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Anhand von Grof3e und Anerdnung der Licken im Muster von mutierten Embryon

Ende ihrer Entwicklung konnen die mutierten Segmentierungsgene in die drei Klassen
Gap-, Pair-Rule- und Segmentpolaritatsgene eingeteilt werden. Fir jede Klasse ist ein
mutiertes Embryo gezeigt.
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Von molekularen Mustern zur Morphogenese — die Lehren aus Untersuchungen
mit der Fruchtfliege Drosophila (Nobel-Vortrag)**

Eric Wieschaus*

Wihrend der Entwicklung sind die Zellen eines Embryos vor
zwei Hauptaufgaben gestellt. Erstens miissen sie programmiert
werden, spezielle Korperteile zu bilden, und zweitens miissen sie
diese Vorgaben umsetzen, indem sie ihre Form, Position und
Muster der Genexpression dndern. Beides, die Festlegung der
Zellanlagen und die damit verbundenen Verdnderungen der
Zellform, vollzieht sich fortschreitend im Laufe der Entwick-
lung. Der Organismus, der aus diesem EntwicklungsprozeB re-
sultiert, enthilt eine Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen und
-funktionen, die in einer komplexen rdumlichen Struktur ange-
ordnet sind. In der Fruchtfliege Drosophila ist die embryonale
Entwicklung bereits 20 Stunden nach der Befruchtung abge-
schlossen. Zu diesem Zeitpunkt hat sich bereits eine Larve mit
etwa 40000 Zellen gebildet. Das augenscheinlichste Merkmal
einer solchen Larve ist das in Segmenten sich wiederholende
Muster von Harchen und Zihnchen, die von der darunterliegen-
den Epidermis abgesondert werden. Unter diesen hyperderma-
len Zellen sind eine Reihe von Muskeln in einem sich ebenfalls
segmentweise wiederholenden Muster angeordnet. Im Korper
der Larve gibt es weitere mesodermale Gewebe sowie ebenso
komplexe Strukturen und Organe endodermalen Ursprungs. In-
dem nun die Entwicklung der individuellen Zellen genau ver-
folgt wurde, war es moglich, die Ausgangspunkte der einzelnen
Teile der differenzierten Larve bis zu den frithesten zelluliren
Stadien im Embryo zuriickzuverfolgen!" 2. Der Drosophila-
Embryo ist in diesem Stadium (dem Blastoderm) etwa einen
halben Millimeter lang, wobei etwa 100 Zellen entlang der kiinf-
tigen anterior-posterioren Achse und 40 Zellen entlang der dor-
sal-ventralen Achse angeordnet sind. Die Epidermis wird aus
Zellen auf der lateralen Seite des Embryos gebildet, die Muskeln
sowie andere mesodermalen Auswiichse gehen aus einem Strei-
fen auf der ventralen Seite des Blastoderms und die endoderma-
len Zellen aus zwei Gruppen von Vorlduferzellen am anterioren
und posterioren Ende des Embryos hervor.

Im Blastodermstadium haben alle Zellen die gleiche GroBe
und Form. Eiige Minuten spater, zu Beginn der Gastrulation,
losen die mesodermalen Vorlduferzellen eine Verdnderung der
Zellform aus, wodurch sie in das Innere des Embryos gelan-
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gen®!. Durch dhnliche Verinderungen in der Zellmorphologie
werden dann die endodermalen Zellen internalisiert. Diese mor-
phogenetischen Bewegungen sind die ersten von vielen Beispie-
len, in denen Zellen eines Embryos ihre Form als Reaktion auf
Entwicklungsprogramme verdndern, die das Schicksal der je-
weiligen Zellen kontrollieren. Die Gro8e der Zellen sowie die
Geschwindigkeit dieser Verdnderungen verleihen der Gastrula-
tion einen besonderen visuellen Reiz. Die zelluliren Mechanis-
men der morphogenetischen Bewegungen nutzen viele der in
allen Zellen vorhandenen, gleichen Strukturen des Cytoskeletts
und der Zelladhésion. Der Weg von der Entscheidung iiber die
spezielle Zellanlage hin zu dem Mechanismus, der die Gestalt
der Zelle kontrolliert, wurde allerdings in noch keinem Organis-
mus im Detail untersucht.

In den letzten 15 Jahren wurden beachtliche Fortschritte dar-
itber erzielt, wie verdnderte Genaktivitit im Drosophila-Embryo
den Entwicklungsweg der Zellen bestimmt. Diese Fortschritte
waren das Ergebnis einer zu dieser Zeit neuartigen Kombination
aus Molekularbiologie und klassischer Genetik. Bis heute wur-
den viele Gene, die die Zellanlagen kontrollieren, kloniert und
thre grundlegenden Funktionen bei der Zellentwicklung aufge-
klirt. Grundsitzlich bieten diese Erkenntnisse eine ideale
Grundlage fiir die Erforschung wie die Anlage einer Zelle auf
ihre Gestalt Einflufl nimmt. Diese Problemstellung hat sich je-
doch als sehr schwierig herausgestellt. So wirft die genetische
Methode, die bei der Aufklirung der Zellanlagen sehr erfolg-
reich ist, bei der Untersuchung der Gestalt von Zellen unerwar-
tete Schwierigkeiten auf. Hier mochte ich einen allgemeinen
Uberblick dariiber geben, welches Bild sich aus unserer Droso-
phila-Forschung hinsichtlich der Fragestellungen ergeben hat,
wie Gene die Zellanlagen im Drosophila-Embryo kontrollieren
und in welchem Bezug die Aktivitdt dieser Gene zu der stindig
wechselnden Form des Embryos steht.

