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Gestalt und Grofie der Zellkerne in Blastodermembryonen von Drosophila wird durch das farnesylierte Zellkernprotein Kugelkern bestimmt. Zusatzliche kugelkern Genkopien
fiihren zu einer starkgefalteten und unférmigen Gestalt der Zellkerne (Farbung rot: Kugelkern, griin: LaminDmO).

The size and shape of interphase nuclei in Drosophila blastoderm embryos is controlled by the farnesylated nuclear protein Kugelkern. Additional gene doses of Kugelkern lead
to ruffled and abnormally shaped nuclei (red: Kugelkern, green: LaminDmO).
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EINLEITUNG

Die Forschungsthemen derAbteilung befassen sich mit unterschied-
lichen Aspekten der molekularen Entwicklungsbiologie. Im stdaf-
rikanischen Krallenfrosch Xenopus laevis werden friihe Musterbil-
dungsprozessein ihrer Bedeutung fiir die Genese unterschiedlicher
Organe (Gehirn, Leber, Pancreas) untersucht. Zu diesem Zweck kom-
men sowohl experimentelle Methoden der klassischen embryolo-
gischen Forschung als auch molekulargenetische Ansdtze bis hin
zu der Erzeugung transgener Frosche zum Einsatz. In der Taufliege
Drosophila melanogasterwerden grundlegende morphogenetische
Prozesse sowie Alterungsprozesse untersucht.

PREFACE

The research of the Department of Developmental Biochemistry is
concerned with various aspects of molecular developmental biol-
ogy. The South African clawed frog Xenopus laevis serves as an
experimental model system for early patterning events as they are
relevant fororganogenesis (brain, liver, pancreas). For this purpose,
we use both classical embryological techniques as well as modern
approaches from the field of molecular genetics, including the gen-
eration of transgenic frogs. Drosophila melanogaster serves as a
system for the analysis of basic morphogenetic processes as well
as for aging processes.

1.
Nucleozytoplasmatischer Transport von RNA und
Keimzellentwicklung in Xenopus

Der gerichtete Transport von RNA und Proteinen zwischen Cyto-
plasma und Zellkern, sowie in verschiedene subzelluldre Kompar-
timente unterliegt strengen Regulationsmechanismen. Beispielhaft
werden im Rahmen unserer Arbeiten zu dieser Thematik Identitat,
Transport und Funktion von mRNAs, die am vegetalen Pol von Xe-
nopus Oozyten lokalisiert sind, untersucht. Unter Verwendung ei-
ner cDNA-Bank, die aus mikrodissektierten vegetalen Polen erstellt
wurde, konnte im Rahmen eines Microarray-basierten Screens eine
Vielzahl neuer vegetal lokalisierter mRNAs identifiziert werden. In
diesen RNAs wurden Lokalisationssignale, die fiir den Transport
zum vegetalen Pol verantwortlich sind, mithilfe eines Oozyten-Mi-
kroinjektionsassays identifiziert. Uber biochemische Fraktionierung
und massenspektrometrische Analyse konnten neue Proteine iden-
tifiziert werden, die spezifisch mit solchen Lokalisationssignalen
interagieren. Verschiedenen vegetal lokalisierten mRNAs konnte
eine essentielle Funktion bei der Keimzellentwicklung zugeordnet
werden. Die Keimzell-Spezifitdt einzelner solcher RNAs wird durch
microRNA-vermittelten Abbau in somatischen Zellen erreicht.
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1.
Nucleocytoplasmic Transport of RNA and germ
cell development in Xenopus

The directionaltransport of RNA and proteins between nucleus and
cytoplasmaiis strictly regulated. In this context, we have addressed
identity, transport and function of mRNAs, that are localised at the
vegetal pole of Xenopus oocytes. A large number of novel vegetally
localised mRNAs was identified through a cDNA library generated
from micro dissected vegetal pole material in a micro array based
screen. Localisation signals were defined in several of these RNAs
employing an oocyte-microinjection assay. Biochemical fraction-
ation and mass spectrometric analysis have resulted in the iden-
tification of a structurally related group of novel localisation ele-
ment binding proteins. We could also show that several of these
novel vegetally localised mRNAs have an essential function in the
context of germ cell development. For some of these mRNAs germ
cell specificity is achieved via microRNA mediated degradation in
somatic cells.
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2.
Entwicklung von Pankreas und Leber in Xenopus
Embryonen

Pankreas und Leber entwickeln sich in Vertebraten aus einer Po-
pulation gemeinsamerVorlduferzellen im ventralen Endoderm. Wir
analysieren die genetischen Netzwerke, die fiir diese Prozesse in



