgggtaa gcggtctgga caagaaagcc
aaatacatcc tcttgatgga cattgtagcg gcagacgact gccggtataa gttccataac
agtcggtggg tagtggcggg caaagcagac cctgagatgc ccaaaagaat gtacatccac
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181 ccggactctc cttccactgg cgaacaatgg atgcagaaag tggtctcctt ccacaagtta
241 aagctcacca acaacatttc ggacaagcac ggattcgtga cgcagacgat cctgaactcg
301 atgcacaagt accagccgcg gttccacctg gtgcgggcca acgacatcct caagctaccce
361 tactccacct tcaggaccta cgtcttcaag gagacggagt tcatggccgt taccgcctac
421 cagaacgaga aaatcacaca gttg

1/

Datenbankeintrag zu H15-1 aus Cupiennius salei; Zugriffsnummer AJ518938

LOCUS CSA518938 459 bp mMRNA linear INV 21-NOV-2003
DEFINITION Cupiennius salei partial mRNA for T-box protein H15 (hl5-1 gene).
ACCESSION AJ518938

VERSION AJ518938.1 GI:38490431
KEYWORDS h15-1 gene; T-box protein H15.
SOURCE Cupiennius salei

ORGANISM Cupiennius salei
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Chelicerata; Arachnida; Araneae;
Araneomorphae; Entelegynae; Lycosoidea; Ctenidae; Cupiennius.
REFERENCE 1
AUTHORS Prpic,N.M., Janssen,R., Wigand,B., Klingler,M. and Damen,W.G.
TITLE Gene expression in spider appendages reveals reversal of exd/hth
spatial specificity, altered leg gap gene dynamics, and suggests
divergent distal morphogen signaling
JOURNAL  Dev. Biol. 264 (1), 119-140 (2003)
MEDLINE 22985001
PUBMED 14623236
REFERENCE 2 (bases 1 to 459)
AUTHORS Damen,W.G.M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (25-NOV-2002) Damen W.G.M., University of Cologne,
Institute for Genetics, Weyertal 121, 50931 Cologne, NRW, GERMANY
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..459
/organism="Cupiennius salei"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:6928"

gene 1..459
/gene="h15-1"
CDS <1l..>459

/gene="h15-1"
/codon_start=1
/product="T-box protein H15"
/protein_id="CAD57732.1"
/db_xref="GI:38490432"
/translation="TGRRMFPTVRVSFSGAELHTKYAVYMDIVPVDNKRYRYAYHRSS
WLVAGKADPPSPSRLYLHPDSPFTGEQLKKQVVSFEKVKLTNNEMDKQGHIVLNSMHR
YQPRIHLVRKSGSATLTSPAELENEEFRTYIFPETVFTAVTAYQONQLITKL"
ORIGIN
1 acgggaagga gaatgtttcc cactgttcga gtgagtttct ccggtgcaga acttcatacc
61 aaatatgctg tatatatgga cattgtacca gtggacaata aaaggtatag gtacgcttat
121 catcggtctt cttggttggt tgctggtaaa gcagatccac cgtcaccgtc aagattgtac
181 cttcatccag attctccctt caccggagaa cagctgaaga agcaagttgt ctctttcgaa
241 aaagtcaaac tcaccaacaa cgaaatggac aagcaagggc atattgtcct gaactccatg
301 cataggtatc aacctcgcat tcatttggta aggaaatcgg gtagtgcaac acttacgtct
361 ccggctgagc tggaaaacga agaattccgg acttatatat tccctgaaac tgttttcact
421 gctgttacgg cgtatcagaa tcaactgata acaaagctc
//

Datenbankeintrag zu H15-2 aus Cupiennius salei; Zugriffsnummer AJ518939

LOCUS CSA518939 462 bp mRNA linear INV 21-NOV-2003
DEFINITION Cupiennius salei partial mRNA for T-box protein H15 (h15-2 gene).
ACCESSION AJ518939

VERSION AJ518939.1 GI:38490433
KEYWORDS h15-2 gene; T-box protein H15.
SOURCE Cupiennius salei
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ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
MEDLINE
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

gene

CDS

ORIGIN

Cupiennius salei
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Chelicerata; Arachnida; Araneae;
Araneomorphae; Entelegynae; Lycosoidea; Ctenidae; Cupiennius.
1
Prpic,N.M., Janssen,R., Wigand,B., Klingler,M. and Damen,W.G.
Gene expression in spider appendages reveals reversal of exd/hth
spatial specificity, altered leg gap gene dynamics, and suggests
divergent distal morphogen signaling
Dev. Biol. 264 (1), 119-140 (2003)
22985001
14623236
2 (bases 1 to 462)
Damen,W.G.M.
Direct Submission
Submitted (25-NOV-2002) Damen W.G.M., University of Cologne,
Institute for Genetics, Weyertal 121, 50931 Cologne, NRW, GERMANY
Location/Qualifiers
1..462
/organism="Cupiennius salei"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:6928"
1..462
/gene="h15-2"
<1l..>462
/gene="h15-2"
/codon_start=1
/product="T-box protein H15"
/protein_id="CAD57733.1"
/db_xref="GI:38490434"
/translation="TGRRMFPTVRVSFSGADPHIKYAVLMDIVPVDNKRYRYAYHRSS
WLVAGKADPPSPSRLYLHPDSPFTGDQLKKQVVSFEKVKLTNNEMDKQGHIVLNSMHK
YQPRIHLVKLKPNCQGTPTITNIESEQFRTSVFPETVFTAVTAYQONQLITKL"

1 acagggaggc ggatgtttcc gacagtaaga gtatcgttct ctggcgctga ccctcacatt
61 aagtatgcag ttctcatgga cattgtacca gtagacaata agcgttacag gtacgcttac
121 caccggtcat catggctagt ggccggcaaa gcggatcctc cttctccatc gagactttat
181 ctgcaccctg actcaccttt caccggagat cagctgaaga aacaagtggt ctcgttcgaa
241 aaagtgaagc tcacgaacaa tgagatggac aagcagggtc atatcgtgtt aaactcgatg
301 cacaagtatc agccaagaat acatctcgtg aaactgaaac ctaactgcca aggaacaccg
361 actatcacga atatcgaatc agaacaattt cgaacgtccg tttttcccga aacagtattt
421 acggccgtaa cagcatatca gaaccaactg ataacaaagc ta

//

Datenbankeintrag zu extradenticle aus Tribolium castaneum; Zugriffsnummer AJS518940

LOCUs
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
MEDLINE
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

TCA518940 1422 bp mRNA linear INV 21-NOV-2003
Tribolium castaneum mRNA for extradenticle (exd gene).
AJ518940

AJ518940.1 GI:38490514
exd gene; extradenticle.
Tribolium castaneum (red flour beetle)
Tribolium castaneum
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; Pterygota;
Neoptera; Endopterygota; Coleoptera; Polyphaga; Cucujiformia;
Tenebrionidae; Tribolium.
1
Prpic,N.M., Janssen,R., Wigand,B., Klingler,M. and Damen,W.G.
Gene expression in spider appendages reveals reversal of exd/hth
spatial specificity, altered leg gap gene dynamics, and suggests
divergent distal morphogen signaling
Dev. Biol. 264 (1), 119-140 (2003)
22985001
14623236
2 (bases 1 to 1422)
Damen,W.G.M.
Direct Submission
Submitted (25-NOV-2002) Damen W.G.M., University of Cologne,
Institute for Genetics, Weyertal 121, 50931 Cologne, NRW, GERMANY
Location/Qualifiers
1..1422
/organism="Tribolium castaneum'
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:7070"
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1..1422

/gene="exd"

5..1090

/gene="exd"

/codon_start=1

/product="extradenticle"

/protein_id="CAD57734.1"

/db_xref="GI:38490515"
/translation="MDDPGRMMGHTGGGLMPPQPYMNAQDAPAGGENEPRKQDIGEIL
QOIMNITDQSLDEAQARKHTLNCHRMKPALFSVLCEIKEKTVLSLRNTQEEEPPDPQL
MRLDNMLIAEGVAGPEKGGGAGAAASGSAAAQAGQPDNAIEHSDYRAKLAQIRQIYHQ
ELEKYEQACNEFTTHVMNLLREQSRTRPITPKEIERMVQITHKKFSSIQMQOLKQSTCE
AVMILRSRFLDARRKRRNFSKQASEILNEYFYSHLSNPYPSEEAKEELARKCGITVSQ
VSNWFGNKRIRYKKNIGKAQEEANLYAAKKAAGASPYSGTPTPMMSPAPPQDSMGYSM

gene

CDS

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
//

ccccatggac
gccgtacatg
catcggtgag
agcgcgcaaa
cgaaatcaag
cccccagcetg
gggcggceggce
caacgccatc
ccaagaactg
gctgcgggag
aatcatacac
tgttatgatc
gcaggcgtcg
tgaggaggcg
ctggttcgga
caatttgtac
catgatgtcc
ccagagctca
gtcgccctaa
ataccgaatt
ttctgatagt
gcgaattttt
ggtgagagaa
actatttaaa

GSAYDQSSAYDASSCGYDPMHAQELSP"

gaccccggca
aacgcccagg
atcctccagce
cacaccctca
gagaagacgg
atgcggctcg
gcgggggccg
gagcacagcg
gaaaagtacg
cagtcccgga
aagaaattct
ctcagatcgc
gaaattctaa
aaggaagagt
aacaaacgaa
gcggcgaaga
ccagcgcccce
gcctatgacg
tcaaacccta
ttgtatcgtg
ataggacgta
cttcagtatt
ctttgcttta
taaataactg

gaatgatggg
acgcgcccge
agatcatgaa
actgccaccg
tgctcagcct
acaacatgct
ctgcctecggg
actacagggc
aacaggcgtg
ctcgcccaat
cctcgattca
ggtttttgga
acgagtattt
tggctaggaa
tcaggtacaa
aggcggcagg
cgcaggactc
ccagtagctg
gcttaatttt
tacagtgtgt
cttgcaatat
ttttgtatat
acgccgaggt
tagtaacaaa

ccacaccggc
gggcggcgag
catcaccgac
catgaagccg
gcggaacacg
gatcgccgag
ctccgeecgee
caaactcgcc
caatgagttc
caccccgaag
gatgcagctg
cgccagaagg
ttactcgcat
atgcgggatc
gaagaacatc
ggcgtcgecce
catgggctac
tggttacgac
aaggaaatac
ttctgggtte
atttttaggt
ttatctattt
ttttccatcg
aaaaaaaaaa

ggcggcctga
aacgagcccc
cagagcctcg
gccctgttet
caggaggagg
ggggtggcgyg
gcccaggccg
caaatccgcce
accacacacg
gaaatcgagc
aaacagtcga
aaacgccgga
ttgtctaatc
acagtgagcc
gggaaggcgce
tatagcggca
tccatggggt
ccaatgcacg
agttgtatac
aattgcttca
tgattgtttt
ttatcgataa
aaaatgaaat
aa

tgccccctca
gcaagcagga
acgaggccca
ccgtgectgtg
agccccccga
gccccgagaa
gccagcccga
aaatctacca
ttatgaactt
ggatggtgca
cttgcgaggce
atttcagcaa
cctaccccag
aggtgtcgaa
aggaagaggc
ccccgaccce
cggcctacga
cacaggaact
taacccatgt
agttttattt
aggagttaag
ggagcagctg
tacagtgctt

Datenbankeintrag zu homothorax aus Tribolium castaneum; Zugriffsnummer AJ518941

LOCUS TCA518941 3741 bp mRNA linear INV 21-NOV-2003
DEFINITION Tribolium castaneum mRNA for homothorax (hth gene).
ACCESSION AJ518941
VERSION AJ518941.1 GI:38490516
KEYWORDS homothorax; hth gene.
SOURCE Tribolium castaneum (red flour beetle)
ORGANISM Tribolium castaneum
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; Pterygota;
Neoptera; Endopterygota; Coleoptera; Polyphaga; Cucujiformia;
Tenebrionidae; Tribolium.
REFERENCE 1
AUTHORS Prpic,N.M., Janssen,R., Wigand,B., Klingler,M. and Damen,W.G.
TITLE Gene expression in spider appendages reveals reversal of exd/hth
spatial specificity, altered leg gap gene dynamics, and suggests
divergent distal morphogen signaling
JOURNAL  Dev. Biol. 264 (1), 119-140 (2003)
MEDLINE 22985001
PUBMED 14623236
REFERENCE 2 (bases 1 to 3741)
AUTHORS Damen,W.G.M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (25-NOV-2002) Damen W.G.M., University of Cologne,
Institute for Genetics, Weyertal 121, 50931 Cologne, NRW, GERMANY
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..3741
/organism="Tribolium castaneum"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:7070"
gene 1..3741
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CDS