Das Heidelberger Mutagenese-Experiment

Als Christiane Niisslein-Volhard und ich unsere Mutagenese-
Experimente begannen, beschiftigte uns sowohl die Frage nach
den Zellanlagen als auch die nach der Zellform. In den 70er
Jahren, — zu der Zeit, in der wir unsere Dissertationen in Basel
bzw. Tiibingen beendeten — war bereits klar, daB3 die embryonale
Entwicklung, wie alle Prozesse in lebenden Zellen, von Ge-
nen und Genprodukten abhidngt. Es war nicht nur bereits die
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Beziehung zwischen DNA, RNA und Protein bekannt, sondern
die Analyse einiger bakterieller Operone hatte auch gezeigt, daB3
die Aktivitdt von Genen zeitlich und riumlich kontrolliert wer-
den kann. Die vorherrschende Meinung war die, daB3 eine solche
zeitliche und riumliche Kontrolle méglicherweise die Reihenfol-
ge der einzelnen Schritte erkliren konnte, die zu embryonalen
Mustern fithren. Die Analyse solcher Gene erschien allerdings
auBerordentlich schwierig. Das Klonieren von Genen steckie
noch in den Kinderschuhen, und es gab keine einfachen Metho-
den fiir die Analyse einzelner Gene in héheren Eukaryonten.
Zusitzlich erschwert wurde die Situation durch die enorme Viel-
falt von Genen und Genprodukten in einem Embryo. Experi-
mente zur Untersuchung der Komplexitdt der RNA lieBen auf
eine Zahl unterschiedlicher RNA-Spezies von 10000 bis 50000
schlieBen!). Diese RNAs werden im Verlauf der jeweiligen Ent-
wicklungsstadien des Embryos auf unterschiedlichen Niveaus
und in sich verdndernden Mustern exprimiert. Wie wiirde man
jemals in der Lage sein, die Genprodukte auszusortieren, die flir
die jeweiligen Entwicklungsschritte entscheidend sind, und die
refcvanten Gene und Proteine zu identifizieren? Christiane
Niisslein-Volhard und mir schienen die aus der Genetik bekann-
ten Techniken, die im Laufe der letzten 60 Jahre in der Drosophi-
lu-Forschung etabliert worden waren, hier am besten geeignet.

Die Mutagencse-Strategie, die wir anwendeten, hing von zweti
Eigenschaften des Drosophila-Genoms ab, die in den frithen
70er Jahren erkannt worden waren. Erstens lieBen Mutagenese-
Experimente mit kleinen, cytologisch definierten Regionen auf
dem Chromosom!™ vermuten, daB, ungeachtet der molekularen
Komplexitit des Drosophila-Genoms, lediglich etwa 5000 Gene
auf der DNA fir die Lebensfihigkeit unter Laborbedingungen
bendtigt werden. Diese Zahl ist somit die Obergrenze der Gene,
die flr die embryonale Entwickiung wesentlich sind. Zweitens
legte eine detaillierte Analyse von Fliegen, die fir unterschiedli-
che Genomregionen monosomisch oder trisomisch sind!®!, die
Vermutung nahe, daB3, obwohl Fliegen normalerweise diploid
sind, eine einzelne Kopie der meisten Gene zur Sicherstellung
der Lebensfihigkeit ausreicht. Dics bedeutete, daB die meisten
Mutationen, die zum Verlust der Funktion fithren, rezessiv sein
miiliten und daher in heterozygoten Stimmen gehalten werden
konnten. Diese beiden Befunde legten nahe, dal die fur die
embryonale Entwicklung von Drosophilu benédtigten Gene in
einem in groflem Ma@stab durchgefiihrten, aber dennoch be-
grenzten, Mutagenese-Experiment untersucht werden kdnnten.

Falls die Transkription eines Genes fiir die embryonale Ent-
wicklung wesentlich sein sollte, wiirden sich homozygote Em-
bryonen abnormal entwickeln, sobald dieses Gen ausgeschaltet
ist. Spielt das Gen eine spezifische Rolle bei der Musterbildung
oder bei der Bestimmung der Zellanlagen, so miBten sich die
meisten Komponenten des Embryos normal entwickeln, und
Defekte wiirden lediglich in speziellen Korperregionen oder spe-
ziellen Geweben auftreten. Ausgehend von diesen Defekten soll-
te es moglich sein, die normale Funktion des jeweiligen Gens
abzuleiten. Alles was wir somit fiir eine umfassende Untersu-
chung des Entwicklungsprozesses bendtigten. waren hinrei-
chend viele mutierte Fliegenstimme und die Fertigkeit, die De-
fekte an den Embryonen zu erkennen.