Xenopus Embryonen verantwortlich sind, mit dem Ziel, den Weg
einer pluripotenten embryonalen Vorlduferzelle zu den unterschied-
lichen differenzierten Zelltypen in Pankreas und Leber in vitro zu
rekonstruieren. Eine ektopische Expression von nur zwei Transkrip-
tionsfaktoren, Pdx1 und p48, durch mRNA Mikroinjektion in ganze
Xenopus Embryonen fiihrt zu einer deutlichen Expansion von so-
wohl endo- als auch exokrinem pankreatischen Gewebe. Parallel
wurde ein in vitro System zur Erzeugung von Leber- und Pankreas-
Zellen aus pluripotenten embryonalen Vorlduferzellen von Xenopus
Embryonen aufgebaut. Fiir die Erzeugung von pankreatischen Zellen
istin diesem System die Applikation von Retinsdure notwendig, ein
Signal, von dem wirzeigen konnten, dass es auch im Embryo fiir die
Pankreas Entwicklung essentiell ist. Zusatzlich haben wir begon-
nen, die Rolle des Wnt-abhangigen Signalweges bei der anterior-
posterioren Musterbildung im Darmrohr zu analysieren.

2.
Pancreas and Liver Development in Xenopus
Embryos

Pancreas and liver originate from a population of common precur-
sorcellsintheventralendoderm of vertebrates. We are characteris-
ing the genetic networks that are responsible for these processes
in Xenopus embryos, with the aim to define in vitro protocols that
reconstruct the path of a pluripotent embryonic precursor cell to
the multiple differentiated types found in pancreas and liver. Since
the embryonic development of pancreas and liver has so far not
been analysed systematically in Xenopus, we have defined a col-
lection of different pancreas- and liver-specific marker genes. In
the same context, we have also generated transgenic frogs, which
express GFP under the control of pancreas-specific promoters. Ec-
topic expression of a combination of only two transcription factors,
Pdx1 and p48, by means of mRNA injection into Xenopus embryos
results in a dramatic expansion of the endo- and exocrine pancre-
atic tissue. In parallel, we have established an in vitro system for
the generation of liver and pancreas cells from pluripotent embry-
onic precursor cells of Xenopus embryos. We have found that the
application of retinoic acid is required to induce pancreatic differ-
entiation in this system. We have also been able to demonstrate
that retinoic acid signalling is required for pancreas development
in the living embryo.
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3.
Primdre Neurogenese und Musterbildung im
Gehirn von Xenopus Embryonen

Im Prozess der primadren Neurogenese erfolgt die Selektion neurona-
lerVorlduferzellen innerhalb der offenen Neuralplatte aus Gruppen
dquipotenter neural spezifizierter ektodermaler Zellen. Das gene-
tische Netzwerk, das fiir diesen Selektionsprozess verantwortlich
ist, besitzt in Insekten und Sdugetieren dieselbe prinzipielle Archi-
tektur. In Vertebraten ist es aber, bedingt durch wiederholte Gen-
duplikationen, zu einer Funktionsvielfalt der einzelnen beteiligten
Regulatoren gekommen, die nuransatzweise entschliisselt ist. Wir
haben eine Reihe unterschiedlicher Gene mit regulatorischer Funk-
tion wahrend der primdren Neurogenese in Xenopus identifiziert
und charakterisiert, darunter CRMP4, Mitglieder der Mad und Hes/
ESR Familien von Transkriptionsrepressoren sowie das proneurale
RNA-Bindeprotein XSeb4R. Wir konnten nachweisen, dass XSeb4R
ein mRNA-spezifischer Translationsaktivator ist und identifizierten
VegT als eine Ziel-mRNA. Weiterhin haben wir die Funktion des
Notch-Signalweges bei der Spezifizierung des Innenohres und der
DifferenzierungretinalerZelltypen genaueranalysiert. Wir konnten
zusétzlich zeigen, dass der Transkriptionsfaktor Ptfla in der Lage
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ist, ektopisch Neuronen zu induzieren und dass die Aktivitdt von
Ptf1a wahrend der Spezifizierung von GABAergen Neuronen in der
Xenopus Retina und im Hinterhirn erforderlich ist.

3.
Primary Neurogenesis and Patterning of the Brain
in Xenopus Embryos

The selection of neuronal precursor cells from groups of equipotent
neurally specified ectodermal cells within the open neural plate oc-
curs in a process that is referred to as primary neurogenesis. The
genetic network that is responsible for this selection process has
the same elementary architecture in insects and mammals. How-
ever, in vertebrates, due to multiple events of gene duplication, a
considerable diversity of regulators for this process has developed,
which is only partially understood. We have identified and charac-
terized a number of different genes that are involved in the process
of primary neurogenesis in Xenopus, including CRMP4, members of
the Mad and Hes/ESR family of transcriptional repressors as well as
the proneural RNA binding protein XSeb4R. We demonstrated that
XSeb4Risatranscript-specific translational activatorand identified
VegT as a target mRNA. Moreover, we studied the role of Notch sig-
nalling in the specification of the inner ear and the differentiation
of retina cell types. In addition, we could show that the transcrip-
tion factor Ptf1a drives ectopic neurogenesis and that its activity is
required forthe specification of GABAergic neurons in the Xenopus
retina and hindbrain.
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4.
Die Requlation morphogenetischer
Zellbewegungen durch den PCP Signalweg