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661

cgactgcgga
caccaccgag
ctgctcgcac
tgcgcgccaa
cagccacggg
gacatggatg
ggcgcecgggag
caccattcac
accgccaacc
atctacggtc
acgtgtaccc
aacgaagaca
gatcccgagg
gaattggaaa
aaaggcaaaa
ttgacgggat
acggacggtg
ccggtgaatg
tcccagcaaa
gaatggtcgt
tactcctceg
gagggaacag
atcttcccta
ccttatccct
caagtcaaca
tcgaatagag
accatgggct
ttccacaacc
ccctegettg
tctgtacaaa
agtattagac
ccggageggt
tgtggtctcg
catccagtcc
cgtttcttaa
tgctgttgta
acccgaactc
agagaacaaa
aatatcaata
cctaaattat
gttttcgtte
aggactggcc
gttttgtaaa
agcgacaagg
actagttttg
actttagtga
gaggcggagt
acctttgtta
gtttttgatc
tacgattccc
atgttggctg
atacgaaaaa
atgagaggaa
gattatggga
tttttgaaac
tactaccgaa
ttactgtagt
tgtacagcag
gccagatccg
tttctttcat
tgctgcaaga
caatttatgt

/gene="hth"
304..1674
/gene="hth"

/codon_start=1

/product="homothorax"

/protein_id="CAD57735.1"

/db_xref="GI:38490517"
/translation="MDVLQKNYDDGIHPGYMDGGAGAGLYEPHVAHRPGLQGLHHSPH
LNHAMHPYHANHVNPTANHVMGGAVPDVGKRDKDAIYGHPLFPLLALIFEKCELATCT
PREPGVAGGDVCSSESFNEDIAVFSKQIRQEKPYYIADPEVDSLMVQAIQVLRFHLLE
LEKVHELCDNFCHRYISCLKGKMPIDLVIDERDGGKPPELTGSTNGDGGARSNADSTS
HTDGASTPDVRPPSSSLSYGGPVNDDVRSPGTPGPLSQAPASQQSLDASDPDAMGKWC
PRREWSSPPDARAASDAARRGVLYSSVFLGSPGDASNASIGSGEGTGEEDDDTNGKKN
QKKRGIFPKVATNILRAWLFQHLTHPYPSEDQKKQLAQDTGLTILQVNNWFINARRRI
VQPMIDQSNRAVFSPHAGPSGAYSPDGTMGYMMDGQOMMHRPPGDPAFHNQYAHYPAE
YYGHHL"

ccgcgcagga tctccgcacg cgcttcggac acggcagctc ggcgcaccat
agatctgaga ccccatccac cgaccccatg cccgaggggg cccccagcac
cggcccagtg tacacgacag tgcagtgaac cgcagtgagt gtgataaaag
gagtgactct gacggtgcta cggtgcgacc acccggtgca gttcatggct
tgtaaaaaat tctttttgac cgatttttaa agaatagtgc gaaacgattc
tgcttcaaaa aaattatgac gacggcatcc accctgggta catggacggce
cgggtttgta cgaaccccac gtggcgcaca ggccggggtt gcaaggactt
cccacctgaa ccatgccatg catccgtacc atgcgaacca tgtcaaccca
acgtcatggg tggagcggtg ccggacgtcg gcaaaaggga caaggacgcc
acccgctgtt tcccctgetg gectctcattt tcgaaaagtg cgagttggca
ctcgagagcec tggagtggcg ggaggagacg tctgctcctc ggagtcgttce
tagccgtttt ctccaaacag atccgacaag aaaagcccta ttacatagca
tagattcatt aatggtccag gctattcaag tacttcggtt tcacctttta
aggtccatga gttgtgtgat aatttctgcc atcggtatat cagttgtctg
tgcccatcga cttggtgata gacgagaggg acggaggcaa gccgcccgaa
cgacgaatgg agatggtggt gctaggagta acgcggattc gacatcacac
cgagtacgcc ggatgtcagg ccgccgtcgt cgtcgttatc gtacggaggce
acgacgtgag gtcgcccgga acacctggac ctctatctca agcacccgca
gtctcgacgec ctcggatcca gacgccatgg gcaaatggtg tccgaggcga
cgcctccaga cgctcgggcg gccagcgacg ctgcgcgaag aggcgtcctt
tcttecctecgg aagtcctggt gatgccagta atgccagcat cgggagcggg
gcgaggaaga tgacgacacg aacgggaaga agaatcaaaa aaagagaggc
aggtcgccac caacatactc agagcgtggc tgttccaaca cctaacgcat
cggaagacca aaaaaagcag ttggcgcaag atacgggttt aacgatacta
actggttcat taatgccagg cggagaatag ttcaacctat gatcgaccag
cagtgttttc tccgcacgca gggcctagcg gagcgtacag tccagacggt
acatgatgga cggccagcag atgatgcatc ggccgcctgg agatccagcc
agtacgcgca ctatcccgca gagtactacg gacaccacct gtgagatccc
tgacaacgac aatggacata taaatatgcg actcttaaat gtgattattc
gtgtaaatgt agtgccccag tgtttagtta acgggaagga cttgtacaaa
tactcgtgtg ctgactgctg tacatagata gtggtaggtg cgggccgacc
gcccggaccg cggtgtatac tgaagggaca gccgcaaccg tgtaaagtga
tagcttaggt tcctcgatgt gttaccttac aataccctcg tcctagtccce
agaaacgatc agcccgatcc tcctcctctt cttcactctg tccgeccgtca
aaaaaaatct tcaaaaagta cgacgcgtac aaaaaaataa tccaaggttg
aattactagt tgttatatct gttgtgattt ttttgctatt tgaggaaaaa
tccttgtcce gatgatgata tacgatacga tatacgtaac tactgaacct
tcgtcgtgga ggtggcccag cggacccctt cgccctacga ctagaataat
cacaagtata cagaatgtcg caaagtcact caggtggtcc atggctgata
tatcgtacca ctgttatagt taattcaaga caccacgcat ccagatcgca
atttgtacca ctctgatgat tttgtttagt tacttgccag ggacaaacgg
ggctgattcc ggaatgtccg cacaagcctt gcctggttat tgttattgtt
aaagaaacgg catttcagaa gaacccgtca gtcgtcccgt attaaagttt
cggaatttca tttcgatgat tctaaattaa accgtcaggc cttgtcctgg
tgtccgtgca agtccttcga ggccgccgecc cccaatacac gacgtatacg
tgttataggt tattattata tgaaattatg gcgtacacaa tggcggcgac
tgcacggctc acactcacct attgtttgaa acttgtgtgt attcttcgtt
gggtcagggc gggggctaca agtatactga tttttacact ccgatttata
tgatgtactc tcgagtgcgt tgtacatatt taatgcccgc gccgacacga
tctgccccag gcccagtcegt tttttgtaca tacaattacc tccgatgaga
ttcgttttaa gtgatttcca tcatgaatca ttattcgcct tatccaatgt
actaaaatca atacagatca atgagagaat atcgtacctc tgtgttatgt
actttattgt gttctgcttt ttaatgaaag tatatattaa tattataaac
cgagatacct ctaaactaat ttggtaacgc cgtgtcctct gtatagtgtt
gtgagcatta aatgctacat cttgtgtact tatataaaat gtgtttttaa
ccactatccc tccctgttca gttttaataa taatagtaca aattctagtt
gctatatgtg actgtcctct ccttccgecce tccgtcacac gatccgecga
tgcgtagcac aaaaagggaa acaatcccta aaatccacgg ccgcaaagcc
gcacctattg ttttcctttt ttgttatgca cattcatttc aaaatttctc
cttaatttta gtttcctcca atttgtcacg atcgcattat tttcgtatta
tgggacgttt aacttttctg tactgtgatt gaattattgt taattaagtg
tcatgtaaat aaacaattat ttcaaatttc aatactaata aacaaacaaa
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3721 agtaaaaaaa aaaaaaaaaa a

//

Datenbankeintrag zu dachshund aus Cupiennius salei; Zugriffsnummer AJ518942

LOCUS CSA518942 2166 bp mRNA linear INV 21-NOV-2003
DEFINITION Cupiennius salei partial mRNA for dachshund (dac gene).
ACCESSION AJ518942

VERSION AJ518942.1 GI:38490435
KEYWORDS dac gene; dachshund.
SOURCE Cupiennius salei

ORGANISM Cupiennius salei
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Chelicerata; Arachnida; Araneae;
Araneomorphae; Entelegynae; Lycosoidea; Ctenidae; Cupiennius.
REFERENCE 1
AUTHORS Prpic,N.M., Janssen,R., Wigand,B., Klingler,M. and Damen,W.G.
TITLE Gene expression in spider appendages reveals reversal of exd/hth
spatial specificity, altered leg gap gene dynamics, and suggests
divergent distal morphogen signaling
JOURNAL  Dev. Biol. 264 (1), 119-140 (2003)
MEDLINE 22985001
PUBMED 14623236
REFERENCE 2 (bases 1 to 2166)
AUTHORS Damen,W.G.M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (25-NOV-2002) Damen W.G.M., University of Cologne,
Institute for Genetics, Weyertal 121, 50931 Cologne, NRW, GERMANY
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2166
/organism="Cupiennius salei’
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:6928"

q

ene 1..2166
/gene="dac"
CDS <1l..1694

/gene="dac"
/codon_start=3
/product="dachshund"
/protein_id="CAD57736.1"
/db_xref="GI:38490436"
/translation="RLERPMLPVSPPGLTTDATANDCRLIDYRGAKVAAFLVNGDYLL
CLPQAFELFLKHLVGGLHTVYTKLKRLDITPIVCNVEQVRILRGLGAIQPGVNRCKLL
SCKDFDTLYKDCTTASGCCRPGRPPKRATMVGINHNGATGHGMLLKKPRMDGEYPGYE
NGHIAGDRVDKSHLLANGYSHHVAAAQAAVATHLNPLPFMALNHAAAAAAAHHNSMLT
GALPLAATGAHTPGGALNTSTSSTHLTSASTPARGPESSSVIKERTSHGNDVINSTRL
RDERVDLVDSKERLYGFDSHRMKDQAFLNGYFWLLAGGSANGHSPVLNLSQHSSRPSN
SSGSNNNLNNNPTTNGPGGPNSGEHSGSENAYNVEGEDDVNDSEDDDDDDREEDLSDN
PDVSSTANTDRLTSSQQQLAYPAMMGDMGPLPGQTASSIETLLRNIQGLLKVAADNAR
HQERQISLEKAELKMELLREREVREGIEKQLLDEQRTRILYQKRLKKEKRSRRRVQEQ
LEAEVKKRAQYEEALRSNSQETLRLLNESLAQELERERNARAEAEHKMQDCPMSV"
ORIGIN
1 cccggctcga gcgccccatg ctgeccggtgt caccgeccggg cctcacgacg gacgcgacgg
61 ccaacgactg ccggctgatc gactaccggg gcgccaaggt ggccgctttc ttggtcaacg
121 gggactacct gctgtgcctg ccgcaggctt tcgagctctt cctcaagcac ctcgtgggeg
181 gactccacac cgtctacacc aagctcaagc ggctcgacat caccccgatc gtgtgcaacg
241 tggaacaggt gcgcatcctc aggggcctcg gggccataca gcccggtgtc aaccggtgca
301 agctgctctc ctgcaaggac ttcgacaccc tctacaaaga ctgcaccacg gcaagtggtt
361 gttgtaggcc cgggcggcca ccgaaacgag caacgatggt gggtatcaac cataacgggg
421 ccacaggcca cgggatgctc ctaaaaaagc ccagaatgga tggagaatat cccggttacg
481 aaaacggaca tatcgcaggt gaccgcgtgg acaagtcgca tctgctggcc aacggctaca
541 gccaccacgt ggcagcggcg caggcagccg tcgccaccca cctcaacccc ttgcctttca
601 tggctctcaa ccatgccgcg gcggcagcgg cagcacacca caactccatg ctaacagggg
661 cgctgcccct cgcggccacg ggggcacaca cgcccggggg cgccctcaac acatccacat
721 catccactca cctcacctct gcgtcgacge ccgcaagggg gccagagtcg tcttcggtca
781 tcaaagaaag gacatcgcac gggaatgacg tcatcaactc gacgaggtta cgagatgaac
841 gcgttgacct tgtagattct aaagaacgtt tatatggttt tgatagtcat cgcatgaaag
901 accaagcctt tttgaatggc tacttctgge ttcttgcagg gggatcggct aacggccaca
961 gtcccgtcct taacttgagc cagcactcca gccgaccctc caacagcagt ggcagcaaca
1021 acaacctcaa caacaacccc accaccaacg gaccgggagg acccaacagt ggtgagcaca
1081 gcggcagcga gaatgcctac aacgtcgaag gcgaagacga cgtcaacgac agtgaagacg
1141 acgacgatga cgacagggaa gaagacctca gtgataatcc cgatgtgagt agtacagcaa
1201 acacagacag gctaacttcc agtcagcaac agttagcgta ccctgccatg atgggtgaca
1261 tgggtcctct gccgggtcaa acagcttcct ccatagaaac actcctcaga aatattcagg
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1321 gccttctaaa agtcgccgca gataatgcga ggcaccaaga aaggcagata agccttgaaa
1381 aagccgaact caagatggaa ctcctccgag aaagggaggt acgagaaggt atcgaaaagce
1441 agctcttgga cgagcagaga acgagaatat tgtatcagaa gcgcctgaag aaagaaaaac
1501 gaagcagacg gagggtacaa gaacagctgg aagctgaagt caaaaaaagg gcacaatacg
1561 aagaagctct caggagcaac tctcaggaga ccctcaggct cctcaacgaa tccctcgetce
1621 aagagctgga aagggagagg aacgcccggg cagaagcgga acacaaaatg caagactgcc
1681 ccatgtctgt gtaaatgctg ttaacatcgg tgagctaagg aatcatcacc ctctctatcg
1741 acagctgccg ataccagtgc catctagggg acatgaaaaa aacaaacgga acaaacgaaa
1801 aaaactgaag catatcagtc gggactcttc acggccgttt gttggtgacc agtgtaaaat
1861 aaacattttt tcgcggtcga gaactgattt ttttgtgtgc tccccccaaa ataagcgaaa
1921 acccagtgca tatctacata ggaacgaggt ggtttcgagt ggaaggagaa atgccgaaga
1981 cggtgtgaga taaaaaaaaa agaaaactga aatttttgag tgacattgcg cagaatggac
2041 agaaaaaaaa ataactgacc tcagactgtg gttcgtcact tcttcacaaa tggtggtctg
2101 aagaccggga aatgtgtttg ttgactgcgc accgtctgct tgttgaaaaa aaaaaaaaaa
2161 aaaaaa