Da Fliegen normalerweise diploid und die meisten Mutatio-
nen rezessiv sind, beinhaltete das von uns angewendete Mutage-
neseschema vor allem die Etablierung von Inzuchtlinien aus
einzelnen mutagenisierten Fliegen (Abb. 1). Nach zwei Genera-
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Abb. 1. Mutagenese-Schema, das in Heidelberg zur Identifizierung von den Muta-
tionen auf dem zweiten Chromosom verwendet wurde. die zu einer Letalitit in
homozygoten Embryonen fithren. Ahnliche Kreuzungsschemata wurden auf das
dritle und das X-Chromosom angewendet.

tionen ergeben sich durch Inzucht homozygote Fliegen, deren
Entwicklung mit der ihrer heterozygoten Geschwister verglichen
werden kann. Um Mutanten von moglichst allen Genen des Ge-
noms zu erhalten, muBten wir ausreichend viele mutagenisierte
Stdmme etablieren, so daB mit hoher Wahrscheinlichkeit die
meisten Gene mehrere Male betroffen werden. Zwar hatten wir

Eric Wieschaus wurde am 8. Juni 1947 in South Bend, IN (USA) geboren und wuchs in
Birmingham, AL, auf. Er studierte an der University of Notre Dame, Notre Dame, IN, und
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un das European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg, wo er mit Christiane Niisslein-
Volhard die Mutagenese-Erperimente durchfithrie, die 1995 mir dem Nobel-Preis fiir Medizin
und Physiologie ausgezeichnet wurden. Er ist Mitglied der American Academy of Arts and
Sciences sowie der Nuational Academy of Sciences. Seit 1981 ist er Squibb Professor of Molecu-
lar Biology an der Princeton University, Princeton, NJ.
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zunéchst einige Probeldufe selbst durchgefiihrt, doch waren die
Experimente sehr arbeitsintensiv und wurden mit der Hilfe von
Gerd Jiirgens und Hildegard Kluding zu Ende gefithrt!” =19 Im
Laufe eines knappen Jahres, von Herbst 1979 bis Sommer 1980,
etablierten wir 27000 Inzuchtlinien. Diese enthielten etwa
18000 voneinander unabhingige Mutationen, die zu einem
Zeitpunkt im Laufe des Lebenscyclus einer Fliege zum Tode
fithren (Tabelle 1). Lediglich etwa ein Viertel dieser letalen

Tabelle 1. Ergebnisse des Heidelberger Mutagenese-Experiments [a].

Gesamtzahl der gebildeten und getesteten Stémme 26978
Zahl der letalen Mutationen 18136
Zahl der Mutationen, die zum Tod des Embryos fihren 4332
Zahi der Mutationen, dic 7u embryonalen Phénotypen fiihren 580
Zahl der Komplementationsgruppen (Gene) 139

[4] Es sind die Gesamtzahlen der Experimente mit dem X-Chromosom und den
7wei Hauptautosomen gezeigt. Die Zahl der Mutationen der verschiedenen Klassen
wurde unter Annahme einer Poisson-Verteilung korrigiert, um den Linien, die meh-
rere Mutationen enthiclten. Rechnung zu tragen.

Mutationen verhinderte, daB die homozygoten Embryonen
schliipften, und nur 2.5% verursachten sichtbare Verianderun-
gen der externen Morphologie des Embryos. Diese 580 Muta-
tionen konnten durch Komplementationstests jeweils einem von
139 unterschiedlichen Gene zugeordnet werden. Die geringe
Zahl der Gene war ein wichtiges Ergebnis, da dies bedeutete,
daB jedes Gen detailliert charakterisiert werden konnte. Durch
die Untersuchung der mutierten Embryonen der jeweiligen
Stimme, waren wir in der Lage, ein allgemeines Modell aufzu-
stellen, wie die Genaktivitdt im Embryo die Entwicklung der
individuellen Zellen lenkt.

In allen Spezies werden viele der Genprodukte, die im Em-
bryo vorhanden sind, bereits wihrend der Qogenese in der Mut-
ter gebildet. Dazu gehdren die meisten RNAs und Proteine, die
in frithen Stadien fur die normalen Zellfunktionen ben6tigt wer-
den, sowie einige ,.Inhomogenititen*, die bei der Festlegung der
Zellachsen bendtigt werden. In unserem Experiment stammten
die homozygoten Embryonen von Mittern mit einem Wildtyp-
Allel. Aus diesem Grund wurden im Heidelberger Mutagenese-
Experiment alle maternalen Genprodukte nicht erfaBBt. Die 139
identifizierten Gene reprisentieren lediglich solche, deren Pro-
dukte durch Transkription im Embryo gebildet werden. Wir
nahmen deshalb an, dal3 die meisten der sehr zahlreichen RNA-
und Proteinspezies der Embryonen von der Mutter bereitgestellt
werden.

Die Tatsache, dall zygotisch bendtigte Transkripte relativ
selten waren, lieB vermuten, dal3 sie moglicherweise eine be-
sondere Funktion in der Entwicklung Gibernehmen. Die zygoti-
sche Transkription kénnte somit die Expression einiger Gen-
produkte in einer bestimmten Zelle (und nicht in unmittelbar
benachbarten Zellen) in einem vorgegebenen Zeitintervall
steuern. Dies wiirde nicht zu einer gleichméBigen Verteilung
der Genprodukte fiihren, wie sic gewdhnlich bei maternalen
Transkripten auftritt. Nach dieser Modellvorstellung wiirde
der Embryo die Transkription also dazu nutzen, Unterschiede
zwischen benachbarten Zellpopulationen hervorzurufen — Un-
terschiede, die letztlich die Vielfalt der Zellanlagen und des
Zellverhaltens nach dem Blastodermstadium im Embryo aus-
machen.

