
5 Diskussion

Das Heuschreckengehirn ist durch seine Größe und die Zugänglichkeit seiner Zellen für die 
Untersuchung von Entwicklungsprozessen auf der Basis individuell identifizierter Zellen gut 
geeignet. Bei Vertebraten besteht nur in Ausnahmefällen wie etwa bei der Mauthnerzelle von Fischen 

eine solche Möglichkeit. Bei Drosophila sind die einzelnen Entwicklungsstadien, respektive die 

Zellen in der Regel zu klein, um während der Entwicklung individuelle Neuronen zu verfolgen. 

Darüber hinaus ist das embryonale Gehirn von Drosophila durch den komplizierten 

Innvaginationsprozess nur sehr schwer zugänglich. Aus diesen Gründen wurde im Rahmen der hier 
vorliegenden Arbeit die Entwicklung identifizierter Zellen in der Mittellinie des Heuschreckengehirns 

von Schistocerca gregaria untersucht. Unter Verwendung von histologischen, 

immunhistochemischen, elektronenmikroskopischen und intrazellulären Methoden sind dabei Aspekte 
zur Neurogenese, Axogenese und Morphogenese der Mittellinienzellen bearbeitet worden. Es konnte 
gezeigt werden, dass in der Mittellinie des embryonalen Gehirns ein unpaarer von den beiden 
Gehirnhemispheren unabhängiger Zellcluster auftritt, dessen Zellen zum Teil noch im adulten Gehirn 
vorhanden sind. Darüber hinaus beschreibt eine vergleichende anatomische und 
immunhistochemische Studie Gemeinsamkeiten im Bauplan der Mittellinie im Insektengehirn und 
Ähnlichkeiten im Expressionsmuster eines bestimmten Antigens.

5.1 Die Entwicklung der "median domain" im Gehirn von Schistocerca gregaria

5.1.1 Die "median domain", ein neuer proliferierender Zellcluster in der Mittellinie 
des Gehirns
Die "median domain" befindet sich in der Mittellinie des embryonalen Gehirns zwischen den beiden 
Loben der embryonalen Pars Intercerebralis. Sie ist von den benachbarten Gehirnregionen durch 
Gliazellen getrennt und läßt sich so morphologisch eindeutig abgrenzen (Kapitel 4.1, Boyan et al., 
1995b). Die Zellen der "median domain" unterscheiden sich soweit dies bisher untersucht wurde in 
ihrer Entstehung und Entwicklung von denjenigen der Gehirnhemispheren, die vor allem von 
Neuroblasten gebildet werden. Ein Teil der Neuronen in der "ventral median domain" und der "dorsal 
median domain" entsteht direkt aus dem Neuroektoderm. Andere Zellen werden durch die einzige 
Vorläuferzelle, den "median precusor" gebildet. Die "median domain" wird deshalb in dieser Arbeit 

als neuer proliferierender Zellcluster im Gehirn der Heuschrecke Schistocerca gregaria beschrieben. 

Ein proliferierender Cluster enthält teilungsaktive Zellen, entwickelt sich aber unabhängig von 
anderen Regionen, indem er zum Beispiel durch Gliagrenzen getrennt ist und zwischen ihnen keine 
Zellmigration stattfindet. Ein einzelnes Neuromer des Nervensystems wie das Protocerebrum oder 
das Deutocerebrum wird so aus einzelnen proliferierenden Clustern aufgebaut. Als eine unabhängige, 
teilungsaktive Region ist die "median domain" Teil des gesamten Protocerebrums wie auch die 
embryonale Pars Intercerebralis oder das laterale Protocerebrum (Boyan et al., 1995b).
Die Neurogenese der "dorsal median domain" ist von besonderem Interesse, da sie die Region ist, in 
der die erste Kommissur entseht, welche die beiden Gehirnhemisphären miteinander verbindet 
(Boyan et al., 1995a; Reichert und Boyan, 1997). In einer kürzlich veröffentlichten Studie zur 

Neurogenese im Gehirn der Taufliege Drosophila (Dumstrei et al., 1998) wird der Bereich der 

Mittellinie dort in eine ventrale und eine dorsale Domäne unterteilt. Die Autoren weisen nach, dass 
sich die "head midline cells" in diesen beiden Domänen durch Invagination aus dem Mesektoderm 
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bilden und sie sich in einer zur neuronalen Achse horizontalen Ebene teilen. Das ist typisch für Zellen, 
die aus dem mesektodermalen Streifen in der Mittellinie des Nervensystems stammen (Goodman und 
Doe, 1993; Dumstrei et al., 1998). Darüber hinaus wurde von Dumstrei et al. (1998) gezeigt, dass 
EGF ("epidermal growth factor") für den Erhalt und die Differenzierung der mesektodermalen Zellen 

in der Mittelinie des Gehirns von Drosophila notwendig ist. Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen 

einige Gemeinsamkeiten, z.B. bei der direkten Invagination von Zellen aus dem Ektoderm, im Fehlen 
von Neuroblasten in der MD oder der Teilungsebenen der Zellen, mit der Entwicklung der 

Mittellinienregion im Gehirn von Drosophila. Bisher gibt es allerdings noch keinen molekularen 

Marker, mit dem sich mesektodermales Gewebe im Gehirn der Heuschrecke nachweisen läßt. 
Deshalb wird hier vorerst nur von ektodermalem Gebwebe in der Mittellinie des Gehirns gesprochen 
bis die mesektodermale Identität eindeutig geklärt ist. Ein möglicher Ansatz wäre der Nachweis des 