//

Datenbankeintrag zu extradenticle-1 aus Cupiennius salei; Zugriffsnummer AJ518943

LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
MEDLINE
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

gene

CDS

ORIGIN

CSA518943 1859 bp mRNA linear INV 21-NOV-2003

Cupiennius salei mRNA for extradenticle-1 (exdl gene).

AJ518943

AJ518943.1 GI:38490437

exdl gene; extradenticle 1.

Cupiennius salei

Cupiennius salei

Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Chelicerata; Arachnida; Araneae;

Araneomorphae; Entelegynae; Lycosoidea; Ctenidae; Cupiennius.

1

Prpic,N.M., Janssen,R., Wigand,B., Klingler,M. and Damen,W.G.

Gene expression in spider appendages reveals reversal of exd/hth

spatial specificity, altered leg gap gene dynamics, and suggests

divergent distal morphogen signaling

Dev. Biol. 264 (1), 119-140 (2003)

22985001

14623236

2 (bases 1 to 1859)

Damen,W.G.M.

Direct Submission

Submitted (25-NOV-2002) Damen W.G.M., University of Cologne,

Institute for Genetics, Weyertal 121, 50931 Cologne, NRW, GERMANY
Location/Qualifiers
1..1859
/organism="Cupiennius salei’
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:6928"
1..1859
/gene="exd1l"
241..1602
/gene="exd1l"
/codon_start=1
/product="extradenticle 1"
/protein_id="CAD57737.1"
/db_xref="GI:38490438"

/translation="MNDQQTMMHPVSQMPSASMAGHVGAQHGYGLAQTSHVPGSQGGT
PDODAPKHDISEILQQIMNITDQSLDEAQARKHTLNCHRMKPALFSVLCEIKEKTVLS
LRNTQEDEPPDPQLMRLDNMPIAEGVAGPEKGGGASAAANASAAAASQGSQCENAIEH
SDYRAKLAQIRQIYHQELEKYEQACNEFTTHVMNLLREQSRTRPITPKEIERMVQIIH
KKFNSIQVQLKQSTCEAVMILRSRFLDARRKRRNFSKQATEILNEYFYSHLSNPYPSE
EAKEELARKCGITVSQVSNWFGNKRIRYKKNIGKAQEEANLYAAKKADYINDCYSPPS
AAGSSPYSLALSSQGQMISPPPGAGTPQESMYNMSMNGGDSYSSMGANVQSQANALRH
VISQTAGYADGLPPQSTASMYDPAGMHQVGTDSIVSNAENGSVMALKAVSHYRHAKMR

NYQ"

1 gaagtggctt gactggcatt atcgttcaac ccacctcggt gccgectgecgg aggagctgtce
61 cgtcaaagcc cattcccaat caaaacactc aattatacgg cagtgtggtg gtgtcgtaag
121 tgtgttcccg cgcgttttat ggatgttcgg tgctccccga aacagttttg cggtgctgag
181 cttcggtcgg ggccctagect cggtctgaaa aaaattcaag gcccccecctg cctgtgtaga
241 atgaacgatc agcaaacgat gatgcatcca gtatcgcaaa tgccttcagc gagcatggcc
301 ggtcatgttg gggcccagca cggctatgga ctggcccaaa cgtcccatgt ccctgggtca
361 caggggggta ccccggacca ggacgcaccc aagcacgata tttcagaaat tctgcaacaa
421 atcatgaaca ttacggacca aagtttggac gaagctcaag cgaggaaaca cacgttgaac
481 tgtcatcgaa tgaagcctgc tttgtttagc gttctttgtg aaataaagga aaaaacagtg
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541 ctaagtctac gcaataccca agaagacgag ccccccgacc cccagctcat gcggctcgac
601 aacatgccca tcgccgaggg ggtggccggg cccgagaagg gcggtgggge ctctgcggcea
661 gcgaacgcgt ctgcggcggce cgcctcacag ggctctcagt gtgaaaacgc catagaacac
721 tccgactaca gggccaaatt ggcgcagatt aggcaaatat accaccaaga actagaaaaa
781 tacgaacagg cctgcaacga gttcacgacg catgtgatga atttgttaag ggagcaaagt
841 cgcacccggc ccatcacgcc caaggagatc gaacgtatgg ttcagatcat ccacaagaag
901 ttcaactcca tccaagtcca gctcaagcag agcacctgcg aggccgtcat gatcctcagg
961 tccaggttcc tggatgccag gaggaaaagg cggaatttca gcaaacaagc taccgaaatc
1021 cttaacgagt acttctattc tcacctcagt aatccctacc ccagcgagga ggcaaaggaa
1081 gaactcgcca ggaagtgtgg catcacggtt tctcaggtat caaattggtt cggcaataag
1141 aggatacgat ataaaaagaa tataggcaaa gctcaagaag aagccaacct ttacgccgcg
1201 aaaaaagcag actacatcaa cgactgctac tctccgccct ccgecggeggg tteccteccecce
1261 tacagcctag cactctcgtc tcaagggcag atgatcagcc cgccccccgg tgcgggcaca
1321 ccccaagagt ccatgtacaa tatgagcatg aacggcgggg attcttactc gtccatggge
1381 gccaacgtac agtcgcaagc taacgcactg aggcacgtga tttcgcaaac ggcgggctac
1441 gcagacggtc taccgcccca gtccaccgca tctatgtacg atcctgcagg catgcaccag
1501 gtgggtacag actccattgt ctctaatgcc gaaaacgggt cagtgatggc cctaaaggcg
1561 gtttcacact accggcatgc gaagatgcgc aactaccagt agctagagag ggaattaatt
1621 gattctgttc agaggattag ccttctgagc ttcatcccta gtgcagtaag agaaccaaaa
1681 gcgtcagcca atcggtgagc agggccaggc tcaaaccagc caatcaggaa ggactcagta
1741 cttcacagat atacgtttcc aatgaaaaaa tataaaaaaa gaagaaaaaa aatctcgcag
1801 acctcaaaag aaatcatgtt tcatcaaaat aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaa

//

Datenbankeintrag zu extradenticle-2 aus Cupiennius salei; Zugriffsnummer AJ518944

LOCUS CSA518944 1282 bp mMRNA linear INV 21-NOV-2003
DEFINITION Cupiennius salei mRNA for extradenticle 2 (exd2 gene).
ACCESSION AJ518944

VERSION AJ518944.1 GI:38490439
KEYWORDS exd2 gene; extradenticle 2.
SOURCE Cupiennius salei

ORGANISM Cupiennius salei
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Chelicerata; Arachnida; Araneae;
Araneomorphae; Entelegynae; Lycosoidea; Ctenidae; Cupiennius.
REFERENCE 1
AUTHORS Prpic,N.M., Janssen,R., Wigand,B., Klingler,M. and Damen,W.G.
TITLE Gene expression in spider appendages reveals reversal of exd/hth
spatial specificity, altered leg gap gene dynamics, and suggests
divergent distal morphogen signaling
JOURNAL  Dev. Biol. 264 (1), 119-140 (2003)
MEDLINE 22985001
PUBMED 14623236
REFERENCE 2 (bases 1 to 1282)
AUTHORS Damen,W.G.M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (25-NOV-2002) Damen W.G.M., University of Cologne,
Institute for Genetics, Weyertal 121, 50931 Cologne, NRW, GERMANY
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1282
/organism="Cupiennius salei'’
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:6928"

gene 1..1282
/gene="exd2"
CDS 151..1140

/gene="exd2"
/codon_start=1
/product="extradenticle 2"
/protein_id="CAD57738.1"
/db_xref="GI:38490440"
/translation="MDDPQRMMHPVSQHTSVSMAGHVVPQHGYGMPQQPHDTTGQAPP
HDPDVRKHDISEILQQIMNITDQSLDEAQARKHTLNCHRMKPALFSVLCEIKEKTVLS
LRNTQEEEPPDPQLMRLDNMLIAEGVAGPEKGAGSAANSAAAAGSPQSENAIEHSDYR
AKLAQIRQIYHQELEKYEQACNEFTTHVMNLLREQSRTRPITPKEIERMVQITIHKKFN
SIQVQLKQSTCEAVMILRSRFLDARRKRRNFSKQATEILNEYFYSHLSNPYPSEEAKE
ELARKCGITVSQVSNWFGNKRIRYKKNIGKAQEEANLYAAKKAGKPDLCDDFF"
ORIGIN
1 tagagtcggg gccacagtgt ggatgtgggg tgaactccca gccactttca tggatggtgg

61 tgcgcgtggg ttccgctgag acgctcctgt gtctcgtctg acacgaggcc ggagaagggce

121 gagcgggtgc tggtgttgtt gtcgtatagc atggacgatc cacaaagaat gatgcacccc

181 gtttcgcagc atacttccgt gagcatggct ggtcacgttg ttcctcagca tggctatgga

241 atgccccagc aaccacatga tacaacggga caagcacctc ctcatgatcc ggacgttcgg
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301 aaacacgaca tctctgaaat acttcaacaa ataatgaaca tcacggacca gtcacttgac
361 gaagcccagg cacggaagca taccctcaac tgtcatcgta tgaagcctgc actcttcagt
421 gtactctgtg aaatcaagga aaaaacagtc ctaagtctac ggaacacgca agaggaagaa
481 ccgcccgacc ctcagctcat gcggttggac aatatgttaa tagctgaggg ggtagccgga
541 cccgagaagg gtgcaggtag cgcggccaac tcggcagcag ctgccggttc gccccagtca
601 gaaaacgcca tcgaacactc agactaccgc gccaagttgg cgcagatccg ccaaatatac
661 caccaggagc tagaaaaata cgaacaggcc tgcaatgagt tcacgacgca cgttatgaac
721 cttctgcggg aacagagtcg gacgcgtccg atcacgccca aggagatcga acgcatggta
781 cagatcatcc acaagaagtt caactccatc caggtgcagc tgaagcagag cacatgcgag
841 gccgtcatga tcctcaggtc gaggttccta gatgccaggc ggaaaaggcg taacttcagce
901 aagcaggcga cggagatcct gaacgagtac ttctactccc acctcagtaa cccatacccc
961 agcgaggagg cgaaggagga gctcgcaagg aagtgtggca tcacagtatc ccaggtatcc
1021 aattggtttg gaaacaagag gatacgctac aagaaaaaca ttggtaaagc tcaagaagaa
1081 gccaacctct acgctgccaa aaaagcgggt aagcccgatc tctgtgacga tttcttctga
1141 gtgttttgtg ttgtgcgggt ttaaacaaaa cggcagcgcg tctctcttgt gtgtgtaaaa
1201 tcatcctctc atctgtaaaa tccatctcat attttgaagt ccattaaaag ttgtgaatat
1261 tttgaaaaaa aaaaaaaaaa aa

//

Datenbankeintrag zu homothorax-1 aus Cupiennius salei; Zugriffsnummer AJ518945

LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
MEDLINE
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

gene

CDS

ORIGIN

CSA518945 3466 bp mRNA linear INV 21-NOV-2003

Cupiennius salei mRNA for homothorax 1 (hthl gene).