Angew. Chem. 1996, 108, 2330--2337

Die Heidelberger Sammlung von Mutanten:
ein Uberblick iiber zygotische Genaktivititen

Eine gliickliche Fiigung trug wesentlich dazu bei, dal3 die
Heidelberger Mutagenese-Experimente eine so groBe Bedeu-
tung erlangten: Es wurden nahezu gleichzeitig molekulargeneti-
sche Techniken entwickelt, mit denen Gene beziiglich ihrer chro-
mosomalen Position kloniert werden kénnen. Nachdem wir
unsere Experimente verdffentlicht hatten, begann man in vielen
Laboratorien, in denen man sich mit Drosophila beschiftigte,
die durch Mutationen identifizierten Gene zu klonieren. Diese
Bemiihungen wurden in den letzten zehn Jahren weiter fortge-
setzt und dauern heute noch an. Von den 139 Linien, die Pha-
notypen liefern, traten 20 nur einmal auf. Thre Phdnotypen wa-
ren nicht klassifizierbar, und sie wurden weder benannt noch
niher charakterisiert. Die meisten von ihnen gingen verloren.
Eine Durchsicht der Drosophila-Datenbank ergab, dal von den
restlichen 119 Linien 75 kloniert und ihre Expressionsmuster in
Embryonen untersucht wurden. Diese molekulare Analyse ver-
bunden mit den phinotypischen Beschreibungen, die in Heidel-
berg begannen, haben uns ein zunehmend detaillierter werden-
des Wissen iiber die Art der Funktionen vermittelt, die durch
zygotische Transkription im Drosophila-Embryo angelegt sind.

Allgemein lielen sich die weitreichendsten Erkenntnisse liber
den Entwicklungsmechanismus gewinnen, als verschiedene Hei-
delberger Gene in einer Gruppe zusammengefal3t werden konn-
ten, da sie den gleichen Entwicklungsprozel3 steuern. Manchmal
deuteten Eigenarten der Phidnotypen einiger Gene, wie bei den
Segmentierungsmutanten'”), auf die Existenz von Hierarchien
beziiglich der Regulation zwischen den Mitgliedern einer Grup-
pe hin (Abb. 2). In anderen Féllen (z. B. bei armadillo und
wingless'™ ') zeigte sich zwischen schon frither charakterisierten
Proteinen eine unerwartete Beziehung, da sie Gruppen mit ein-
heitlichem Phinotyp zugeordnet werden konnten.

Eines der auffallendsten Merkmale der Heidelberger Mutan-
tensammlung war die Spezifitit der Phinotypen. Bei einer gege-

Gap- Pair-rule- Segment-

Gen polaritatsgen

Kriippel even-skipped hedgehog

Abb. 2. Phénotypen von Mutationen. die das Segmentmuster betreffen. Anhand
der Gréfe und Anordnung der Licken im Muster von mutierten Embryonen am
Ende der Entwicklung kann auf die Erfordernisse fiir die Genaktivitdten im Blasto-
dermstadium geschlossen werden. Die Segmentierungsgene konnen in drei Klassen
eingeteilt werden: Mutationen in den Gap-Genen fithren zu groBen. durchgehenden
Licken und solche in den Pair-rule-Genen zu Liicken in jedem zweiten Segment;
Mutationen in den Segmentpolarititsgenen verursachen Licken im Muster jedes
Segments. Fiir jede Klasse ist ein Beispiel gezeigt.
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benen Linie sind nur einige Zelliypen oder -regionen in der
Mutante betroffen, withrend andere normal sind. Diese phéno-
typische Spezifitit wurde durch die molekularen Daten aus den
Klonierungen der Heidelberger Gene untermauert. Die meisten
Gene zeigen ausgesprochen regulierte Expressionsmuster, wo-
bei sich Transkripte nur in solchen Regionen und Zelltypen
anhdufen, in denen sie gebraucht werden. Die Defekte, die in
einem mutierten Stamm auftreten, unterscheiden sich allgemein
von denen anderer Stimme, und auch die Expressionsmuster
weisen eine entsprechende Diversitdt auf. Diese beiden Beob-
achtungen lassen vermuten, dafBl die meisten Gene eine einzigar-
tige Rolle in den morphologisch getrennten Entwicklungsschrit-
ten spielen.

Die Mutationen betreffen gewShnlich Regionen des Embryos
und weniger spezifische Zelltypen. Diese Regionen entsprechen
in der Regel nicht den Unterteilungen, die zu diesem Zeitpunkt
bereits sichtbar sind, und waren daher allein auf der Basis mor-
phologischer Betrachtungen nicht erwartet worden. Anschauli-
che Beispiele fiir diese regionalen Spezifititen sind die Gene, die
die Segmentierung betreffen: Man hitte weder den Expressions-
bereich der Gap-Gene vorhersagen kénnen, noch die Existenz
von Pair-rule-Phinotypen und auch nicht die genauen Struktu-
ren, die in den Segmentpolaritidtsmutanten dupliziert sind. Da
die von einem Gen betroffene Region letztlich zu einer Vielzahl
von unterschiedlichen Zelltypen fiihrt, scheinen die Gene eher
die Positionen oder rdumlichen Koordinaten zu definieren als
Gewebetypen oder Organe.