short gastrulation (sog) Transkriptionsprodukts (deRobertis und Sasai, 1996) im 

Heuschreckenembryo. Der Bereich der Mittellinie im embryonalen Heuschreckengehirn ist ebenfalls 
in eine ventrale ("ventral median domain", vMD) und eine dorsale ("dorsal median domain", dMD) 
Domäne unterteilt, die von den benachbarten Gehirnregionen eindeutig durch eine REGA-1 
exprimierende Gliazellschicht getrennt wird (Boyan et al., 1995a). Die Unterteilung der "median 
domain" bei der Heuschrecke kann aber auch über die Orientierung der Längsachsen der Zellen in 
beiden Bereichen der "median domain" (vgl. Abb. 1B) begründet werden. Die Längsachsen der 
Zellkörper in der vMD bleiben in ihrer Orientierung senkrecht zur neuronalen Achse, nachdem sie aus 
dem Ektoderm eingewandert sind. Für den Streifen in der Mittellinie der Ganglien im ventralen 
Nervensystem haben Mobbs (1976) und Goodman (1981) nachgewiesen, dass die Zellen dort 
ebenfalls von der Oberfläche her einwandern und die Orientierung der Einwanderung mit der 
Orientierung der Zellachsen übereinstimmt (Abb. 2). Im Gegensatz dazu entspricht die Orientierung 
der Zellen in der dMD der neuronalen Achse (Abb. 1B) und der Richtung weiterer Teilungen (Abb. 3, 
6). Das bedeutet, die Zellen teilen sich in einer horizontalen Ebene und nicht wie die Neuroblasten im 
ventralen Nervensystem senkrecht dazu (Doe und Goodman, 1985a).
Da bisher Daten zu den Faktoren fehlen wie die Neurogenese im Mittellinienbereich des 

Heuschreckengehirns reguliert wird, und ob sie mit der Neurogenese bei Drosophila vergleichbar ist 

(Klämbt et al., 1991; Sonnenfeld und Jacobs, 1994; Dumstrei et al., 1998), kann man nur aufgrund 
der Ähnlichkeit der Organisation der "median domain" vermuten, dass die Mittellinienzellen auch bei 

Heuschrecken eine mesektodermale Herkunft wie bei Drosophila haben. In der Mittellinie des 

ventralen Nervensystems von Drosophila und Heuschrecke befinden sich ebenfalls Zellen 

mesektodermaler Herkunft (Klämbt et al., 1991; Goodman und Doe, 1993) wie der unpaare "median 
neuroblast" (MNB) und verschiedenen "median precursor" Zellen. Der MNB erzeugt in aufeinander 
folgenden Teilungsphasen sowohl unterschiedliche neuronale Tochterzellen wie auch den größten Teil 
der Mittelliniengliazellen (Condron und Zinn, 1994). Allerdings untescheiden sich der MNB und 
seine Abkömmlinge durch die Expression von Engrailed von den Zellen der "median domain" im 
Gehirn, die keine Engrailed-Expression aufweisen (Boyan et al., 1995c). Dagegen exprimieren 
allerdings die anterior in den segmentalen Ganglien gelegenen "median precursor" Zellen ebenfalls 
kein engrailed und könnten damit dem "median precursor in der "dorsal median domain" entsprechen.
Trotz bestehender Ähnlichkeiten zwischen den Mittellinienzellen im Gehirn und im ventralen 
Nervensystem kann aber noch keine endgültige Aussage zur mesektodermalen Herkunft der "median 
domain" im embryonalen Gehirn der Heuschrecke gemacht werden.
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5.1.2 Abstammung identifizierter Zellen in der "dorsal median domain"
Eine kleine Anzahl von Zellen wurde bereits von Boyan et al. (1995a, b) in der "dorsal median 
domain" des embryonalen Heuschreckengehirns identifiziert. Dazu gehören z.B. die "primary 
commissure pioneers" (PCP), die an der Bildung der "primary commissure" beteiligt sind. Allerdings 
konnte ihre Abstammung bisher nicht eindeutig geklärt werden. Versuche zur Identifikation 
teilungsaktiver Zellen in der "median domain" mit Hilfe von BrdU-Aufnahme zeigen (Abb. 2), dass 
es in der dMD nur eine einzige Vorläuferzelle, den "median precursor", gibt, der sich bei etwa 25% 
der Embryonalentwicklung aus dem Ektoderm entwickelt. Meerrettichperoxidase-Immunhistochemie 
(Abb. 4), BrdU-Aufnahme (Abb. 2) und Einzelzellfärbungen (Abb. 5, 6, 7, 18) bestätigen, dass sich 
keine anderen Vorläuferzellen in der weiteren Embryonalentwicklung in der dMD differenzieren. Der 
"median precursor" bildet bis etwa 45% der Entwicklung 6 Tochterzellen (Abb. 8), die als 
Nervenzellen zu identifizieren sind (Abb. 4). Diese Ergebnisse stimmen mit früheren Beobachtungen 

überein, bei denen proliferierende Zellen in der "median domain" von Schistocerca gregaria indirekt 

über die Annulin Expression ihrer Gliahüllen nachgewiesen wurden (Boyan et al., 1995c). Der 
Zeitraum der Annulin Expression in der "dorsal median domain" stimmt dabei mit der Zeitspanne 
überein, in der der "median precursor" seine Tochterzellen bildet.

5.1.3 Einzelzellfärbungen identifizierter Neuronen
Bei der Untersuchung der einzelnen Zelltypen in der "dorsal median domain" (dMD) und der 
embryonalen Pars Intercerebralis (PI) durch intrazelluläre Färbung mit Luzifer Yellow stellt sich 
heraus, dass die verschiedenen gefüllten Zelltypen ("median precursor", "primary commissure 
pioneers", "lateral cells" und die Neuroblasten 1 - 3 der PI) nicht miteinander gekoppelt sind (Abb. 5, 
6, 7, 18). Der Nachweis der Kopplung von Zellen über diffundierende Farbstoffe ist eine Methode, 
die Abstammung dieser Zellen zu untersuchen. Goodman und Spitzer (1979) beschreiben, dass 
Zellen über einen bestimmten Zeitraum mit ihren Mutterzellen über das Cytoplasma gekoppelt bleiben. 
Die Injektion des Farbstoffs in eine Zelle färbt dabei gleichzeitig auch die entsprechenden Mutter- oder 
Tochterzellen. Aus den hier vorgestellten Ergebnissen folgt, dass der "median precursor" mit seinen 
Tochterzellen, die "primary commissure pioneers" (PCP) und die LC ("lateral cells";siehe auch Graf 
et al., 2000) eine voneinander unabhängige Entstehung und Entwicklung durchlaufen. Weiter deuten 
die Ergebnisse für die PCP Neuronen und für die LC darauf hin, dass für sie keine Vorläuferzelle 
existiert (Abb. 6, 7, 18) und sie sich vor 30% Embryonalentwicklung direkt aus dem Ektoderm 
bilden. In ihrer Entstehung aus einem Epithelium und der Bildung einer Pionierbahn erinnern die PCP 
Neuronen an die TiI Pioniere (Bentley und Keshishian, 1982). Die TiI Pioniere entstehen im 
Ektoderm der Beinknospe und wachsen von dort entlang der Grenze zwischen Ektoderm und 
Mesoderm in Richtung Mittellinie. Auf diesem Weg faszikulieren sie mit Motoneuronen des zentralen 
Nervensystems. Auf diese Weise etablieren sie das erste Faszikel des Beinnervs. Ein wichtiger 
Unterschied ist, dass die TiI Pioniere anschließend absterben (Kutsch und Bentley, 1987), während 
die PCP Neuronen überleben und auch zur Bildung des adulten Nervensystems beitragen (Abb. 23, 
24). 
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5.2 Die Bildung des axonalen Grundgerüsts im Gehirn von Schistocerca gregaria