AJ518945

AJ518945.1 GI:38490441

homothorax 1; hthl gene.

Cupiennius salei

Cupiennius salei

Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Chelicerata; Arachnida; Araneae;
Araneomorphae; Entelegynae; Lycosoidea; Ctenidae; Cupiennius.

1

Prpic,N.M., Janssen,R., Wigand,B., Klingler,M. and Damen,W.G.
Gene expression in spider appendages reveals reversal of exd/hth
spatial specificity, altered leg gap gene dynamics, and suggests
divergent distal morphogen signaling

Dev. Biol. 264 (1), 119-140 (2003)

22985001

14623236

2 (bases 1 to 3466)

Damen,W.G.M.

Direct Submission

Submitted (25-NOV-2002) Damen W.G.M., University of Cologne,

Institute for Genetics, Weyertal 121, 50931 Cologne, NRW, GERMANY

Location/Qualifiers
1..3466
/organism="Cupiennius salei'’
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:6928"
1..3466

/gene="hthl"

485..2002

/gene="hthl"
/codon_start=1
/product="homothorax 1"
/protein_id="CAD57739.1"
/db_xref="GI:38490442"

/translation="MKSEPYPLEHSLAMQYEDGMPHYGAMDGGPMYDPHGPHRAQMOQOS
LGGHGPHMNHTPLHQYHGNHVSGVMGNHIMGSVPDVHKRDKDAIYRHPLFPLLALIFE
KCELATCTPREPGIAGGDVCSSESFNEDIAVFAKQIRQEKPYYSPNPELDSLMVQAIQ
VLRFHLLELEKVHELCDNFCQRYINCLKGKMPIDLVIDERDSKPGDLGDNNNNSSNGG
GNGGGAGSGNGGNPGGRGNPDTTGHSSDNSSTPDQSFLPYQRPPSQSLNSYSTGPDDA
RSPAGSTGTPGPISQQPSSQLSTDNNSEAGDASIGSGDGTGEDDDDDRSKKRQKKRGI
FPKVATNIMRAWLFQHLTHPYPSEDQKKQLAQDTGLTILQVNNWFINARRRIVQPMID
QOSNRAGGASAAYGPEGAGMGYMMDGAQQMHIRPPGMONLSCSEGAMGMGHMGGMGGYS

QOMSQLRSPVHSQAMLLPGHPHAMMMAHGPMGHPGLPPQGSPYDASGGHIMDIHAS"

1 caacagcgga aggttgcgcg cgtgtttgag attggtgtgt gtagtgtgca ttttttaagt
61 gctcgggttt ggtgcgtgac aaacacattg cgtgaaaaaa aaaataaata aataaacaca
121 aacagttatg cccgcgcgct gatctcaaag aagagaggaa aaaaggtgta tgcagcagta
181 cctggagaaa agtttctgcg agaagttttt aagcgagtat atttattgtg ttttgattgg
241 ggagaaaaaa cttgtagaga ttgacttagc gctgcagcac gttgtttgca agtgattttt
301 aaaaacacgc ttctggttct cttctcagct cgatctcgat taaggataag tttttaaaaa
361 gctcgctgct aaatagaaat tagtgactgg tacgaaccga aagaaaacca taccagtgct
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421 cgcacctcca aacaacttaa atagtgtgtg ttgtctttgg atggcccccc attgatcttg
481 ctttatgaag agtgagcctt atccattaga acattcgctg gccatgcagt atgaagatgg
541 aatgccgcac tacggcgcaa tggacggcgg gcccatgtat gacccgcatg ggccacaccg
601 ggcgcaaatg cagtccctgg gtggccatgg gccgcacatg aaccacacgc cactgcacca
661 gtaccatggc aatcatgttt ctggagtgat gggaaaccat attatgggct ctgtccccga
721 cgtacataag agagataagg atgccatata caggcatccc cttttccccec tgctggcact
781 gatcttcgag aagtgcgagc tggccacgtg caccccccgg gagccaggga tcgcaggagg
841 agacgtctgt tcctcagagt ccttcaatga agacattgca gtcttcgcca agcagattag
901 gcaagaaaaa ccatattact ctcccaaccc tgaattagac agtcttatgg ttcaagcaat
961 acaagttctg aggtttcatt tattagaatt agaaaaggtg cacgaactct gcgataattt
1021 ctgccagcgg tatataaact gtctcaaagg caagatgcca atcgacttgg tcatcgacga
1081 gagagacagc aaacccggtg acctggggga caacaataac aacagcagta acggcggcgg
1141 gaacggcggt ggtgctggtt cgggaaatgg tggtaacccg ggtggcagag gaaacccgga
1201 caccaccgga cattcctccg acaactcatc tactccagac caatcttttt taccctacca
1261 gcgtccgcce tcacagtccc tcaactcgta cagtacaggg cccgatgacg caaggtcgcc
1321 ggcgggctcg acgggaacgc cgggtcctat atcccaacaa cctagttccc agctcagtac
1381 agacaacaac agtgaagccg gtgacgctag catcggctcc ggtgacggca cgggggagga
1441 tgacgacgac gacaggagca aaaagcgaca gaaaaaacgc ggcatcttcc ccaaagtagc
1501 caccaacatt atgagggcgt ggctcttcca gcatcttacg catccatacc catccgaaga
1561 ccagaaaaag caattggctc aagatactgg tttgacgatt cttcaagtta ataattggtt
1621 tattaacgca aggagaagaa tcgtacaacc aatgattgat cagtcaaaca gagcaggagg
1681 agctagtgct gcgtacggac cagaaggcgc aggcatgggt tatatgatgg atggtgccca
1741 acagatgcac attagaccac caggcatgca aaacctatct tgcagtgaag gcgccatggg
1801 catgggccac atgggtggaa tgggcggata ctcccagatg tcccaactcc gctcccctgt
1861 gcattctcag gccatgctcc tgccgggtca cecctcacgec atgatgatgg cccacgggece
1921 aatgggccac ccaggtctac cccctcaggg gtctccgtac gacgcatccg gaggacacat
1981 catggacata catgccagct aaaggaactc aatggctctc tctttctctc catttctteg
2041 catctgtatc cattttactt tgatcttaag ataggacttt tgagagtgga ggacgacgaa
2101 ggacggactc aattaaggac gttttgtttt cggaatactt tctttttttc gttctcaaca
2161 gggagaggga cgaaggaatg attttacgag agtaggcagt tgagcaagtt aacggatgtg
2221 gctgttacca taaaggtgga aattcctcgt aatcgtttgt gcaaaattta gtaaccagcc
2281 ttagtgctcc atactggtat taggatgatt tttttttctt ttaagcgtgg aaatacttca
2341 tgagtaaaag cgaaaactct gcggatactg agttaagaat acggtattac tttgagtaag
2401 aactatacga cttctgagat atttaaaaat cccacaaaaa ttgttttact ttattacgat
2461 ggtctgagtt tgagggataa ttacagagta tacgagcatt gcagagaact cttgatacag
2521 acgtttctgc aagagcaaaa cagtttctac tgaaacaaat agaaattacc aaacgaagcc
2581 agtgaattca atatttatat aacgcctatc acactaagtc gtcgtaatgt ttcagtgata
2641 gtataatttc tagcactgca gagtcctata gtttttccac cagtttaata tttgatatct
2701 ttacctgtta ttcttttatt tattaggctc tttagttatg ttttctgctc ctaaattaaa
2761 gttgtatcca tgagttaccg cctttcgtca tcgcttattt attcttcagc cactctgaag
2821 aaaacggctt acttttgtac tttttatgtc gagcttaagg tcttgactct gatatgtttg
2881 taattgcgaa agagaaacac gaggatttct aacctttgag aaatttctgt gttacggtat
2941 tgttttaaaa agcattattg gcggttctat gcacttggct gaatctagag atggactttt
3001 agctttatga ttcagtcatc ttacatactc gcctattttc gatatatatt cgtatgtaat
3061 gtaatgaaaa tgaaatacgt ttctacactt gtgatttgta atagaggaac gatgcataaa
3121 taactaatgc acaaaattat ggtacttgct ggaaacttgt aaatatacat taagaaaaat
3181 tccgattaag taattgcatt attcagttca tgttgaatga gtgttacgta ttattttaat
3241 aaaatggaca attttatagt aactgttgat aatcagctga aaatcaatgt caaaacaccg
3301 atgggaaaag tgctgtcttt gatcaattat tgtatttgat tgtgacattc agtctttcaa
3361 aatcagtgca attgtttatg actcagtttg tactttgaga aatgcataaa gttcaaaata
3421 ttaaaaaaaa aaaacaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa

//

Datenbankeintrag zu Distal-less aus Glomeris marginata; Zugriffsnummer AJ551276

LOCUS GMA551276 491 bp mRNA linear INV 30-JUL-2003
DEFINITION Glomeris marginata partial mRNA for distal-less protein (dll gene).
ACCESSION AJ551276

VERSION AJ551276.1 GI:33352127
KEYWORDS distal-less protein; dll gene.
SOURCE Glomeris marginata

ORGANISM Glomeris marginata
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Myriapoda; Diplopoda; Pentazonia;
Glomerida; Glomeridae; Glomeris.

REFERENCE 1

AUTHORS Prpic,N.M. and Tautz,D.

TITLE The expression of the proximodistal axis patterning genes
Distal-less and dachshund in the appendages of Glomeris marginata
(Myriapoda: Diplopoda) suggests a special role of these genes in
patterning the head appendages

JOURNAL  Dev. Biol. 260 (1), 97-112 (2003)

MEDLINE 22767835

PUBMED 12885558
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REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

gene

CDS

ORIGIN

2 (bases 1 to 491)
Prpic,N.M.
Direct Submission
Submitted (25-MAR-2003) Prpic N.M., Dept. Evolutionary Genetics,
Institute for Genetics, Univ. Cologne, Weyertal 121, 50931 Koeln,
50931, GERMANY
Location/Qualifiers
1..491
/organism="Glomeris marginata"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:62006"
/dev_stage="0 to 14 day embryos"
1..491
/gene="d1l1"
<1l..>491
/gene="d1ll"
/codon_start=3
/product="distal-less protein"
/protein_id="CAD82905.1"
/db_xref="GI:33352128"
/translation="GGLQGAAAAAAAAAAMGHHHHHHHHHGTPYQLRSPYPPPPSQNV
VSQHENAFAAAAAAAAAAQPSSRPLAAYNPFAAMNTHNSYGHPTHPYLGTYQTACSSP
PRDDKTPMEETMRVNGKGKKMRKPRTIYSSLOLOQLNRRFQRTQYLALPERAELAASL
GLT"

1 aggggggtct tcaaggggcg gcagctgcag cagccgccgc cgcagcaatg ggacaccacc
61 accaccatca tcaccatcac gggacaccgt accagctgag gtccccttac ccgccacctc
121 cgtcgcagaa cgtggtgtca cagcatgaaa atgcgtttgc agcggccgcc gctgctgcag
181 ccgcggcgca accatcgtct aggcctctag ctgcttacaa tccttttgeg gectatgaaca
241 cgcacaactc ttatggtcat cccacgcatc cttacctggg tacataccag acggcgtgct
301 cgtcgcctcec cagagacgat aagacgccta tggaagagac aatgcgagtg aatgggaaag
361 gaaaaaagat gcgcaaacca aggaccatct actctagttt gcagctgcaa cagctgaatc
421 ggcgcttcca acggacccag tatttggctc taccagagcg tgctgaactg gcagcttctt
481 tgggtctcac g

//

Datenbankeintrag zu dachshund aus Glomeris marginata; Zugriffsnummer AJ551277

LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
MEDLINE
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES

source

gene

CDS

GMA551277 940 bp mMRNA linear INV 30-JUL-2003
Glomeris marginata partial mRNA for dachshund protein (dac gene).
AJ551277
AJ551277.1 GI:33352129
dac gene; dachshund protein.
Glomeris marginata
Glomeris marginata
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Myriapoda; Diplopoda; Pentazonia;
Glomerida; Glomeridae; Glomeris.
1
Prpic,N.M. and Tautz,D.
The expression of the proximodistal axis patterning genes
Distal-less and dachshund in the appendages of Glomeris marginata
(Myriapoda: Diplopoda) suggests a special role of these genes in
patterning the head appendages
Dev. Biol. 260 (1), 97-112 (2003)
22767835
12885558
2 (bases 1 to 940)
Prpic,N.M.
Direct Submission
Submitted (25-MAR-2003) Prpic N.M., Dept. Evolutionary Genetics,
Institute for Genetics, Univ. Cologne, Weyertal 121, 50931 Koeln,
50931, GERMANY

Location/Qualifiers

1..940

/organism="Glomeris marginata"

/mol_type="mRNA"

/db_xref="taxon:62006"

/dev_stage="0 to 14 day embryos"

1..940

/gene="dac"

<1l..>940

/gene="dac"