Gene werden hiufig mehrfach wihrend der embryonalen
Entwicklung gebraucht. Beispielsweise werden die meisten Seg-
mentierungsgene spdter auch noch im Nervensystem und in
anderen Geweben bendtigt (z. B. das Gen Kriippel in Malpighi-
schen GefiBen!'?!). Diese Multifunktionalitit ist nicht auf
Gene begrenzt, die das Segmentierungsmuster kontrollieren.
Viele der Gene, die die Bildung des dorsal-ventralen Musters im
Blastodermstadium kontrollieren, werden zu bestimmten Zeiten
withrend der Entwicklung nochmals verwendet. Sogar ein Gen
wie rwist, das fiir die Differenzierung der Muskeln spezifisch
zu sein scheint, weist ein komplizierteres, breiteres Expressions-
muster im Blastodermstadium auf. Daraus folgt, daBl es bei
der Festlegung der gesamten ventralen Anlagen und nicht bei
der Festlegung der Zelltypen des Mesoderms eine Rolle spielt.
Diese Eigenschaften machen es schwierig, eine Bezichung
zwischen den frithen Expressionsmustern bestimmter Gene und
der spdteren Art der Differenzierung herzustellen. Auch hier
bestdtigt sich die Funktion der Gene bei der Festlegung der
Anlagen und weniger bei der Festlegung der differenzierten Zell-
typen.

Mehr als die Hilfte der 75 bisher klonierten Gene kodieren
Transkriptionsfaktoren, was sich aus den vorhandenen DNA-
Bindungsmotiven oder ihrer Homologie zu bekannten Trans-
kriptionsfaktoren in Wirbeltieren oder Hefe schlieBen liBt
(Abb. 3). Wegen ihrer DNA-Bindungseigenschaften kénnen sie
wahrscheinlich die Expression von vielen unterschiedlichen Ge-
nen (= Zielgenen) kontrollieren. Falls sie in verschiedenen Ent-
wicklungsstadien und in unterschiedlichen Kombinationen mit
anderen Genen gebraucht werden, beeinflussen sie somit mogli-
cherweise eine Vielzahl von Entwicklungswegen. Die meisten
der klonierten Gene, die keine Transkriptionsfaktoren sind, sind
Signalstoffe der Zelloberfliche oder Rezeptoren. Einige dieser
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Abb. 3. Zellulidre Funktionen, die bei den Hei-
delberger Mutationen betroffen wurden. Auf
der Grundlage der Sequenz von 75 klonicrten

te Wirkung auf die end- Genen ergibt sich, dal} die meisten Genloci. die

giiltige Differenzierung in Heidelberg identifiziert wurden, Transkrip-

der Zell tionsfaktoren oder Zellsignale und Rezeptoren
Cr LcElie.

kodieren.

Gene, die in den Heidelberger Mutagenese-
Experimenten nicht erfafit wurden:
die Kontrolle der Zellform

Zu der Zeit, in der die Zellanlagen festgelegt werden, kommt
es im Embryo zu erheblichen morphologischen Verianderungen.
Die letzten der schnellen Zellcyclen finden statt, wenn sich der
Embryo noch im Syncytium befindet. Sobald die Zahl der Zell-
kerne auf etwa 6000 angewachsen ist, horen sie auf sich weiter
zu teilen, und die Zellmembranen bilden sich zwischen den Ker-
nen. Dieser Proze3 der Zellularisierung geht mit einer umfassen-
den Reorganisation des embryonalen Cytoskeletts einher und
dauert etwa eine Stunde. Danach besteht der Embryo aus 6000
individuellen Zellen, die noch immer morphologisch identisch
sind. Molekular unterscheiden sie sich allerdings infolge der
Expression vieler der 139 Gene und Transkriptionsfaktoren, die
im vorangegangenen Abschnitt beschricben wurden. Mit Be-
ginn der Gastrulation werden diese Unterschiede in Verdnde-
rungen der Zellform iibersetzt, die in der Invagination des Me-
soderms oder des Endoderms resulticren. Die 90 Minuten von
der Beendigung der Kernteilungen bis zur frithen Gastrulation
reprasentieren also die maBgebliche Periode morphologischer
Transformation im Drosophila-Embryo.

Welche Beziehung besteht zwischen diesen morphologischen
Verdnderungen und den Genen, die wir in den Heidelberger
Experimenten identifiziert haben? Als wir Embryonen aus den
139 mutierten Stimmen untersuchten, fanden wir heraus, dal3
sogar Mutanten mit einem sehr friih sichtbaren Phinotyp keine
morphologischen Defekte vor Beginn der Gastrulation aufwie-
sen. Dies lieB vermuten, dal die Produkte der Heidelberger
Gene fiir die frithen morphologischen Ereignisse der Kerntei-
lung und der Zellularisierung irrelevant sind und lediglich beno-
tigt werden, wenn die Zellen in den unterschiedlichen Regionen
der Embryonen beginnen, ihre regionspezifische Zellgestalt zu
dndern. Eine Méglichkeit, dies zu testen, besteht darin, die ge-
samte Synthese neuer RNA zu blockieren, indem jungen Em-
bryonen Verbindungen injiziert werden, die die RNA-Polyme-
rase inhibieren. Zu unserer Bestlirzung deuteten die Arbeiten
von Arking und Parente!* sowie von Edgar et al.l'%! darauf
hin, daB eine solche Behandlung eine abnormale Entwicklung
der Embryonen zu Beginn der Gastrulation verursachen, d.h.
eine Stunde bevor die ersten Defekte bei den Heidelberger Mu-
tanten auftreten. Diese Experimente gaben die ersten Hinweise
darauf, daB die Heidelberger Experimente moglicherweise die
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frith agierenden, fiir die Morphologie wichtigen Gene nicht er-
fa3t hatten.