5.2.1 Axogenese im embryonalen Gehirn
Zwei Schlüsselereignisse bei der Entstehung des Gehirns in der frühen Embryonalentwicklung sind 
die Einwanderung von Neuroblasten aus dem Ektoderm (Zacharias et al., 1993; Boyan und Williams, 
1997) und die gerichtete Axogenese der Nervenzellen, bei der Pionierneuronen ein axonales 
Grundgerüst aufbauen (Boyan et al., 1995a). In dieser Studie über die Axogenese im embryonalen 

Gehirn der Heuschrecke Schistocerca gregaria wird beschrieben, dass unabhängig von der 

Komplexität des adulten Gehirns in der frühen neuronalen Entwicklung einfache Prozesse der 
Axogenese ablaufen, an denen identifizierte Zellen beteiligt sind. 
Immunhistochemische Färbungen gegen Meerrettichperoxidase zeigen eine gerichtete Axogenese, die 
von spezifischen Zellclustern an stereotypen Stellen im Gehirn ausgeht und die spezifische axonale 
Bahnen etablieren (Reichert und Boyan, 1997). Bei diesen Zellclustern handelt es sich um Gruppen 

von wenigen Zellen, die sich zwischen 27% und 30% differenzieren. Sowohl für Drosophila 

(Therianos et al., 1995; Nassif et al., 1998) als auch für Schistocerca gregaria (Boyan et al., 1995a) 

wurden an solchen Stellen Neuronen beschrieben, deren Axone von Zellcluster zu Zellcluster 
wachsen und diese longitudinal und kommissural verbinden. Diese schrittweise Entwicklung erzeugt 
ein axonales Gerüst, das in senkrecht zueinander verlaufenden Bahnen rund um das Stomodeum 
angeordnet ist (Reichert und Boyan, 1997). Wie in dieser Arbeit gezeigt wird, exprimiert ein Teil 
dieser Zellcluster im frühembryonalen Gehirn von Heuschrecken dabei das Antigen Lazarillo (vgl. 
Abb.10, 11). Die Lazarillo Expression wurde hier verwendet, um die Entstehung des axonalen 
Grundgerüsts zu untersuchen.

5.2.2 Die Lazarillo-Expression im Gehirn von Schistocerca gregaria
Vergleichbar zur Entwicklung im ventralen Nervensystem (Bastiani et al., 1987) exprimiert ein Teil 
der Neuronen, die im embryonalen Gehirn axonale Bahnen bilden das homophile Zell - Zell 
Adhäsionsmolekül Fasciclin 1 (Bastiani et al., 1987; Boyan et al., 1995a). Allerdings ist im Gehirn 
dieses Antigen allein nicht ausreichend, um eindeutig individuelle Neuronen zu identifizieren, die zur 
Bildung des axonalen Gerüsts beitragen.Ein weiteres Antigen, Lazarillo, wird von einer begrenzten 
Anzahl von Zellen im frühembryonalen Gehirn der Heuschrecke exprimiert. Lazarillo ist ein 
Oberflächenprotein aus der Familie der Lipocaline, das über einen Glycosyl-Phosphatidylinositol-
Rest (GPI) in der Zellmembran verankert ist (Ganfornia et al., 1995). Wie Fasciclin 1 wird Lazarillo 
nur von einem Teil der Neuronen im Nervensystem des Heuschreckenembryos exprimiert (Sanchez et 
al., 1995), die sich aber eindeutig identifizieren lassen. 
Im peripheren Nervensystem wurde für GPI verankerte Proteine bereits von Chang et al. (1992) eine 
Funktion bei der Bildung von Pionierbahnen gezeigt. Sanchez et al. (1995) beschreiben für das 
ventrale Nervensystem eine Beteiligung von Lazarillo-exprimierenden Zellen an der Etablierung 
frühembryonaler axonaler Bahnen. Die "anterior commissure pioneers" (AcP) bilden in den einzelnen 
Bauchmarkganglien die anteriore Kommissur (Sanchez et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit 
werden einzelne Zellen und Zellcluster im frühembryonalen Gehirn der Heuschrecke anhand ihrer 
Lazarillo-Expression identifiziert. In Kombination mit Einzelzellfärbungen durch Farbstoffinjektion in 
unterschiedlichen Entwicklungsstadien ist es möglich, den Beitrag dieser Zellen zur Bildung des 
axonalen Grundgerüsts zu bestimmen. Dabei werden die LaC (Lazarillo exprimierenden Cluster) 
schrittweise durch Lazarillo-exprimierende Axone verknüpft, und bilden dabei ein Netzwerk, das in 
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seinem Grundmuster dem axonalen Grundgerüst entspricht. Über Antigen-Blockierungsexperimente 
könnte in einem nächsten Schritt nun gezeigt werden, in welcher Weise Lazarillo-exprimierende 
Zellen für den Aufbau des axonalen Grundgerüsts notwendig sind.