/codon_start=2
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/product="dachshund protein"
/protein_id="CAD82906.1"
/db_xref="GI:33352130"
/translation="RILRGLGAIQPGVNRCKLLCCKDFDVLYKDCTTASSRPGRPPKR
ASLLGMSPGHQETLLKLKKSRLENGDYTSYENGHIAAHLLKGLHRAIDPMMLFPLLTG
ETRMEKSPLLANGYNHPPTHINPLPFMALNHHGHSATAILNPATGVPISSSHSMSSRS
DGSIIKERAHVADVLAARLKEEKNDCDRSIMALDHRVRKLNQLNGSSNGHSPVLNLSQ
KSTCAVAGDQSGSDAALNDPCDDDDDNISDVDDDDEKDQDLSDGPDVSCGANGDRSAA
NATAAAAAAAAYSTLLGETSGGISSIETLLRNIQGLL"
ORIGIN
1 tcgcattctt cgaggtttgg gcgctattca gccaggagtc aacaggtgca agctgctctg

61 ctgtaaggat ttcgacgtcc tgtacaagga ttgtaccaca gcgagttctc gccctgggeg

121 acctccaaaa agagcttccc tgctcggcat gagtccaggc catcaagaga cattgttgaa

181 gttgaagaaa agtcggctgg aaaatggcga ctacacctct tacgaaaacg gccatattgce

241 tgctcacctg ctcaagggcc ttcaccgtgc catagatccc atgatgctct tcccgctect

301 gacgggtgaa actcgtatgg aaaaatcgcc gctgctggcc aacggctaca accatccgcec

361 aacacatatc aatcccttgc cgtttatggce tctcaaccat catggtcatt ctgcgacgge

421 catcttgaat cctgcaactg gggtgccaat ctcttcaagc cattccatga gcagccgcag

481 cgatgggtcc ataatcaaag agagagctca tgtcgctgat gttcttgcag cacgattgaa

541 agaggagaaa aatgactgtg acagatcgat tatggcgttg gaccacagag ttcgaaagtt

601 gaaccaattg aatggttcat ccaatggaca cagcccggtg ttgaatcttt ctcagaaaag

661 tacttgtgcc gtcgcaggcg accaaagtgg aagtgatgca gcactgaacg atccttgtga

721 cgacgacgat gacaatatca gtgacgtaga tgacgatgat gaaaaggacc aagacctgag

781 cgacggcccc gatgtttcat gcggtgcgaa cggcgatcgc agcgccgcca atgcgacggce

841 cgccgcagct gcagcagccg cttattcaac gcttcttgga gaaacaagtg gcggaatttce

901 atcaatcgaa acgcttcttc gcaatatcca agggcttctg

//

Datenbankeintrag zu extradenticle aus Glomeris marginata; Zugriffsnummer AJ551278

LOCUS GMA551278 529 bp mRNA linear INV 30-JUL-2003

DEFINITION Glomeris marginata partial mRNA for extradenticle protein (exd
gene).

ACCESSION AJ551278

VERSION AJ551278.1 GI:33352131

KEYWORDS exd gene; extradenticle protein.

SOURCE Glomeris marginata

ORGANISM Glomeris marginata
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Myriapoda; Diplopoda; Pentazonia;
Glomerida; Glomeridae; Glomeris.
REFERENCE 1
AUTHORS Prpic,N.M. and Tautz,D.
TITLE The expression of the proximodistal axis patterning genes
Distal-less and dachshund in the appendages of Glomeris marginata
(Myriapoda: Diplopoda) suggests a special role of these genes in
patterning the head appendages
JOURNAL Dev. Biol. 260 (1), 97-112 (2003)
MEDLINE 22767835
PUBMED 12885558
REFERENCE 2 (bases 1 to 529)
AUTHORS Prpic,N.M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (25-MAR-2003) Prpic N.M., Dept. Evolutionary Genetics,
Institute for Genetics, Univ. Cologne, Weyertal 121, 50931 Koeln,
50931, GERMANY
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..529
/organism="Glomeris marginata"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:62006"
/dev_stage="0 to 14 day embryos"

gene 1..529
/gene="exd"
CDS <1..>529

/gene="exd"

/codon_start=2

/product="extradenticle protein"

/protein_id="CAD82907.1"

/db_xref="GI:33352132"
/translation="VLSLHNTQEEEPPDPQLMRLDNMLIAEGVAGPEKGGGSAAAANA
SAAASGGPGQPDNATIEHPDYRAKLAQIRQIYHQELEKYEQACNEFTTHVMNLLREQSR
TRPITPKEIERIVQITHRKFSSIQMQOLKQSTCEAVMILRSRFLDARRKRRNFSKQATE
ILNEYFYSHLSNPYPS"
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ORIGIN

1 agtgctcagt cttcacaaca cacaggagga ggaaccacct gaccctcaac tgatgcggtt
61 ggataatatg ctaattgcgg aaggagtggc aggtccggaa aagggtggag ggtcagcagc
121 ggctgccaac gcctccgcag cagcttcagg gggtcctgga caaccggaca atgccatcga
181 gcatccggat tatcgggcca aactggcaca gatccgacag atataccatc aggaactgga
241 gaaatacgaa caggcgtgca acgagttcac gacccatgtg atgaaccttc ttcgagaaca
301 gagtcgtact cgaccaatta cgccgaaaga gattgaaaga atagtgcaga tcatccacag
361 gaagttctcc tccatccaga tgcaactcaa acagagcacg tgtgaagccg taatgatcct
421 gcgatccagg ttcctcgatg ccaggcggaa gaggcggaac tttagtaagc aggctactga
481 aatcctcaac gaatatttct attctcacct aagtaaccct tatccgagt

1/

Datenbankeintrag zu homothorax aus Glomeris marginata; Zugriffsnummer AJ551279

LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
MEDLINE
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

gene

CDS

ORIGIN

GMA551279 817 bp mMRNA linear INV 30-JUL-2003

Glomeris marginata partial mRNA for homothorax protein (hth gene).
AJ551279
AJ551279.1 GI:33352133
homothorax protein; hth gene.
Glomeris marginata
Glomeris marginata
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Myriapoda; Diplopoda; Pentazonia;
Glomerida; Glomeridae; Glomeris.
1
Prpic,N.M. and Tautz,D.
The expression of the proximodistal axis patterning genes
Distal-less and dachshund in the appendages of Glomeris marginata
(Myriapoda: Diplopoda) suggests a special role of these genes in
patterning the head appendages
Dev. Biol. 260 (1), 97-112 (2003)
22767835
12885558
2 (bases 1 to 817)
Prpic,N.M.
Direct Submission
Submitted (25-MAR-2003) Prpic N.M., Dept. Evolutionary Genetics,
Institute for Genetics, Univ. Cologne, Weyertal 121, 50931 Koeln,
50931, GERMANY

Location/Qualifiers

1..817

/organism="Glomeris marginata"

/mol_type="mRNA"

/db_xref="taxon:62006"

/dev_stage="0 to 14 day embryos"

1..817

/gene="hth"

<1l..>817

/gene="hth"

/codon_start=2

/product="homothorax protein"

/protein_id="CAD82908.1"

/db_xref="GI:33352134"

/translation="LFPLLALIFEKCELATCTPREPGVAGGDVCSSESFNEDIAVFSK
QIRSEKPYYVANPELDSLMVQAIQVLRFHLLELEKVHELCDNFCHRYISCLKGKMPID
LVIDERDGKASDLGDSNNNTGSRAQSADAGSHTDNASTPDQSPSFYQRPPSSSLSFTQ
SQEDARSPASGGTPGPLSQQPGSQGADNNSEAGDASIGSGDGTGEDEDEERGKKRQKK

RGIFPKVATNIMRAWLFQHLTHPYPSEDQKKQLAQDTGLTILQVNNWFINARRR"

1 gttgttcccg ttgctggeccc tgatcttcga gaaatgcgag ctggccactt gtacgcccag
61 ggaacccggt gtggccggtg gcgacgtttg ctcctcggag tcatttaacg aggacatcge
121 cgtcttctcc aaacagatcc ggtcggaaaa gccctactat gtggccaacc ccgagttgga
181 cagcctgatg gtgcaggcca tccaagtgct acgcttccat ctgctggaac tggagaaggt
241 tcacgaactg tgtgacaatt tctgccatcg gtacatcagt tgtcttaagg ggaagatgcc
301 cattgacctt gtgatcgatg aaagagatgg aaaagcatca gatttgggag acagcaacaa
361 caacactggc tctagggcac aaagtgcaga tgctggaagt cacacagaca atgccagtac
421 tcctgaccag tcgccttectt tttaccagcg ccccccatcg tcgtctctgt cattcaccca
481 gagccaggaa gatgccaggt ccccagcttc cggtggcacc ccaggacccc tcagccagca
541 accgggttcc cagggagcag acaataacag cgaagcagga gatgcgagca taggatctgg
601 agatgggacg ggcgaagatg aggatgagga acggggtaaa aagagacaga aaaaaagagg
661 aatcttccct aaagtggcca ccaacatcat gagagcctgg ctcttccagc acctcacgca
721 tccgtatccg tccgaagacc agaagaagca actggcgcag gacactggat tgaccatcct
781 gcaggttaac aactggttca tcaacgccag gcgcagg

//
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Anhang 2: Ubrige Sequenzdaten

Dieser Anhang enthilt die Sequenzdaten aller ubrigen cDNA-Fragmente, die im Rahmen
dieser Dissertation bearbeitet worden sind, und die noch nicht in der GenBank-Datenbank
veroffentlicht worden sind. Dies sind in der folgenden Reihenfolge: Gm-dpp, Gm-omb,
Gm-HI15-1, Gm-HI15-2, Ta-H15-1, Ta-HI15-2, Ta-H15-3, Cs-Ser, Cs-AP-2, Cs-odd-1, Cs-
odd-2, Cs-odd-3, Cs-svp, und Cs-Egfr.

Fur jedes Genfragment ist jeweils die Basenfolge und darunter die vermutliche
Aminosaurensequenz angegeben. In manchen Fillen kennzeichnet ein Sternchen (*) ein

Stop-Codon. Danach folgt 5 UTR.
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10 ZIO 3IO 4IO 5IO
1 Gm-dpp CCACGGTGA(I3 TGCCAGTTCC CTTTGGCTGA CCATCTTAAC TCCACGAACC
2 H G E Cc 0Q F P L A D H L N S T N

60 7IO 8IO 9IO W(iO
1 Gm-dpp ACGCCATTG%’ GCAAACATTG GTCAACTCCG TGAAGCCGAG TGCAGTACCG
2 H A I \Y% Q T L \Y% N S \Y% K P S AV P

110 12|O W?I)O MIIO 150
1 Gm-dpp GGTGCTTGT'II‘ GTGTACCAAC GCAACTGTCA GCCATTTCCA TGCTCTACT’_[I’
2 G A c c v P T Q L S A I S M L Y L

1?0 17IO 1?0 1?0 200
1 Gm-dpp GGATGAATAC GATAAGGTGG TGCTCAAGAA CTACCAGGAT ATGGTTGTTGl
2 D E Y D K \Y% v L K N X Q D M VvV Y

21|O 22|0 23lO 2?0 250
1 Gm-dpp AAGGGTGCGG TTGCCGTTAA GATCGTGCCG TTCCGTCCGA AAAGTTGTTZI\
2 E G C G c R *

2?0 27'0 2?0 2910 300
12 Gm-dpp CTTTCGTATC TATATGGCTT GTTAGCCATG TTTACTGGTT CTCACTGCAA

31]0 3%0 33[0 340 350
; Gm-dpp GGTAGCACCA TTGCGTCACT TTTGAGGGCC TGATCACAGTI‘ CGCATCGAAé

3?0 3710 3&?0 390 400
12 Gm-dpp ATGGTT : :
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TP ZP 3P 4P SP
1 Gm-omb ATCCGGACGA CGGATGTTCC CAGCGTTTAA AGTGCGGGTT TCCGGATTGG
2 S G R R M F P A F K vV R V S G L
60 70 80 90 T(I)O
1 Gm-omb ACAAGAAGGC AAAGTACATT CTGCTGATGG ACATCGTTGC AGCCGATGAT
2 D K K A K Y I L L M D I vV A A D D
11|O 12lO 13|0 7?0 W?O
1 Gm-omb TGCCGTTACA AATTCCACAA CAGCCGTTGG ATGGTGGCTG GCAAAGCTGA
2 cC R Y K F H N S R W M VvV A G K A D
1?0 110 1?0 1?0 2?0
1 Gm-omb CCCAGAGATG CCCAAGAGGA TGTACATCCA TCCAGATTCA CCCAGCACTG
2 P E M P K R M Y I H P D S P S T
2]0 2?0 2?0 2%0 2?0
1 Gm-omb GAGAACAATG GATGCAGAAA GTGGTGTCCT TTCACAAGCT CAAACTGACC
2 G E Q W M Q K v Vv S F H K L K L T
2?0 210 2?0 2?0 3?0
1 Gm-omb AACAACATCT CTGACAAGCA CGGCTTTGTA AGTACCTATC ACTTTACGAT
2 N N I S D K H G F V S T Y H F T I
3}0 3%0 3?0 3?0 3?0
1 Gm-omb ATTGAACTCG ATGCACAAGT ACCAACCTCG TTTTCACCTA GTGAGGGCCA
2 L N S M H K Y Q P R F H L v R A
3?0 310 3?0 3?0 4?0
1 Gm-omb ACGATATCCT AAAGTTGCCC TACAGCACGT TTAGGACATA CGTATTCAAG
2 N D I L K L P Yy S T F R T Y v F K
4}0 4%0 4?0 4?0 4?0
1 Gm-omb GAAACCGAA
2 E T E
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Anhange