Unsere Arbeitsgruppe untersucht die Signalmechanismen, die mor-
phogenetische Bewegungen in der Xenopus Neuralentwicklung und
im Besonderen in der Neuralleistenzellenmigration steuern. Dabei
wird in ersterLinie der PCP (planar cell polarity) Signalweg analysiert,
ein nicht-kanonischer Wnt-Signalweg, der eine noch weitgehend
ungeklarte Rolle in der Steuerung morphogenetischer Zellbewegun-
gen spielt. Wir konnten zu deren Aufkldrung beitragen, indem wir
einen neuen Regulator der planaren Zellpolaritdt von Vertebraten
isolierten und dessen Interaktion mit dem PCP Signalweg charak-
terisierten. PTK7 (Proteintyrosinkinase 7) ist ein transmembranes
Protein mit einer Tyrosinkinase-homologen Domadne, von dem wir
zeigen konnten, dass es das SchlieBen des Neuralrohrs und die
Neuralleistenzellenmigration steuert. Unter Verwendung sowohl
biochemischer Methoden als auch in vivo gain- und loss-of-func-
tion Analysen untersuchen wir den Signalmechanismus von PTK7.
Erste Interaktionspartnervon PTK7 wurden bereits identifiziert und
werden jetzt funktionell in vivo mit Hilfe von Neuralleistenzellen-
explantaten analysiert.

4.
The requlation of morphogenetic cell movements
by the PCP signalling pathway

Our group is investigating the signalling mechanisms that guide
morphogenetic cell movements during Xenopus neural develop-
ment and in particular during neural crest migration. We are fo-
cusing on the planar cell polarity (PCP) signalling pathway, a non-
canonical Wnt signalling pathway, which plays a largely unknown
role inthe guidance of morphogenetic cell movements. Ourresearch
helped to elucidate this role by identifying a novel regulator of ver-
tebrate planar cell polarity and characterizing its interaction with
the PCP signalling pathway. PTK7 (protein tyrosine kinase 7) is a
transmembrane protein with a tyrosine kinase homology domain
thatis required forthe regulation of neural tube closure and neural
crest migration. We are characterizing the signalling mechanism of
PTK7 by using biochemical methods as well as in vivo gain- and
loss-of-function analyses. First interaction partners of PTK7 have
been identified and their function is now being analyzed in vivo
using explanted neural crest cells.
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5.
Morphogenese bei Drosophilaembryonen

Das zelluldre Blastoderm wahrend der Embryonalentwicklung von

Drosophila zeichnet sich durch eine einfache und invariante Mor-

phologie und experimentelle Zuganglichkeit aus, anhand derer sich

die biochemischen und molekularen Mechanismen von grundlegen-

den morphogenetischen Prozessen, wie Zellzykluskontrolle, Zell-

formdnderungen, Membranfaltung und Zellkernform, untersuchen

lassen. Fiir die Untersuchungen wird ein breites Spektrum von Me-

thoden eingesetzt, insbesondere genetische Methoden wie Muta-

genese und Flureszenzmikroskopie.

Im Einzelnen werden folgende Prozesse analysiert:

> Zellzykluskontrolle wahrend des Furchungsstadiums, insbeson-
dere die Funktion der mitotischen Inhibitoren Frs (Frithstart) und
Trbl (Tribbles)

> Regulation der Zellkernmorphologie durch das Laminaprotein
Kugelkern und die Funktion von Zellkernmorphologie fiir das
Altern

> Organisation des Aktinzytoskeletts durch den RhoGEF2-Rho1-
Dia (Rho Guanyl exchange factor 2 —Rho-Diaphanous) Signalweg
und dessen Funktion bei der Membraninvagination

> Isolierung und Charakterisierung neuer Mutationen, die Defekte
im Blastoderm aufweisen.

5.
Morphogenesis of Drosophila Embryos

The cellularblastoderm of Drosophila embryos with its rather simple
morphology serves as a model for investigation of the molecular
and biochemical mechanisms of fundamental morphogenetic pro-
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cesses like control of cell proliferation, cell shape changes, mem-

brane infolding and nuclear shape changes. Our research focus is

on this single step in development of Drosophila embryos, since

it displays a uniform and easily visible cellular organisation and is

accessible for experimental interference. A wide range of methods

is employed for the analysis, including biochemical and genetic

approaches, as well as high resolution live-imaging.

Specifically the following processes and genes are analysed :

> turning of the cell cycle after 13 divisions, especially the role of
mitotic inhibitors Frs and Trbl

> control of nuclear shape by the lamina protein Kugelkern, nuclear
positioning within the cell, and the role of nuclear morphology
for ageing

> organisation of the actin cytoskeleton through the RhoGEF2-
Rho1-Dia (Rho Guanyl exchange factor 2 — Rho-Diaphanous)
signalling cascade and its role in membrane invagination

> In mutagenesis experiments we have isolated new mutations
with phenotypes that affect the visible morphology during early
development. As an ongoing project we map and clone the mu-
tated genes, and study their cell biological function.
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