5.2.3 Die Entwicklung der "lateral cells" (LC)
Die Untersuchung des Lazarillo-exprimierenden Zellclusters LaC 2 in der "dorsal median domain" 
(dMD), der nur aus der "lateral cell" (LC) besteht, zeigt für diese Zelle einen besonderen 
Entwicklungsverlauf (Abb. 10, 13, 14). Zu keinem Zeitpunkt ihrer Entwicklung ist eine der "lateral 
cells" weder mit dem "median precursor", der einzigen mitotisch aktiven Zelle in der "dorsal median 
domain" noch mit einer anderen Zelle in der dMD oder der Pars Intercerebralis gekoppelt (Abb. 5, 6, 
7). Trotz der hier verwendeten begrenzten methodischen Möglichkeiten zur Untersuchung der 
Abstammungsverhältnisse ist anzunehmen, dass die "lateral cells" sich ohne Vorläuferzelle direkt aus 
dem Ektoderm der dMD differenzieren. Falls diese Vermutung richtig ist, sind sie nicht die einzigen 
Zellen in der dMD, die eine solche Entwicklung durchlaufen. Die TERM-1-exprimierenden PCP 
Neuronen differenzieren sich aller Wahrscheinlichkeit nach ebenfalls direkt und ohne eine 
nachweisbare Vorläuferzelle aus dem Neuroektoderm der dMD (Kapitel 4.3, Ludwig et al., 1999). In 
dieser Beziehung entspricht die Neurogenese der "lateral cells" und der PCP Neuronen der 

Zellentwicklung, wie sie für die vergleichbaren Regionen in Drosophila beschrieben wurde 

(Dumstrei et al., 1998). 

5.2.4 Beitrag der Lazarillo-exprimierenden Zellen zur Bildung des axonalen 
Grundgerüsts
Die Ergebnisse zeigen weiter, dass Zellen aus jedem der beschriebenen Zellcluster (LaC 1 - 7, Abb. 
15, 16) das Lazarillo Antigen im frühembryonalen Gehirn der Heuschrecke exprimieren. Die Anzahl 
dieser Lazarillo-exprimierenden Zellen in den einzelnen Clustern ist auch in unterschiedlichen 
Präparationen immer konstant (Abb. 10, 16). Darüber hinaus gibt es in den einzelnen Clustern aber 
noch weitere Nervenzellen, die keine Lazarillo Expression zeigen. Deren Beitrag zum axonalen 
Grundgerüst im Heuschreckengehirn konnte bisher nicht ermittelt werden, da es bisher noch keine 
sicheren Methoden gibt, sie wiederholt zu identifizieren. Im Gegensatz dazu gibt es aber eindeutige 
Hinweise darauf, dass alle Lazarillo exprimierenden Zellen an der Bildung des axonalen 
Grundgerüsts beteiligt sind. Das zeigt die Analyse der Entwicklung einzelner Zellen durch 
Farbstoffinjektionen (Abb. 12, 13) und durch die Tatsache, dass die gesamte Zelle Lazarillo 
exprimiert (Abb. 13). Lazarillo ist als Oberflächenprotein geeignet, als interzellulärer Marker oder 
Zellerkenungsmolekül zu fungieren. Beispiele dafür sind die Entwicklung der "lateral cells" und die 
Axogenese in LaC1. Die "lateral cells" etablieren eine laterale Bahn und nützen die Lazarillo-
exprimierenden Zellen in den Clustern LaC1 und 3 als Wegweiser für ihre Axogenese (Abb. 14). 
Zellen aus LaC 1 bilden orthogonal zueinander verlaufende axonale Bahnen an einer Stelle, an der 
sich Axone aus dem Proto- und Deutocerebrum und der "median domain" treffen (Abb. 12). Daraus 
folgt, dass die Axogenese einzelner Zellen in einer bestimmten Region des Gehirns immer in der 
gleichen Art und Weise zur Bildung des axonalen Grundgerüsts beiträgt.
Die Entstehung dieses Grundgerüsts verläuft über eine Reihe von Einzelschritten, wodurch die 
Lazarillo-exprimierenden Zellen ein Netz von Bahnen aufbauen. Die ersten Lazarillo-exprimierenden 
Zellen erscheinen anterior des Stomodeums in der Nähe der Mittellinie (LaC 1, Abb. 16) und bilden 
anschließend axonale Verbindungen mit weiteren lateral, anterior und posterior liegenden Clustern. 
Bis 43% der Embryonalentwicklung entsteht dadurch rund um das Stomodeum ein symmetrisches 
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Gerüst aus Lazarillo-exprimierenden Axonen.

5.2.5 Vergleich der Lazarillo- und Fasciclin 1-Expression
Die Lazarillo-exprimierenden Bahnen liegen medial rund um das Stomodeum und in den anterioren 
Bereichen der embryonalen Pars Intercerebralis und des Protocerebrums. Weiter lateral liegende 
Bahnen, z. B. in den optischen Loben oder im lateralen Deuto- und Tritocerebrum werden dagegen 
nicht gefärbt (vgl. Boyan et al., 1995a). Das ergibt ein Vergleich der Lazarillo-Expression mit der 
Expression von Fasciclin 1 im embryonalen Heuschreckengehirn (Abb. 39). Die Fasciclin 1-
Expression beginnt in den Zellclustern der optischen Loben (Abb. 39) und setzt sich nach medial fort. 
Dabei bauen die einzelnen Fasciclin 1-exprimierenden Zellen sukzessive axonale Verbindungen auf 
(Bastiani et al., 1987; Boyan et al., 1995a). Der Vergleich mit Lazarillo zeigt, dass die Fasciclin 1-
exprimierenden Zellen in dem Entwicklungszeitraum zwischen 29% und 32% der 
Embryonalentwicklung von der Peripherie des Gehirns ausgehend axonale Bahnen in Richtung 
Mittellinie bilden. Gleichzeitig entwickeln Lazarillo-exprimierende Neuronen von der Mittellinie aus  
laterale, anteriore und posteriore axonale Bahnen. Die Bildung des axonalen Grundgerüsts beruht also 
auf der gerichteten Axogenese einzelner Neuronen. Einige dieser Bahnen werden durch Lazarillo- und 
Fasciclin 1-exprimierende Zellen gebildet, wobei die Expression nicht notwendigerweise in den 
gleichen Zellen oder Zellclustern zu finden ist. Axogenese in unterschiedliche Richtungen findet sich 
auch innerhalb einzelner Cluster. In Cluster LaC 1 bilden Neuronen senkrecht zueinander verlaufende 
Bahnen, die dem Axon der "lateral cell" als Orientierung dienen (vgl. Abb. 14). 