Um solche Gene zu identifizieren, haben wir ein System von
Translokationskreuzungen entwickelt, mit dem wir fiir definier-
te Regionen auf dem Chromosom defiziente Embryonen erhiel-
ten!!3- 161 Mit diesem System war es moglich, das gesamte Ge-
nom mit wenigen Kreuzungen nach potentiellen Mutanten
abzusuchen, die in frithen Entwicklungsstadien sehr geringfiigi-
ge Abweichungen in ihrer Morphologie aufweisen. So konnten
siecben Regionen (oder Gene) identifiziert werden, die zu den
Defekten fiihren, die bei den mit dem RNA-Polymerase-hem-
menden Wirkstoff behandelten Embryonen festgestellt worden
waren. Diese Gene wurden anhand ihrer Wirkungen auf die
frithe Morphologie identifiziert und nicht wegen ihrer Lebens-
fahigkeit oder ihrer allgemeinen Muster am Ende der embryo-
nalen Entwicklung. Damit représentieren sie eine andere Klasse
von Genen als die Heidelberger Sammlung. Drei dieser sieben
Gene wurden inzwischen kloniert!!”~°!, Anders als die Heidel-
berger Mutanten kodieren diese drei keine Transkriptionsfakto-
ren oder Komponenten eines Signalsystems der Zelle, sondern
sind Cytoskelett-Proteine des Cytoplasmas!*®-2°1,

Gene, die die Morphologie wihrend der Gastrulation beein-
flussen, wurden in den Heidelberger Experimenten offensicht-
lich ebenfalls nicht identifiziert!®). So sind die beiden Heidelber-
ger Gene twist und snail fir die Festlegung des Mesoderms
unbedingt erforderlich. Beide wurden kloniert, und es wurde
nachgewiesen, daB sie Transkriptionsfaktoren kodieren!?!: 22,
Unmittelbar vor der Gastrulation werden diese Gene in den
Kernen der mesodermalen Vorlduferzellen auf der ventralen Sei-
te des Blastoderms exprimiert. Wenn eines dieser Gene mutiert
ist, wird kein Mesoderm gebildet und es entsteht auch keine
ventrale Furche. Folglich bestimmen twist und snail bei Blasto-
dermzellen nicht nur den mesodermalen Entwicklungsweg, son-
dern haben auch einen unmittelbaren Einflu} auf das Verhalten
der mesodermalen Zellen. Da sie Transkriptionsfaktoren sind,
tun sie dies, indem sie die Expression anderer Gene kontrollie-
ren.

Welches sind nun die Zielgene? Wenn die Zielgene Phino-
typen bilden wiirden, die in der Cuticula sichtbar wéren, hiitten
wir sie in den Heidelberger Experimenten entdeckt. Ein Kandi-
dat fiir ein solches Zielgen ist folded gastrulation (fog). In fog-
Mutanten sind die Formidnderungen der Zellen in der ventralen
Furche verspitet und unkoordiniert. Wildtypzellen in der ven-
tralen Furche exprimieren fog kurz bevor sie ihre Gestalt verdan-
dern!?31, Wenn fog auBerhalb der ventralen Furchenanlage ex-
primiert wird, ist es in der Lage, die gleichen anfdnglichen
Verianderungen der Zellgestalt herbeizufiihren, sogar in Zellen,
in denen twist, snail oder andere Faktoren, die gewdhnlich die
mesodermalen Anlagen beeinflussen, fehlen!?4l. Daher ist fog
ein exzellentes Zielgen fiir rwist und srail, und zwar eines, dessen
Expression moglicherweise fiir die Verdnderungen der Zellge-
stalt bei der mesodermalen Entwicklung entscheidend ist.

fog ist — abgesehen von twist und snail — das einzige Heidel-
berger Gen, das die Bildung der ventralen Furche beeinflufit. Da
fog-Embryonen langsame, unkoordinierte Invaginationen voll-
ziechen, wahrend twist- oder snail-Embryonen keine ventrale
Furche bilden, kann fog nicht das einzige Zielgen von twist
und snail sein. Andere Gene, die in Heidelberg nicht entdeckt
wurden, miissen daher fiir die Unterschiede zwischen den twisi-,

Angew. Chem. 1996, 108, 23302337

snail- und fog-Phinotypen und fiir die verzdgerte mesodermale
Invagination, die bei einer fog-Mutante noch auftritt, verant-
wortlich sein. Diese Zielgene wurden in Heidelberg vielleicht
deswegen nicht entdeckt, weil sie moglicherweise fiir die meso-
dermale Invagination nicht notwendig sind, so lange der Em-
bryo ein Wildtypallel von fog aufweist. Sie hitten allerdings
entdeckt werden konnen, wenn die Mutanten direkt im Hinblick
auf morphologische Defekte wihrend der Gastrulation unter-
sucht worden wiren. Angesichts der groBen Zahl von Stimmen
war dies bei den Heidelberger Mutagenese-Experimenten aber
nicht moglich. Vielleicht konnen die relevanten Regionen auf
den Chromosomen mit Translokationskreuzungen identifiziert
werden, da nur wenige solcher Kreuzungen benétigt werden, um
den EinfluB der meisten dieser Regionen zu untersuchen. Die
Ergebnisse neuerer Experimente hierzu lassen vermuten, daB es
Regionen gibt, die die Bildung einer ventralen Furche in einer
Weise bewirken, die mit den Genen der Heidelberger Versuche
nicht erkldrt werden kann. Die meisten dieser morphologischen
Defekte sind voriibergehender Art und dhneln denen in fog-Mu-
tanten. Diese Embryonen, denen diese Gene fehlen, internalisie-
ren schlieBlich ihr Mesoderm. Es ist daher mdglich, daB punkt-
mutierte Gene, die diese frithen morphologischen Effekte
hervorrufen, méglicherweise keine Letalitiat verursachen oder
leicht sichtbare Wirkungen auf die endgiiltige Morphologic ha-
ben.