10 20 30 40 50
1 Gm-H15-1 |GTCAGGAAGG CGGATGTTCC CGACAGTTCG CGTATCTTTC GCTGGGATCA
2 S G R R M F P T V R v S F A G I
3 Gm-H15-2 |GTCAGGAAGA CGGATGTTCC CCACGGTTCG TGTATCTTTC ACTGGAATCA
4 S G R R M F P T V R v S F T G I
6IO 7|O 8[0 9'0 1?0
1 Gm-H15-1 |ACTTAGACAC CAAATACGCT GTACTTATGG ACATCGTACC TGTGGACAAC
2 N L D T K Y A v L M D I v P V. D N
3 Gm-H15-2 |ACTTGGACAC GAACTATGCT GTACTTATGG ATATTGTACC TGTGGATAAT
4 N L D T N Y A v L M D I v P V. D N
1 ‘\IO 1 2|O 1 3|O ‘I%O 1 SIO
1 Gm-H15-1 |AAACGTTACC GTTACGCTTA TCATCGGTCT GCGTGGTTAG TGGCTGGAAA
2 K R Y R Y A Y H R S A W L v A G K
3 Gm-H15-2 |AAACGTTACC GTTATGCTTA TCATCGGTCA GCGTGGTTAG TGGCTGGCAA
4 K R Y R Y A Y H R S A W L v A G K
1?0 17|O 'I?O 19[0 ZOIO
1 Gm-H15-1 |AGCAGATCCA CCTGCTCCCT CAAGGCTCTA CCTACATCCC GACTCACCAT
2 A D P P A P S R L Y L H P D S P
3 Gm-H15-2 |AGCTGACCCG CCTGCTCCCG CAAGACTCTA CTTACATCCT GATTCACCAT
4 A D P P A P A R L Y L H P D s P
21|O 2210 23IO 2?0 2FI>O
1 Gm-H15-1 |TTAGTGGTGA ACAGCTCCGA AAACAAGTGG TTTCCTTCGA GAAAGTCAAA
2 F S G E Q L R K o Vv v S§ F E K VvV K
3 Gm-H15-2 |TTAGTGGCGA ACAGCTCCGA AAACAAGTGG TTTCCTTCGA GAAAGTCAAA
4 F S G E Q L R K o Vv v S F E K VvV K
26|O 27|O 28|O 29|0 3(i|0
1 Gm-H15-1 |CTCACCAACA ACGAAATGGA TAAACATGGA CATATTATCC TGAATTCAAT
2 L T N N E M D K H G H I I L N S M
3 Gm-H15-2 |[CTCACGAACA ACGAAATGGA TAAACATGGA CATATTATCC TGAATTCAAT
4 L T N N E M D K H G H I I L N S M
31|O 3%0 33[0 3‘]10 3?0
1 Gm-H15-1 |GCACCGATAC CAACCAAGGG TTCATCTAGT GAAACGTCGT GAAATATCAG
2 H R Y Q P R v H L V K R R E I S
3 Gm-H15-2 [GCACCGATAC CAACCAAGGG TTCATCTAGT GAAACGTCGT GAAATATCAG
4 H R Y Q P R v H L V K R R E I S
3€l30 37IO 36150 39|0 4?0
1 Gm-H15-1 |CCAACGCTCC AATAAGTGAC CTCGAATCCG AAGAGTTCCG CACATTTGTA
2 A N A P I S D L E S E E F R T F V
3 Gm-H15-2 [CCAACGCTCC AATAAGTGAC CTCGAATCCG AAGAGTTCCG CACATTTGTA
4 A N A P I S D L E S E E F R T F V
41]0 4210 43|O 4%0 4EI>O
1 Gm-H15-1 |[TTCACGGAAA CCATATTTAC TGCTGTGACA GCCTACCAGA ACCAACTGAT
2 F T E T 4 FOT A VvV T A Y Q N QO L I
3 Gm-H15-2 |TTCACGGAAA CCATATTTAC TGCTGTGACA GCCTACCAGA ACCAACTGAT
4 F T E T I FOT A VvV T A Y Q N O L I
46]0 4710 4?0 49IO 5(I)O
1 Gm-H15-1 [CACAAAGCTG
2 T K L
3 Gm-H15-2 |CACAAAGCTG
4 T K L
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Anhange

TIO 2]0 3IO 40 5]0
1 Ta-H15-1 |AACGGGCAGG AGGATGTTTC CTACAGTCAG GGTTAGCTTC TCCGGCGCTG
2 T G R R M F P T VvV R v S F S G A
3 Ta-H15-2 [AACAGGAAGG CGCATGTTTC CTACAGTCCG AGCATCTTTC TCCGGAGCAG
4 T G R R M F P T V R A S F S G A
5 Ta-H15-3 [GACAGGGAGA CGGATGTTTC CAACTCTTCG AGTCTCTTTC TCCGGTTTGG
6 T G R R M F P T L R v S F S G L
6]0 7|0 8|0 9]0 1?0
1 Ta-H15-1 |GACTTCATAC CAAATACGCT GTTTATATGG ACATAGTACC AGTGGATAAT
2 G L H T K Y A v Y M D I VvV P v D N
3 Ta-H15-2 [ATCCTCATGT TAAATACGCT GTGCTCATGG ACATTGTACC AGTTGACAAC
4 D P H V K Y A v L M D I v P v D N
5 Ta-H15-3 |AAACGGTGGA CACGTCACAA CACAGTGGCA GCACCAAGTT CTTAGTACTC
6 E T Vv D T S Q H s G s T K F L VvV L
11|O 12|0 T3IO 1?0 15|0
1 Ta-H15-1 |AAAAGGTACC GGTACGCGTA CCACCGTTCT TCTTGGTTAG TGGCTGGTAA
2 K R Y R Y A Y H R S S W L v A G K
3 Ta-H15-2 [AAACGTTACC GGTACGCATA CCACCGGTCA TCCTGGCTAG TAGCTGGCAA
4 K R Y R Y A Y H R S S W L v A G K
> Ta-H15-3 |ATGGACATTG TACCAGTAGA CCAGAAGCGG TACCGGTATG CGTATCACCG
6 M D I v P V D Q K R Y R Y A Y H R
16|O 17|O 1?0 19|O 2?0
1 Ta-H15-1 |AGCAGATCCA CCTTCACCTT CGAGGTTGTA CCTTCATCCA GACTCCCCCT
2 A D P P S P S R L Y L H P D S P
3 Ta-H15-2 |AGCCGATCCT CCATCACCTT GGAGACTCTA CCTTCATCCG GACTCACCTT
4 A D P P S P W R L Y L H P D S P
5 Ta-H15-3 |TTCCTCGTGG CTGGTAGCCG GCAAGGCTGA CCCGCCCTCA CCGCCAAGGC
6 S S W L VvV A G K A D P P S P P R
21|O 2%0 2:?0 2%0 2?0
1 Ta-H15-1 |TCACTGGAGA ACAGCTAAAA AAACAAGTTG TTTCGTTCGA AAAAGTCAAG
2 F T G E Q L K K o Vv v S F E K Vv K
3 Ta-H15-2 |[TCACGGGAGA CCAACTGAAG AAGCAAGTAG TCTCGTTCGA AAAAGTGAAG
4 F T G D Q L K K Q Vv v S F E K Vv K
5 Ta-H15-3 |TCTATCTGCA CCCCGATTCT TCCTTCTCTT TGGATCAGCT GCGAAAACAG
6 L Y L H P D S S F S L D © L R K 0O
2?0 2']/0 2810 2?0 3(?0
1 Ta-H15-1 |CTCACTAACA ACGAAATGGA CAAGCAGGGT CATATTGTTC TAAACTCAAT
2 L T N N E M D K o G H I V L N S M
3 Ta-H15-2 |[CTCACGAACA ATGAAATGGA TAAACAGGGG CATATCGTTC TGAACTCTAT
4 L T N N E M D K Q G H I V L N S M
> Ta-H15-3 |GTCGTGTCTT TCGAGAAGGT CAAGCTCACC AACAACGAGA TGGACAAACA
6 v Vv S F E K V K L T N N E M D K Q
31|0 32|O 33[0 34I10 3?0
1 Ta-H15-1 |GCACAGGTAC CAACCTCGGA TACATCTTGT GCGAAAGTCG GGGGGTGCAA
2 H R Y Q P R I H L V R K S G G A
3 Ta-H15-2 [GCACAAGTAT CAACCTCGCA TCCATCTAGT GAAGCTGAAA TCCAACTACC
4 H K Y Q P R I H L V K L K S N Y
> Ta-H15-3 |[GGGCCACATC GTTCTCAATT CCATGCACAA ATACCAGCCC CGTATCCACC
6 G H I v L N S M H K Yy Q P R I H
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Anhange

3?0 37|O 32130 3910 4(|)0
1 Ta-H15-1 |CGCTCACTTC TTCGGCAGAG CTGGAGAACG AGGAATTTCG AAGTTACATT
2 T L T S S A E L E N E E F R S Y I
3 Ta-H15-2 |AGGGCAGCCC CGCAATCACA AATATAGAAT TGGAGCAATA CAGAACTTAC
4 Q G S P A I T N I E L E Q Y R T Y
5 Ta-H15-3 |TGGTGAGGCG GAGAAACTCC CACGGGTCCA ATAGTCCTAT CACAGACCTA
6 L VvV R R R N S H G S N S P I T D L

41]0 42I0 4:?0 4?0 45|O
1 Ta-H15-1 |TTCCCCGAGA CAGTGTTCAC AGCTGTTACA GCTTATCAAA ATCAGTTGAT
2 F P E T Vv F T A VvV T A Y Q N Q L I
3 Ta-H15-2 |[GTTTTTCCTG AAACTGTATT CACAGCGGTA ACGGCGTACC AGAATCAATT
4 v F P E T VvV F T A V T A Y Q N O L
5 Ta-H15-3 |GAGGCTGAGG AGTACAGAAC CTACGTCTAT CCAGAAACAG TCTTCACGGC
6 E A E E Y R T Y VvV Y P E T v F T A

46[0 47IO 4?0 49[0 5?0

Ta-H15-1 |AACAAAACTG
T K L

Ta-H15-2 |GATCACGAAG CTG
I T K L
Ta-H15-3 |AGTGACTGCC TATCAAAATC AGCTGATCAC GAAGCTG
v T A Y Q N Q L I T K L

U NN —
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Anhange

1]0 2IO 3IO 4IO 5IO
1 Cs-Ser ATCAGAAGTG AGCGACACTG GACCCTGTAC TTTCGGGAAT GTGTCCACTT
12 s E V S D T G p C T F G N v s T
60 7P SP 9F 1?0
1 Cs-Ser CTGTGGTTGG AGGAAATTCG TTTTCAGTGC ATGGAGATCC CAATTTAAAT
2 s VvV VvV G G N S F S V H G D P N L N
1}0 1%0 1?0 1?0 1?0
1 Cs-Ser GTCGTTCTAA CGCTTCCCTT CACGTTCAGA TGGACGAAGA CGTTCACCCT
2 v VvV L T L P F T F R w T K T F T L
1?0 110 1?0 1?0 2?0
1 Cs-Ser ATTACTAGAT GCTGTGCATC AAGACCAAAG CTTAACTTCA AATACAACGC
2 L L D A V H Q D Q S L T S N T T
2}0 2%0 2?0 2?0 2?0
1 Cs-Ser ATACGGAGAG GATTATCGAG CGGCATGTGT TCTCCGGAGT GCAGATCCCG
2 H T E R I & E R H V F S G V Q I P
2?0 210 2?0 2?0 3?0
1 Cs-Ser GGAACGGAGT GGAAGCTGAA AGGGCACCGT GGCCGCGCCG CCCGGATCAA
2 G T E W K L K G H R G R A A R I N
3]0 3?0 : 3?0 3?0 3?0
1 Cs-Ser CTACCAATAC AGAGTGCTGT GTTCACCCCA CTACTATGAC TACACGTGTT
2 Y Q Y R VvV L c S P H Y Y D Yy T C
3?0 310 3?0 3?0 4?0
1 Cs-Ser CAAAGTTCTG CAGGCCCCGA AACGACCGAT TCGGGCACTA CCGCTGCGAC
2 S K F C R P R N D R F G H Y R C D
4}0 4%0 4?0 4?0 4?0
1 Cs-Ser GAGCAAGGCG ACAAAGTCTG TCTACAAGGC TGGCAAGGTC CGAACTGCGA
2 E Q G D K Vv C L Q G W Q G P N C E
4?0 4?0 4?0 4?0 5?0
1 Cs-Ser AACGGCTGTC TGCAAATTCG GTTGCCATCC GGAGCATGGA TATTGTGCTG
2 T A V c K F G C H P E H G Yy C A
5}0 5%0 5?0 5?0 5?0
1 Cs-Ser TTCCTGGTGA ATGCAAGTGC CGACCAGGAT GGCAGTCAGA GCTGTGTGAC
2 v P G E c K ¢C R P G w Q S E L C D
5?0 510 5?0 5?0 6?0
1 Cs-Ser GAATGTATGC CGTATCCAGG GTGCAAACAT GGCTACTGCA ATGGTTCTCC
2 E C M P Y P G C K H G ¥ € N G S P
6}0 6%0 6?0 6%0 6?0
1 Cs-Ser TTGGCAATGC ATC
2 W Q C I
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Anhange