Abb. 39. Pionierneuronen im embryonalen Heuschreckengehirn. A: Die Schemazeichnung vergleicht, in welcher 
Weise Lazarillo-exprimierende Cluster (schwarz) und Fasciclin 1-exprimierende Cluster (punktiert) zur Bildung des 
axonalen Gerüsts im embryonalen Heuschreckengehirn bei 32 - 33% beitragen. Lazarillo-exprimierende Bahnen sind 
schwarz dargestellt, Fasciclin-1-exprimierende Bahnen gestrichelt. Der Pfeil zeigt nach anterior (a). B:  Identifizierte 
Zellen in der "dorsal median domain" (dMD) in der Mittellinie (M) des Gehirn bei 32 - 33%. Der "median precursor" 
(MP) hat 3 Tochterzellen gebildet (gestrichelt). Beiderseits seiner Abstammungslinie liegen die beiden "lateral cells" 
(LC, schwarz), deren Axone lateral entlang der Grenzen zur Pars Intercerebralis (PI) wachsen (Pfeile). In der PI (schwarze 
Linien) befinden sich die identifizierten Neuroblasten 1 - 3 (NB 1 - 3). Weiter posterior liegen die paarigen TERM-1-
exprimierenden "primary commissure pioneers" (PCP, grau). Die LC exprimieren Lazarillo, während die PCP in ihren 
Axonen Fasciclin 1 exprimieren. Posterior der dMD liegt das durch die schwarze Linie angedeutete Stomodeum (stom). 
Maßstab: A = 200µm, B = 20µm.
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5.2.6 Schrittweise Entwicklung des axonalen Grundgrüsts
Die Beschreibung der Expressionsmuster von Lazarillo und Fasciclin 1 geben einen Einblick in die 
schrittweise Entwicklung des axonalen Grundgerüsts (Abb 39). In weiterführenden Experimenten, 
zum Beispiel durch Blockierung einzelner Antigene wie es für die Lazarillo-Expression in ventralen 
Nervensystem durchgeführt wurde (Sanchez et al., 1995), muss nun untersucht werden, nach 
welchen molekularen Markern sich die einzelnen Neuronen orientieren und welche übergeordneten 

Steuerelemente eingeschaltet sind. Für das ventrale Nervensystem von Drosophila sind bereits einige 

Mutanten beschrieben worden, die zeigen welche Gene bei der Steuerung der Bildung eines axonalen 

Grundgerüsts beteiligt sind (vgl. Goodman und Doe, 1993). Die Mutation von Genen wie sim oder 

slit (Zinn und Sun, 1999; Nambu et al., 1991), welche die Entwicklung der Mittellinienzellen 

betreffen führen durch das Fehlen dieser Zellen zu einer abnormen Bildung der beiden Kommissuren 
der ventralen Ganglien und wenig später zu ihrem Verschwinden. Zusätzlich fusionieren die 

longitudinalen Trakte in der Mittellinie. Die Mutationen in den Genen comm (commissureless) und 

robo (roundabout) führen zum einen zum vollständigen Fehlen aller Kommissuren im ventralen 

Nervensystem beziehungsweise zum Überqueren der Mittellinie von Zellen, die normalerweise nur 

ipsilateral wachsen (Goodman und Shatz, 1993; Seeger et al., 1993). Während comm vermutlich als 

positives Signal Wachstumskegel über die Mittellinie leitet, verhindert robo durch eine abstoßende 

Wirkung das Überqueren der Mittellinie durch andere Neuronen.
Ein weiterer interessanter Aspekt der Lazarillo-Expression ist die Tatsache, dass sie in einigen 
Clustern weit über den Zeitraum hinaus, in dem sich das axonale Grungerüst bildet, beibehalten wird. 
Axonale Bahnen, die das Gehirn mit dem ventralen Nervensystem verbinden und Bahnen im "dorsal 
tegumentary nerve", sind bis in die späte Embryonalentwicklung hinein Lazarillo-immunreaktiv (Graf 
et al., 1999). Diese Expression in späteren Entwicklungsstadien sollte auch ein Ziel weiterführender 
Untersuchungen sein.
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5. 3 Die Entwicklung der "primary commissure pioneers"

5.3.1 Immunhistochemisch identifizierbare Nervenzellen
Aufgrund der Verfügbarkeit von spezifischen Antikörpern gegen Neurotransmitter und Neuropeptide 
(vgl. Raabe, 1989; Nässel, 1993) wurden sowohl im zentralen wie auch im peripheren Nervensystem 
von Insekten eine große Zahl von Neuronen beschrieben, die Antigene wie zum Beispiel Leukokinin-
1 (Nässel et al., 1992), Proctolin (Nässel und O`Shea, 1987) oder FMRFamide (White et al., 1986; 
Homberg et al., 1990) exprimieren. Dabei ist die zellspezifische Expression eines einzelnen Moleküls 
in nur wenigen Nervenzellen im Nervensystem von Insekten selten (Nässel et al., 1989; Truman und 
Copenhaver, 1989; Lundquist und Nässel, 1990).
In dieser Arbeit wird die Entwicklung (Kapitel 4.3), die Ultrastruktur (Kapitel 4.4) und das  
Expressionsmuster (Kapitel 4.5) von identifizierten Interneuronen im Heuschreckengehirn dargestellt. 
Die "primary commissure pioneers" (PCP) der "dorsal median domain" sind die einzigen Zellen im 

gesamten Nervensystem von Schistocerca gregaria, die das TERM-1 Antigen exprimieren (Meier et 

al., 1993). Ein ähnlich exklusives Expressionsmuster ist bisher nur für drei andere Antigene bei 
Insekten beschrieben worden. Zum einen sind das die beiden Vasopressin-exprimierenden VPLI 
Neuronen im Unterschlundganglion der Heuschrecke (Thompson et al., 1991; Tyrer et al., 1993), 
zum anderen die vier Eclosionshormon (EH) exprimierenden Zellen (Truman and Copenhaver, 1989) 
in der Larve und die vier PTTH (prothoracicotropes Hormon) produzierenden Zellen in der Puppe 

von Manduca sexta (Agui et al., 1979 und 1980). 