Die Beziehung zwischen Zellanlage und Zellform

Die Effizienz, mit der Mutationen, die lediglich die Zellanla-
ge, aber nicht die Zellform beeinflussen, mit Mutagenese-Expe-
rimenten identifiziert werden kdnnen, deutet darauf hin, daf} die
beiden Prozesse moglicherweise unterschiedlich kontrolliert
werden. Die Existenz von Mutationen, die die Zellanlage betref-
fen, 1dBt vermuten, dafl Funktionen der Musterbildung nicht
redundant sind. Jedes Gen ist fiir eine normale Entwicklung
unbedingt erforderlich. Durch einzelne, nichtredundante Fak-
toren, die die Zellanlage bestimmen, kdnnten Doppeldeutigkei-
ten bei der Festlegung von Zellanlagen vermieden werden. In
dieser Hinsicht ist eine prizise Festlegung der Genexpression in
jeder einzelnen Zelle méglicherweise nicht so wichtig wie die
Existenz von wenigstens einigen Zellen, die eindeutig auf ihren
jeweiligen Entwicklungsweg festgelegt sind. Hat eine Auswahl
der Zellen stattgefunden, so muf} dies auch morphologisch um-
gesetzt werden. An diesem Punkt besteht mdglicherweise ein
enormer Vorteil fiir Redundanz, da mehrere Prozesse sicherstel-
len kénnten, daB} eine bestimmte Anlage, sobald sie ausgewdhlt
ist, auch tatsdchlich erreicht wird. Diese Redundanz mufB nicht
vollstdndig sein; fillt einer dieser Prozesse aus, fithrt dies mog-
licherweise zu geringfligigen Abweichungen in der Entwick-
lung, deren Ausmal dem von Defekten dhneln koénnte, die
in den ventralen Furchen der fog-Embryonen auftreten. Dem-
entsprechend wiren die Veranderungen der Zellgestalt wiahrend
der Gastrulation die Summe der Effekte unterschiedlicher
Prozesse, von denen jeder zwar fiir die charakteristische Wild-
typmorphologie, nicht aber fiir das Endergebnis notwendig
ware.

Unter den Biologen, die sich mit der Zellentwicklung beschaf-
tigen, interessieren sich die einen besonders fiir die Zellanlage
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und die Musterbildung und andere fiir die Morphogenese. Die-
jenigen, die an den Mustern interessiert sind, konzentrieren sich
vor allem auf Gene wie rwist und snail, da deren Expression im
Blastodermstadium die Entwicklung der ventralen Zellen zu
mesodermalen Zellen festlegt (Abb. 4 links). Diesbezliglich wire

Programmierung der Zelle fir eine l

der Zedle fir unterschiedliche Anlagen|

Anlage | [

Mesoderm _ Trachee-
(Expression von Einschnirung (7)
twist und snail ) E

(Expression
Expression
von fog

Expression von
twist und snail

andere
(7

Gen X

A/

GenZ

von hikb und iif)

Andorungen der Zell- | andere Eigenschaften
gestalt und Invagination | |  des Mesoderms

Einschnirung des Apex—=
Anderungen der Zellgestalt und Invagination

Abb. 4. Unterschiedliche Sichtweisen der Entwicklung. Links steht die Program-
micrung von Zellen zu spezicllen Zellschicksalen im Vordergrund, rechts die zelluli-
ren Mechanismen. die Veriinderungen in der Morphologie hervorrufen.

ein Gen wie fog lediglich einer von vielen nachgeordneten Regu-
latoren. Doch sind die Verdnderungen der Gestalt von mesoder-
malen Zellen withrend der ventralen Furchenbildung nicht auf
die Gastrulation begrenzt. Dariiber hinaus werden Gene wie fog
in anderen Stadien und anderen Anlagen nicht unter der Kon-
trolle von rwist und snail exprimiert. Folglich haben — vom
Standpunkt der zelluliren Morphologie -~ Gene wie fog eine
zentrale Rolle in der Forschung (Abb. 4 rechts). fog-abhidngige
Verinderungen der Zellgestalt werden moglicherweise in vielen
unterschiedlichen Programmen fiir die Entwicklung durch eine
Reihe unterschiedlicher Gene aktiviert, aber die Bedeutung des
Jog-Gens fiir die Funktion der Zelle bliecbe erhalten.