0 20 30 40 50
| | | I |

—

Cs-AP-2

CAACACACGC AACACCCTCA GCACCCACAC CAGTACCACC AGTTACATCC
Q H T Q H P Q H P H Q Y H Q L H P
60 70 80 90 100

I | I | |

—

Cs-AP-2

GCCACAAAGG GGCACAGCGG CCACCCCCGG ACACGTCGGA CGCGACGACC
P QO R G T A A T P G H VvV G R D D

110 120 130 140 150
I | | I |

=

Cs-AP-2

CCCTGCACCC CTTGCAAGCG CACCCAGGAC TGACGTATGC GGACAGGAGT
P L H P L Q A H P G L T Y A D R S

1?0 110 W?O 1?0 2?0

pum

Cs-AP-2

CGAGCAGACC AGGCGTACGC GGTCAGAAGG CCGGACGTTC TGGTACACGG
R A D Q A Y A vV R R P D V L VvV H G

210 220 230 240 250
| | | | [

—

Cs-AP-2

GGGTCACCAC GGTCTCAGTG AACAAGACCT CCTTAACCTA CACAACGCTA
G H H G L S E O D L L N L H N A

2?0 2%0 2?0 Z?O 3?0

sy

Cs-AP-2

CGCTACCAGC CATAGACGAC GGTCAGGGTG GAAGCGTAGA GGACGCTAAT
T L P A I D D G Q G G S V E D A N

3}0 3%0 3?0 3%0 3?0

=

Cs-AP-2

AGCTTATTTC CTGGTGACCA TAATAGTGTA ATTAGGAAAG GAGTCACCTC
S L F P G D H N S V I R K G Vv T S

3?0 310 3?0 3?0 4?0

—

Cs-AP-2

CCCGACCGAT GTCTTCTGTT CCGTGCCCGG CAGACTGTCC CTGCTCAGCT
P T D v F C s VvV P G R L S L L S

410 420 430 440 450
| I I I |

=

Cs-AP-2

CTACCTCCAA GTACAAGGTG ACTGTCGGTG AAGTCCAGAG GAGGCTGTCT
S T S K Yy K V T VvV G E VvV QO R R L S

4?0 410 4?0 4?0 5?0

—

Cs-AP-2

CCCCCAGAGT GTCTCAACGC GTCCCTGTTG GGAGGAGTGC TCAGGAGGGC
P P E c L N A S L L G G V L R R A

S}O 5%0 5?0 5%0 5?0

=

Cs-AP-2

CAAGTCTAAA AACGGCGGTC GATCCCTGAG AGAGAAGCTC GAAAAAATCG
K s K N G G R S L R E K L E K I

5?0 510 5?0 5?0 6?0

pny

Cs-AP-2

GCCTCAGTTT GCCCGCGGGT CGGCGGAAAG CGGCGAATGT CACCCTCCTC
G L S L P A G R R K A A N V T L L

6}0 6%0 6?0 6%0 6?0

=

Cs-AP-2

ACATCGCTGG TAGAAGGCGA AGCCATCCAT TTGGCGAGAG ATTTTGGGTA
T S L v E G E A I H L A R D F G Y

6?0 610 6?0 6?0 7?0

=

Cs-AP-2

CGTT
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Anhange

1|0 ZIO BIO 4IO 5IO
1 Cs-odd-1 |[CAAAGACATT TCACCAAGTC GTACAATCTC CTGATCCATG AGAGGACGCA
2 Q R H F T K S Yy N L L I H E R T H
3 Cs-odd-2 |CAAAGGAGGT TCACCAAGTC CTACAACCTG TTGATCCACG AAAGGACCCA
4 Q R R F T K S Y N L L I H E R T H
5 Cs-odd-3 |CAAAGGAGGT TCACTAAGTC CTATAATTTA TTGATTCACG AACGAACTCA
6 Q R R F T K S Yy N L L I H E R T H
6IO 7IO 80 9]0 T(IJO
1 Cs-odd-1 |CACTGATGAG AGGCCGTACA CCTGTGATAT CTGCCAGAAA GCTTTCAGGA
2 T D E R P Y T C D I cC Q K A F R
3 Cs-odd-2 [CACGGACGAA AGGCCGTACA CGTGTGACAT ATGCCACAAG TCATTCAGGA
4 T D E R P Y T C D I C H K S F R
5 Cs-odd-3 |[TACCGATGAA AGACCGTACA CTTGCGACAT TTGTCATAAA GCATTAAGGA
6 T D E R P Y T C D I C H K A L R
11|O 12[0 1?0 1%0 1€I>0
1 Cs-odd-1 |GGCAGGACCA TCTCAGGGAC CATAGGTATA TTCATTCGAA AGAAAAACCC
2 R Q D H L R D H R Y I H s K E K P
3 Cs-odd-2 |GACAAGATCA CCTTAGAGAT CACAGGTATA TACATTCTAA GGAGAAACCT
4 R Q D H L R D H R Y I H &S K E K P
5 Cs-odd-3 |GACAAGATCA TTTAAGAGAT CACAGGTATA TTCACTCGAA AGAAAAACCT
6 R Q D H L R D H R Y I H s K E K P
16]0 1'10 W?O ‘19|O ZOIO
1 Cs-odd-1 |TTCAAGTGCA GCGAGTGTGG CAAAGGGTTC TGTCAGTCTC GCACCCTCGC
2 F K C s E C G K G F cC Q S R T L A
3 Cs-odd-2 |TTCAAGTGTA CAGATTGTGG TAAAGGGTTT TGCCAGTCTC GAACCCTAGC
4 F K C T D C G K G F cC Q s R T L A
5 Cs-odd-3 |TTCAAATGTG GAGAATGTGG GAAAGGATTC TGCCAGTCTC GCACCCTAGC
6 F K C G E C G K G F c Q S R T L A
ZTIO 22[0 2?0 21110 25|O
1 Cs-odd-1 |CGTTCACCGT ATACTCCACA TGGAAGACAG TCCTCACAAG TGTCCGACGT
2 V H R I L H M E D S P H K c P T
3 Cs-odd-2 |AGTCCACAGG ATTCTGCACA TGGAGGATTC GCCCCACAAA TGTTCGACTT
4 v H R I L H M E D S P H K c s T
5 Cs-odd-3 |CGTTCATCGG ATCCTGCACA TGGAGGACAG CCCCCACAAA TGTCCCACTT
6 V H R 4 L H M E D S P H K c P T
Z(ISO 27IO 2&]30 29|O 3(I)O
1 Cs-odd-1 [GCGGCCGGAC CTT
2 c G R T
3 Cs-odd-2 |GCGGTAGAAC GTT
4 c G R T
5 Cs-odd-3 |GCGGAAGAAC CTT
6 c G R T
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Anhange

10 20 30 4P SP

|
Cs-svp CGCCCGGGCA GGTCCGGAAC TCCCTCGAGT TCGGACAAAG GGGGGCAGCA
2 R P G R S G T P S s S D K G G 0 ©

pucy

6P 7F 8F 9P 1?0
Cs-svp GATCGAGTGC GTGGTCTGCG GGGACAAGTC CAGTGGTAAA CACTATGGCC

2 I E C v Vv C G D K S S G K H Y G

—

110 120 130 140 150
| I | | |

—

Cs-svp AATTCACGTG CGAGGGGTGC AAGAGCTTTT TCAAGAGGAG TGTCCGGCGA
2 Q F T C E G ¢C K S F F K R S V. R R

1?0 110 1?0 1?0 2?0

=

Cs-svp AATCTCACCT ACACCTGCAG AGGGAATAGG AACTGTCCCA TAGACCAACA
2 N L T Yy T C R G N R N C P I D Q H

2]0 2%0 2?0 2?0 2?0

puny

Cs-svp CCACCGAAAC CAGTGCCAGT ACTGTAGACT CAAGAAATGT CTCAAGATGG
2 H R N Q C Q Yy C R L K K ¢C L K M

2?0 210 2?0 2?0 3?0

=

Cs-svp GCATGAGAAG AGAGGCTGTC CAAAGAGGGC GAGTGCCTCC GAATCAGCAT
2 G M R R E AV Q R G R v P P N Q H

3}0 3%0 3?0 3?0 3?0

—

Cs-svp CCGCAGATCT CACTGACCAA CGGCGACTCC TTGGGCGGCC CGCACTCCTA
2 P 0O I s L T N G D S L G G P H S Y

3?0 310 3?0 3?0 4?0

—

Cs-svp CCTCTCCAGC TTCATCTCCC TACTGCTGAG GGCTGAACCC TATCCGCCGT
2 L s S F I S L L L R A E P Y P P

4}0 4%0 4?0 4?0 4?0

—

Cs-svp CCCGGTACGC TCAGTGCGTG CAACAGAACA ACATTATGGG CATAGACAAC
2 S R Y A Q C Vv Q QO N N I M G I D N

4?0 410 4?0 4?0 5?0

pucy

Cs-svp ATATGTGAAC TGGCCGCAAG ACTGCTGTTC AGCGCTGTGG AGTGGGCTAG
2 I C E L A A R L L F S A V E W A R

5}0 5%0 5?0 5%0 5?0

puy

Cs-svp GAACATACCC TTCTTCCCCG ACCTTCAGGT AACTGATCAG GTTGCTCTCC
2 N I P F F P D L ©Q V T D Q v A L

5?0 510 5?0 5?0 6?0
Cs-svp TGAGGTTGGT GTGGAGCGAG TTGTTCGTCC TAAATGCCTC GCAATGCTCC

2 L R L V W S E L F V L N A S Q C s

=

610 6%0 6?0 6%0 6?0

puy

Cs-svp ATGCCCCTTC ACGTCGCTCC CCTCTTAGCG GCCGCTGGTC TCCACGCATC
2 M P L H vV A P L L A A A G L H A S

6?0 610 6?0 6?0 7?0

puy

Cs-svp CCCAATGGCC GCAGATAGAG TGGTAGCTTT TATGGACCAT ATTAGAATCT
2 P M A A D R v Vv A F M D H I R I
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Anhange

7}0 7?0 7?0 7?0 7?0
1 Cs-svp TCCAGGAACA GGTGGAGAAA CTAAAAGCAT TGCAAGTTGA TGCAGCAGAA
2 F Q E Q V E K L K A L Q V D A A E

760 710 7?0 7?0 8?0
1 Cs-svp TACAGCTGCé TAAAAGCCAT AGTTCTTTTC ACAACTGACG CTTGTGGTTT
2 Y s ¢C L K A I vV L F T T D A C G L

810 8%0 8?0 8%0 8?0
1 Cs-svp GTCAGACGTé GCCCACATAG AGAGCCTTCA GGAAAAGTCC CAGTGCGCCC
2 S D V A H I E S L Q E K S Q C A

8?0 810 8?0 8?0 9?0
1 Cs-svp TGGAGGAGTA CTGCAGGACG CAGTACCCTA ACCGGCCCAC CAGGTTTGGC
2 L E E Y C R T Q Y P N R P T R F G

9]0 9%0 9?0 9?0 950
1 Cs-svp AAGCTTCTCC TGCGGCTGCC TTCCCTGCGA ACCGTGTCGT CGCAAGTCA%
2 K L L L R L P S L R T V S S Q VvV I

9?0 910 9?0 9?0 1000
1 Cs-svp CGAACAACTG TTCTTCGTGA GACTGGTGGG CAAGACGCCC ATAGAGACCé
2 E Q L F F V R L V G K T P I E T

10?0 WOEO 1OEO 10#0 1050
1 Cs-svp TAATTAGAGA CATGCTTCTC AGCGGGAGCT CCTTCAACTG GCCCTATATé
2 L I R D M L L S G s S F N W P Y M