5.3.2 Die Entwicklung der "primary commissure pioneers" im Gehirn von 
Schistocerca gregaria
Die "primary commissure pioneers" (PCP) stammen direkt aus dem Ektoderm der "median domain" 
des sich entwickelnden Gehirns (Kapitel 4.1 und 4.3) und bilden die erste interhemisphärische 
Kommissur (Boyan et al. 1995a). Die Expression des TERM-1 Antigens beginnt bei 40% der 
Embryonalentwicklung und dauert bis ins adulte Gehirn an (Abb. 17, 24). Die permanente Antigen-
Expression ermöglicht es, die Entwicklung der PCP Neuronen und ihre Axogenese im Verlauf der 
gesamten Ontogenese zu verfolgen (Abb. 20, 22, 24). Durch die Kombination von 
immunhistochemischen Färbungen mit intrazellulären Injektionen und klassischer Histologie wird die 
gesamte Entwicklung der PCP Neuronen von ihrer Geburt in der "median domain" (vgl. Ludwig et 
al., 1999) bis in das adulte Stadium (vgl. Ludwig et al., 2000a) im Detail beschrieben. Sie sind damit 
die ersten Zellen im Gehirn von Insekten, deren komplette Ontogenese bekannt ist. Das ermöglicht es 
zum Beispiel über Blockierungs- oder Ablationsexperimente zu einem beliebigen Zeitpunkt der 
Entwicklung den Einfluss der PCP Neuronen auf die Ontogenese zu bestimmen.

Identifizierung der "primary commissure pioneers"
Die "primary commissure pioneers" (PCP) beginnen bei 40% Enbryonalentwicklung mit der 
Expression von TERM-1. Bisher wurden nur zwei Paare von Zellen beschrieben, die das TERM-1 
Antigen exprimieren (Meier et al., 1993). Der Vergleich der Lage und Morphologie der Zellen, die 
hier als PCP Neuronen beschrieben werden, mit den von Meier et al. (1993) beschriebenen Zellen, 
läßt zweifelsfrei erkennen, dass es sich um identische Zellen handelt. Die Axone der PCP Neuronen 
projizieren in den "midline tract" und von dort über den "posterior fascicle XVII" zur kontralateralen 
Seite. Danach verlaufen sie im "dorsal tract" der Schlundkonnektive zum VNC. Das entspricht 
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ebenfalls dem Verlauf der Axone, wie sie von Meier et al. (1993) beschrieben wurden.

TERM-1 Expressionsmuster
Nachdem die PCP Neuronen die "primary commissure" etabliert haben (Boyan et al., 1995a), bilden 
sie umfangreiche Verzweigungen in unterschiedlichen Bereichen des Gehirns, wie dem 
Zentralkörper, der protocerebralen Brücke, den Antennenloben und den optischen Loben (Abb. 20, 
24). Außerdem projizieren sie in die thorakalen und abdominalen Ganglien (Meier et al., 1993; 
Ludwig et al., 1999). Dieses umfangreiche Netzwerk von TERM-1-immunoreaktiven Verzweigungen 
macht es schwierig, Bereiche für synaptischen Input zu identifizieren. Die einzigen bisher 
beschriebenen Nervenzellen bei Insekten, die ein ähnlich umfangreiches Projektionsmuster im 
Nervensystem aufweisen, sind die beiden Vasopressin-immunoreaktiven (VPLI) Neuronen im 
Unterschlundganglion von Insekten (Thompson et al., 1991; Tyrer et al., 1993). Thompson et al. 
(1991) stellten fest, dass die immunhistochemische Färbung der VPLI Neuronen nicht die gesamten 
Verzweigungen der Zellen zeigt. Feine Kollateralen im Bereich der Mittellinie nahe den Zellkörpern 
lassen sich nur mit Hilfe intrazellulärer Füllungen nachweisen. Diese Bereiche interpretieren 
Thompson et al. (1991) als Abschnitte für synaptischen Input. Nur mit Hilfe von intrazellulären 
Farbstoffinjektionen im adulten Tier kann nachgewiesen werden, ob vergleichbare, nicht TERM-1-
immunoreaktive Bereiche auch für die PCP Neuronen existieren.