SchluBifolgerungen: die Stirken und Schwichen des
genetischen Ansatzes

Mutagenese-Experimente verlaufen teils zufillig, teils ent-
sprechend den vorgegebenen Bedingungen. Ihr groiter Vorteil
ist vielleicht, dall wir Wissenschaftler wenig Kontrolle {iber
die Art der resultierenden Mutationen haben. Mutationen ereig-
nen sich zufallig im ganzen Genom, wobei Gene unabhingig
davon, ob diese etwas mit den untersuchten Prozessen zu tun
haben oder nicht. ausgeschaltet werden. Deshalb hingt die Her-
stellung von Mutanten normalerweise nicht davon ab, welche
Verbindungen beteiligt sind oder welche Mechanismen der Mu-
tation zugrunde liegen. Der Erfolg hingt wesentlich von der
Féhigkeit der Experimentatoren ab, die erhaltenen Mutanten
durchzusehen und die interessanten Phidnotypen zu erkennen
und zu interpretieren. Hauptsdchlich durch diesen zweiten
Schritt wird das System subjektiv beeinflu3t, da dieser von der
Reaktion des Forschers auf neu entdeck te mutierte Phdnotypen
und von seiner Fahigeit abhidngt, die Art des Defektes und den
richtigen Kontext zu verstehen, in dem er beschriecben werden
kann. Da wir ein Diskussionsmikroskop benutzten, waren Chri-
stiane Nisslein-Volhard und ich oft gleichzeitig zum ersten Mal
mit bestimmten Phidnotypen konfrontiert. Es war nicht immer
einfach, eine Ubercinstimmung iiber die Defekte zu erzielen
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oder zu entscheiden, warum ein bestimmter Stamm interessant
war. Unsere endgliltigen Beschreibungen profitierten von dieser
doppelten Beobachtungsweise, da sie meist das Ergebnis intensi-
ver Diskussionen waren. Wir waren allerdings beide vornehm-
lich an den rdumlichen Mustern und der Gesamtmorphologie
der Embryogenese interessiert. Mutationen, die speziellere As-
pekte der Zelldifferenzierung betreffen, wurden sicherlich in
Heidelberg auch erhalten, aber selbst wenn sic zu einer Sterb-
lichkeit der Embryonen gefiihrt hdtten. wiren sic verworfen
worden.

Zusitzlich zu den subjektiven Einfliissen durch die jeweiligen
Forscher sind genetische Experimente inhdrent durch den Orga-
nismus eingeschriinkt. Embryonen von Drosophila entwickein
sich schnell, und die meisten Genprodukte werden durch mater-
nale und weniger durch zygotische Transkription bereitgestellt.
Dic Entwicklung ist stark regulativ, und die Kommunikation
zwischen den Zellen stellt sicher, daB eine gleichbleibende Mor-
phologie erreicht wird, sogar wenn die Ausgangssituationen
nicht gleich sind. Ein offensichtlicher Mangel der Heidelberger
Experimente ist, daB wir, obwohl wir an den allgemeinen
Aspekten der Morphologie und den frithen Verdnderungen der
Zellform interessiert waren, nur das Ergebnis des Differenzie-
rungsprozesses in Form des Cuticulamusters ausgewertet ha-
ben. Da die hypodermalen Zellen, die die Cuticula absondern,
cinen sehr groBen Teil des Blastoderms reprisentieren, vermute-
ten wir, daB3 es nicht méglich sein wiirde, morphologische Ver-
dnderungen wihrend der Gastrulation zu verursachen, ohne die
letztlich resultierende Morphologie zu verdndern. Die Ergeb-
nisse unserer spiteren Experimente deuten allerdings darauf
hin, daB dies moglicherweise nicht richtig ist. Zwar bevorzugten
wir weder Mutationen, die die Zellanlage, noch solche, die die
Zellform betrafen, doch verinderten die meisten der entdeckten
Gene tatsichlich dic Zellanlage. Dies ist vielleicht darauf zu-
riickzufithren, daB Effekte hinsichtlich der Zellform in Droso-
phila sich hiufig nur kurzfristig auswirken.

Es ist gut moglich, dafl wir mit einem anderen Organismus
andere Ergebnisse erhalten hétten. So sind wir neugierig, ob
Nematoden, die auBergewohnlich konstante Abstammungsli-
nien aufweisen, subtilen Storungen hinsichtlich Bewegung und
Positionierung von Zellen stirker ausgesetzt sind als Drosophila.
Die Entwicklung von Wirbeltieren ist, wie gezeigt wurde, sehr
viel variabler hinsichtlich der Zellabstammung und wesentlich
regulativer beim Aufbau konstanter Morphologien. Diesbeziig-
lich werden die zur Zeit durchgefiihrten Mutagenese-Experi-
mente mit Zebrafisch- und Maus-Modellen méglicherweise ein
Genspektrum liefern, das dem von Drosophila dhnlicher ist.

Natiirlich ist eine der wichtigen Lehren der Heidelberger Ex-
perimente, daf3 solche Spekulationen allgemein kaum Vorhersa-
gen erlauben. Die Phidnotypen und Gene, die man durch ein
bestimmtes Mutageneseexperiment erhilt, werden erst dann be-
kannt, wenn die entsprechenden Experimente aucb durchge-
fiithrt wurden. Die gleichen Folgerungen lassen sich auf die wei-
tere Analyse der Entwicklung von Drosophila anwenden. Trotz
der enormen Fortschritte, die hinsichtlich des Verstdndnisses
tiber die Zellanlagen gemacht worden sind, wissen wir noch
nicht, wie diese Programme zu einer konstanten Morphologie
und Struktur fiihren. Die Morphologien, die Drosophilu-Zellen
annehmen, dhneln hiiufig denen der Wirbeltiere. Uberdies sind
die beteiligten Verbindungen und damit auch der zugrundelie-
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gende Mechanismus wahrscheinlich im Laufe der Evolution
konserviert worden. Indem wir eine erste Verbindung zwischen
Zellanlage und Zellgestalt in Drosophila herstellen konnten,
konnen wir moglicherweise auch eine Briicke zu den For-
schungsprojekten schlagen, in denen man sich mit der Entwick-
lung anderer Organismen beschiftigt.
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