10?0 TOFO WOFO 10?0 1100
1 Cs-svp CCGCTGCAGT GACCCTTGGG CCCGGGGCCC ACGGACCTAG TGGGGGCCCé
2 P L OQ *

1Wﬂ0 1760 11ﬁ0 1Wﬁ0 17150
} Cs-svp CGACCAGAGA CTGCTGTTAT GCATGGCAGC ACTGGCACCG CAGAACGTGé

11?0 WTFO 11FO 1WFO 12FO
1 Cs-svp CCAAGAGGTA GCAGTAGTAA GCTGGTTGAA ATGCTTGAAG TGTGTACCTC
2

12“0 WZEO WZEO 12#0 WZFO
1 Cs-svp GAAGCGACAG TGAAAGGACT GTCGCGAAAA TGCCGGCAAA TAGCTTGGCG
2

12FO 12{0 12F0 WZFO 1300
1 Cs-svp AATCTGTCAA ACACAGCTGA GGCTGAAATG TGTAAATTAT TTGTTGAGTé
2

13“0 WBEO 13ﬁ0 ( 13#0 13F0
1 Cs-svp TCTCAGCTGT TAAAATCAGT GATACGTTAA GCAAACGAAA GAATATGTAA
2

13FO 13{0 13FO 13?0 14PO
1 Cs-svp CTGATTTAGT TTCAAAATAA ATTTATAGCC AAGCTAAAAA AAAAAAAAAA
2
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Anhange

14IW 0 14]20 14|30 W4I4O 14I5O

1 Cs-svp AAAAAAAAAA AAAAAA
2
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Anhange

70 20 30 40 50
| | I | |

gy

Cs-Egfr

GAATGTGTTG CTCCAGACGC CCAACTGCGT GAAGATCACG GACTTCGGCC
N V L L Q T P N C V K I T D F G

60 70 SF 9P 1?0

=

Cs-Egfr

| |
TGGCCAAGCT GCTAGACATC GACGAGGAGG AGTACAAGGC CGCTGGAGGC
L A K L L D I D E E E Y K A A G G

110 120 130 140 150
| | | | |

puy

Cs-Egfr

AAGATGCCCC TCAAGTGGAT GGCCCTCGAG AGCATTCAGC ACCGCATATT
K M P L K W M A L E S I Q H R I F

1?0 110 1?0 W?O 2?0

=

Cs-Egfr

CACCCACCGC AGCGACGTCT GGGCCTTCGG CGTGACAATC TGGGAGCTGC
T H R S D V W A F G v T I W E L

2}0 2%0 2?0 2?0 2?0

=

Cs-Egfr

TGACGTACGG CCAGCGCCCC TACGAGAACA TCCCGGCCCG TGAGGTGCCC
L T Y G Q R P Y E N I P A R E VvV P

2?0 210 2?0 2?0 3?0

==

Cs-Egfr

AGCCTGCTGG AGAAAGGGGA GCGGTTGCCG CAGCCCGCCA TATGCACCAT
S L L E K G E R L P Q P A I c T 4

3}0 3%0 3?0 3?0 3?0

=

Cs-Egfr

CGACGTGTAC ATGATCATGA TCAAGTGCTG GATGCTGGAC GCCGAGTCCC
D V Y M I M I K C W M L D A E S

3?0 3iO 3?0 3?0 4?0

g 3

Cs-Egfr

GTCCCCCGTT CCGCGAGCTT GCGGAAGAGT TCGCAAAGAT GTCCCGCGAC
R p P F R E L A E E F A K M S R D

4}0 4%0 4?0 4%0 4?0

=

Cs-Egfr

CCGGGGCGCT ACCTGGTGAT CCCTGGCGAC CGACTCATGC GACTGCCCAG
P G R Yy L Vv I P G D R L M R L P S

4?0 410 4?0 4?0 5?0

=

Cs-Egfr

CTACACGCCG CAGGACGAGA GGGAGCTCAT CCGGAACCTT AGCCTGATCC
Yy T P Q D E R E L I R N L S L I

5}0 5?0 5?0 5?0 5?0

=

Cs-Egfr

CAGGGGACGG AACAGGGGTC GTCATGGACG CAGAGGAGTA CCTGCAGCCG
P G D G T G V v M D A E E Y L o P

5?0 510 5?0 5?0 6?0

oy

Cs-Egfr

CACCCTCCCA AAGAGAAATT TCTGGAGGAC CACGACTCGA TGAACGGTGG
H P P K E K F L E D H D S M N G G

6}0 6%0 6?0 6%0 6?0

=

Cs-Egfr

CTCGTCGAAC CTTTCGTCTG AGCTGAACTC GAACCAGGAC GAGACGAAAG
S S N L S S E L N S N O D E T K

6?0 610 6?0 6?0 7?0

=

Cs-Egfr

CCGAGGGCAT GGACCACCTG TGCCGAGCCA GGGACACCAG CCTCAGCACG
A E G M D H L cC R A R D T S L S T
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7]0 7%0 7?0 7?0 7?0
Cs-Egfr CGCTACTGCT GTGACCCCCT ACACCCGGAC AACGGTGTGT CCGCCCGGGA

2 R Y C cC D P L H P D N G V S A R E

=

7?0 710 7?0 7?0 8?0

=y

Cs-Egfr GCCCCCCTCT CCGGCCAAGG ACATGCCCCT GCAGGTGGAC GAAGAGGACT
2 P P S P A K D M P L Q VvV D E E D

8}0 8%0 8?0 8?0 8?0
Cs-Egfr ACCTGGTACC CTCGCCGCAC GCTTGCCACC CCGCCAACTA CATGGACCTA
2 Yy L VvV P S P H A C H P A N Y M D L

=

8?0 810 8?0 8?0 9?0

=

Cs-Egfr GTGCCGGACG CAACAGGCTA CCCTTTCGGC ATCCCTCTGT CCAGCCTGCA
2 v P D A T G Y P F G I P L S S L Q

9}0 9%0 9?0 9?0 9?0
Cs-Egfr GGCCGTCGAC AACCTAGAGT ACCACCTGGT GAAGCCGGAC GGTCCGGCAC

2 A V D N L E Y H L V K P D G P A

—

9?0 910 9?0 9?0 WOPO

—

Cs-Egfr GGGAAGACGA CCCGGACGAG CACGAGTACT ACAACGACAT CCACCAGAGG
2 R E D D P D E H E Y Y N D I H QO R

10“0 10?0 TOEO WOﬁO WOFO

gy

Cs-Egfr GAGTTGCAGC CGCTCAACCA CAGGACAGAG ACAACCGTGT GAGGACAATC
2 E L Q P L N H R T E T T V *

10?0 10(0 1OFO 1OFO 11FO

==

Cs-Egfr GACGCGTACA AAACGATCAC ATTCCATTGG TGTGCCCCGT TTATACATAT

11ﬂ0 11?0 11ﬁ0 11ﬁ0 11FO

—

Cs-Egfr ACATATACAT ATGCCATATT TATGCCACTC AAGAGTTCGA ACTTAAAGAG

11FO 11{0 11FO 11?0 WZFO

—

Cs-Egfr AGACAGAACG GCTCAAGAGA GTGTTTGTAC AGTTGTGTAA AGATGACGCG

TZFO 12ﬁ0 12ﬁ0 12#0 WZFO

=

Cs-Egfr GTTCTTCATG TGTACATATT ACCCATCGAC CCTCCTTTTT TTTTTTACGA

12FO 12FO 12F0 12?0 13?0

—

Cs-Egfr GAGTTATTCT ATTTTTTTAC GTACAGTGCT GTTACAGTGG ATGAATGTAC

13“0 13ﬁ0 13ﬁ0 13#0 13FO

puy

Cs-Egfr AGTTCGTTTT ATTTTTTGTA CATAAGTCAA TAAAACAGAA TGGATTCAAA

13F0 13r0 13?0 13FO 14?0

==

Cs-Egfr AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AA
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Anhang 3: Tabellarische Auswertungen der RNAi-Versuche

Der folgende Anhang enthilt tabellarische Ubersichten uiber die Ergebnisse der RNAi-
Versuche in folgender Reihenfolge: Cs-svp, Cs-Egfr, Cs-N, Cs-Ser, und Cs-AP-2.

In jeder Tabelle enthialt die erste Reihe (,,Kontrolle®) die Daten zu den
Kontrollembryonen. Diese wurden nicht mit dsSRNA behandelt, sondern zum Teil gar nicht
injiziert und zum Teil mit Wasser injiziert. Die zweite Reihe (,,RNAi*) enthilt die Daten
zu den Injektionen mit dsRNA.

In jeder Tabelle zeigt die erste Spalte (,,Gesamt*“) die Gesamtanzahl der
ausgewerteten Embryonen. Die zweite Spalte (,,Schwere Defekte*) zeigt die Anzahl von
Embryonen, die einen Phénotyp zeigen, der nicht als Phdanokopie des untersuchten Gens
gewertet weden kann. Hierbei handelt es sich um Embryonen, die abgestorben sind oder
schwere Entwicklungsverzogerungen zeigen. Ebenfalls hierher gehdren Embryos mit
schweren Schiaden am Kopf oder Hinterende und alle Embryos, die nicht die fur jedes Gen
spezifischen Kriterien erfullten (siehe nachfolgend). Die dritte Spalte (,,Keine Defekte*)
zeigt die Anzahl normal entwickelter Embryonen. Die vierte Spalte (,,Phdnokopien*)
schlieBlich zeigt die Anzahl als spezifische Phanokopien eingestufter Embryonen. Die
Kriterien hierzu waren wie folgt:

= Fur Cs-svp: verkiirzte Beine; Keimstreif in voller Lange vorhanden; Umrollung
muflte bereits begonnen haben; leichte Kopf- und Segmentierungsdefekte waren
auf Grund des Expressionsmusters erlaubt.

= Fur Cs-Egfr: verkiirzte Beine; Umrollung und Segmente mufiten weitgehend
normal erscheinen; Defekte in der Entwicklung des Neuroektoderms waren auf

Grund des Expressionsmusters erlaubt.

= Fur Cs-N: verkuirzte Beine; Segmentierung und Umrollung mufiten weitgehend
normal erscheinen; Neuroektoderm des Prosomas mufite desorganisisert erscheinen

(desorganisierte Invaginationsstellen in der DAPI-Ansicht erkennbar). Als schwere

Phianokopien wurden noch zugelassen: Embryos mit gestorter Segmentierung und

nahezu fehlender Umrollung, wenn sie stark verkiirzte Beine aufwiesen.

= Fur Cs-Ser: verkurzte Beine; Segmentierung und Umrollung mufiten weitgehend
normal erscheinen. Leichte Segmentierungsdefekte waren auf Grund des

Expressionsmusters erlaubt.

=  Fur Cs-AP-2: verkiirzte Beine; Keimstreif mufite ansonsten normal erscheinen;

Verkleinerte Kopflappen waren auf Grund des Expressionsmusters zugelassen.
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Tabelle 1: Auswertung der RNAi gegen Cs-svp

Gesamt Schwere Keine Defekte | Phianokopien
Defekte
Kontrolle 97 (100%) 38 (39,2%) 59 (60,8%) 0 (0%)
Cs-svp RNAI 341 (100%) 163 (47,8%) 23 (6,7%) 155 (45,5%)
Tabelle 2: Auswertung der RNAi gegen Cs-Egfr
Gesamt Schwere Keine Defekte | Phdnokopien
Defekte
Kontrolle 103 (100%) 43 (41,7%) 60 (58,3%) 0 (0%)
Cs-Egfr RNA1 | 264 (100%) 143 (54,2%) 18 (6,8%) 103 (39,0%)
Tabelle 3: Auswertung der RNA1 gegen Cs-N
Gesamt Schwere Keine Defekte | Phdnokopien
Defekte
Kontrolle 115 (100%) 56 (48,7%) 59 (51,3%) 0 (0%)
Cs-N RNAi 362 (100%) 189 (52,2%) 23 (6,4%) 150 (41,4%)
Tabelle 4: Auswertung der RNAi gegen Cs-Ser
Gesamt Schwere Keine Defekte | Phanokopien
Defekte
Kontrolle 76 (100%) 37 (48,7%) 39 (51,3%) 0 (0%)
Cs-Ser RNA1 186 (100%) 90 (48.,4%) 27 (14,5%) 69 (37,1%)
Tabelle 5: Auswertung der RNAi gegen Cs-AP-2
Gesamt Schwere Keine Defekte | Phinokopien
Defekte
Kontrolle 99 (100%) 42 (42,4%) 57 (57,6%) 0 (0%)
Cs-AP-2 RNAi | 229 (100%) 111 (48,5%) 75 (32,8%) 43 (18,8%)
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