Funktionelle Interpretation der TERM-1-Expression
Bisher konnte nicht eindeutig geklärt werden, wo genau TERM-1 in der Zelle lokalisiert ist und ob 
sich die Expression dynamisch verändert. TERM-1 ist ein 48 kDa schweres Glycoprotein (Meier et 
al., 1993), das biochemisch nicht weiter charakterisiert wurde. Meier et al. (1993) beobachteten eine 
hohe Expression von TERM-1 in den Wachstumskegeln und an den Spitzen der Kollateralen während 
des Wachstums in der frühen Embryonalentwicklung. Im weiteren Verlauf verschwand die 
Expression in den Axonen. Auf der Basis dieser Beobachtung schlugen Meier et al. (1993) für 
TERM-1 eine Rolle bei der Wegfindung beziehungsweise der Zielerkennung vor. Die hier 
präsentierten Ergebnisse bestätigen diese Annahme nicht. Es konnte zwar gezeigt werden, dass die 
PCP Neuronen die erste interhemisphärische Kommissur bilden (Boyan et al., 1995). Dieser Prozess 
findet aber deutlich vor dem Beginn der TERM-1-Expression statt. Weiter wurde in dieser 
Untersuchung aber keine Reduktion der TERM-1-Expression in den Axonen beobachtet. In den 
Zellkörpern, Axonen und Kollateralen ist während der gesamten Entwicklung bis zum adulten Tier 
eine intensive TERM-1-Expression zu beobachten (Abb. 21, 22, 24). Vermutlich sind die von Meier 
et al. (1993) präsentierten Ergebnisse in diesem Punkt auf Artefakte in den Färbungen 
zurückzuführen. Außerdem konnte eine TERM-1-Expression nur im Cytoplasma der untersuchten 
Zellen beobachtet werden, nicht aber in den Zellmembranen oder auf der Zelloberfläche (Abb. 25). Es 
erscheint daher unwahrscheinlich, dass TERM-1 Signalfunktionen bei der axonalen Wegfindung und 
Zielerkennung erfüllt. Die Rolle der TERM-1-Expression für die Entwicklung und Funktion der PCP 
Neuronen bleibt damit vorerst ungeklärt. Hinweise auf mögliche Funktionen lassen sich aus der 
Analyse der Ultrastruktur der PCP Neuronen (Kapitel 4.4) und der Coexpression eines Neuropeptids 
(Kapitel 4.5) ableiten.
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5.3.3 Ultrastruktur der PCP Neuronen
Die elektronenmikroskopischen Ergebnisse zeigen, dass die PCP Neuronen einzigartige Zellen in der  
Mittellinie des Gehirns sind. Sie enthalten umfangreiches endoplasmatisches Reticulum (ER) und eine 
hohe Dichte an Mitochondrien in ihrem Cytoplasma. Das ist ein Hinweis auf hohe Stoffwechselraten 
in den PCP Neuronen. Darüber hinaus unterscheiden sie sich von den "klassischen" 
neurosekretorischen Zellen der Mittellinie ("median neurosecretory cells", Kapitel 4.5) durch ihre 
Größe, ihr umfangreiches Cytoplasma und den Besitz von multiplen Gliaschichten mit 
Trophospongia (Abb.26, 27). Außerdem fehlen ihnen die typischen neurosekretorischen Granulae 
(Abb. 26, 27, Geldiay and Edwards, 1973). Während die "median neurosecretory cells" über den 
Corpora cardiaca Nerv 1 zur Corpora cardiaca projizieren und dort ihre Inhaltsstoffe abgeben (Agui et 
al., 1979; Copenhaver and Truman, 1986), bilden die PCP Neuronen absteigende Axone zum 
ventralen Nervensystem. Das heißt, beide Zelltypen haben deutlich unterschiedliche axonale 
Projektionen
Da die PCP Neuronen keine neurosekretorischen Granula enthalten und nicht als klassische 
neurosekretorische Zellen gelten können erscheint eine neurosekretorische Funktion 
unwahrscheinlich. Aufgrund des umfangreichen Projektionsmusters im Nervensystem könnten 
Stoffwechselprodukte der PCP Neuronen allerdings sehr wohl im Nervensystem verteilt werden. Die 
anatomischen und immunhistochemischen Ergebnisse (Kapitel 4.5) weisen damit auf eine 
Interpretation der PCP Neuronen als absteigende Nervenzellen mit einem umfangreichen 
Innervationsmuster hin, die ein Neuropeptid als Neuromodulator verwenden und vermutlich noch 
einen weiteren bisher nicht identifizierten primären Transmitter besitzen (vgl. Kapitel 5.3.4).
In der Literatur wurden vergleichbare Zellen zu den PCP Neuronen schon früher bei anderen Insekten 

beschrieben: Calliphora erythrocephala, PIOL: Ohlsson et al., 1989; Achaeta domesticus, "type 4": 

Geldiay and Edwards, 1973; Periplaneta americana,  "type 2": Krauthammer, 1985. Diese Zellen 

weisen gemeinsame Merkmale in der Zahl ihrer Zellkörper, der Zellgröße und ihrer Lage in der Pars 
Intercerebralis auf (vgl. auch Kapitel 5.4.8) und besitzen, soweit dies untersucht wurde eine 
vergleichbare Ultrastruktur wie zum Beispiel einen Mantel aus Gliazellen mit Trophospongia  oder ein 

umfangreiches ER. Die für A. domesticus beschriebenen Zellen enthalten neurosekretorische Granula 

und wurden von Geldiay und Edwards (1973) als Teil der neurosektretorischen Zellen definiert. Die 

für P. americana beschriebenen Zellen enthalten keine Granula und wurden von Krauthammer 

(1985) deshalb als nicht neurosekretorisch eingestuft.

5.3.4 Coexpression von TERM-1 mit Leukokinin-1 in den "primary commissure 
pioneers"
Ab dem zweiten Larvenstadium läßt sich in den Zellkörpern der PCP Neuronen mit Hilfe eines gegen 
das Neuropeptid Leukokinin-1 gerichteten Antikörpers eine Färbung nachweisen. Für die weiteren 
getesteten Antikörper (vgl. Tabelle 3.1) konnte keine Expression beobachtet werden. Leukokinin-1 

(LK-1) ist ein myotropes Octapeptid bei Insekten, das zum ersten Mal aus der Schabe Leucophaea 

maderae isoliert wurde (Holman et al., 1986). Für LK-1 wurden Funktionen als Neuromodulator 

oder Neurotransmitter vorgeschlagen (Nässel et al., 1992). Nachgewiesen werden konnte eine 
Funktion bei der Kontrolle der Enddarmkontraktionen bei Schaben (Holman et al., 1986) und bei der 
Wasserregulation in den Malpighi Gefäßen von Mücken (Cook et al., 1989; Hayes et al., 1989; Torfs 
et al., 2000). Eine Leukokinin-1-ähnliche Expression in den PCP Neuronen konnte in keinem 
Embryonalstadium nachgewiesen werden. Sie findet sich erst während der Larvalentwicklung und ist 
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dann bis zur Imago konstant (Abb. 28). Dieses erst larvale Auftreten der LK-1-ähnlichen Expression 
könnte mit der Veränderung der Nahrung von Dotter auf pflanzliche Stoffe nach dem Schlüpfen 
zusammenhängen, da LK-1 wie bereits angesprochen unter anderem an der Kontrolle der 
Enddarmkontraktion beteiligt ist. Allerdings müßte über die Isolierung der immunoreaktiven Substanz 
noch nachgewiesen werden, dass es sich bei dem Expressionsmuster tatsächlich um das Peptid LK-1 
handelt.
Die Ultrastruktur der PCP Neuronen (Kapitel 4.4)) bietet bisher keine sicheren Hinweise darauf, dass 
die PCP Neuronen eine neurosekretorische Funktion haben könnten. Die leukokininartigen Peptide 
haben vermutlich eher Funktionen als Neuromodulatoren im Nervensystem von Insekten (Nässel et 
al., 1992; Nässel, 1993; Torfs et al., 2000). Möglicherweise besitzen auch die PCP Neuronen eine 
solche neuromodulatorische Funktion im Nervensystem von Heuschrecken.
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5.4 Die Entwicklung der Pars Intercerebralis

5.4.1 Die Pars Intercerebralis im Gehirn von Insekten
Die Pars Intercerebralis ist eine Region von protocerebralen Zellkörpern in der Mittellinie des Gehirns 
von Insekten. Sie liegt zwischen den beiden Pilzkörpern und anterior zum Zentralkörper. Im 
Gegensatz zu der großen Zahl an Arbeiten über die Struktur und Funktion der "median neurosecretory 
cells" (z.B. Geldiay and Edwards, 1973; Zaretsky und Loher 1983; Raabe, 1989;  Homberg et al., 
1991a,b; Nässel, 1993) in der Pars Intercerebralis ist bisher nur wenig über ihre Entwicklung oder 
über andere Zellen in diesem Bereich des Gehirns bekannt. Außerdem wurde die Pars Intercerebralis 
bisher nicht in einer zufriedenstellenden und praktisch anwendbaren Weise definiert. In den meisten 
Arbeiten wird die Pars Intercerebralis als Region in der Mittellinie des Gehirns beschrieben, die 
neurosekretorische Zellen enthält (Weyer, 1935; Geldiay und Edwards, 1973; Schooneveld et al., 
1974; Homberg et al., 1991b). Einige Arbeiten verwenden den Begriff Pars Intercerebralis sogar als 
Synonym für die "median neurosecretory cells" (Carrow et al., 1984; Chiang et al., 1999) ohne zu 
berücksichtigen, dass sich in diesem Gehirnbereich auch noch andere identifizierbare Zelltypen 
befinden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Pars Intercerebralis auf der Basis ihrer 
Entwicklungsursprünge im embryonalen Gehirn definiert werden kann. Die Ergebnisse zeigen 
weiterhin, das die bisher verwendeteten Interpretationen der Pars Intercerebralis nicht angemessen 
waren und die Definition auf Basis ontogenetische Erkenntnisse auch die funktionelle Entwicklung 
von Strukturen miteinbezieht.
Vergleichbare Studien zur Entwicklung komlexer Strukturen des Gehirns wie den Antennenloben bei 
Schaben (Salecker und Boeck, 1997) oder dem Zentralkörper bei Heuschrecken (Boyan und 
Williams, 1997) zeigen, dass Strukturen des adulten Gehirns bereits während der 
Embryonalentwicklung von hemimetabolen Insekten angelegt werden. In der späten Embryogenese 
sind die generellen strukturellen Merkmale bei Hemimetabola bereits identisch mit denen im adulten 

Gehirn. Das ist ein entscheidender Vorteil gegenüber holometabolen Insekten wie auch Drosophila, 

bei denen Strukturen des adulten Gehirns wie die Pilzkörper oder der Zentralkörper zwar embryonal 
bereits angelegt werden (Ito und Hotta, 1992; Renn et al., 1999; Noveen et al., 2000), sich aber 
während der Metamorphose erst endgültig differenzieren oder auch um- und abgebaut werden. Aus 
diesem Grund wurde hier die Entwicklung der Region in der Mittellinie des embryonalen Gehirns 
untersucht, der Region, in der die Ursprünge der adulten Pars Intercerebralis aller Wahrscheinlichkeit 
nach zu finden sind. Anschließend wurden diese Ergebnisse mit dem Bau der Pars Intercerebralis im 
adulten Gehirn bei Heuschrecken verglichen. Darüber hinaus wurde die zelluläre Zusammensetzung 
der Pars Intercerebralis bei verschiedenen Insekten verglichen. Dieser Vergleich zeigt, dass die Pars 
Intercerebralis offensichtlich bei allen Insekten nach einem einheitlichen Bauplan aufgebaut ist. 

5.4.2 Die Entwicklung der Pars Intercerebralis
Wie im Ergebnissteil gezeigt wurde (Kapitel 4.6) bildet die Pars Intercerebralis im anterio-medialen 
Bereich des Gehirns ein Fusionsprodukt aus voneinander unabhängigen embryonalen Komponenten 
wie den beiden Loben der embryonalen Pars Intercerebralis (Boyan und Williams, 1997) und der 
"dorsal median domain" (Ludwig et al., 1999). Die embryonale Pars Intercerebralis, so wie sie von 
Boyan und Williams (1997) beschrieben wurde, besteht aus zwei Gruppen von Neuroblasten am 
anterior-medialen Rand des Protocerebrums in jeder Gehirnhemisphäre, die durch Gliazellen vom 
Rest des Protocerebrums abgegrenzt werden. Nur einige dieser Neuroblasten, nämlich die 
Neuroblasten 9-11 (Abb. 1, 2), sind Vorläuferzellen der "median neurosecretory cells". Das wurde so 
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bereits von Boyan und Williams (1997) vermutet und konnte hier bestätigt werden. Boyan und 
Williams (1997) haben darüber hinaus gezeigt, dass Neuroblasten der embryonalen Pars 
Intercerebralis mit ihren Tochterzellen auch an der Bildung des Zentralkörpers beteiligt sind. Nach 
dem momentanen Stand der Untersuchung ist deshalb nicht auszuschließen, dass sich noch weitere 
Neuroblasten des embryonalen Protocerebrums oder der embryonalen Pars Intercerebralis an der 
Bildung der "median neurosecretory cells" beteiligen könnten. 
Die "dorsal median domain" ist eine unpaare Gruppe von Zellen in der Mittellinie des Gehirns 
zwischen den beiden Loben der embryonalen Pars Intercerebralis. Identifizierte Zellen aus der "dorsal 
median domain", die "primary commissure pioneers" und die Tochterzellen des "median precursors" 
(Abb. 30, 31, Boyan et al., 1995a), sind ebenfalls an der Bildung der adulten Pars Intercerebralis 
beteiligt. Die Zellen der "dorsal median domain" unterscheiden sich in ihrer Entstehung und ihrer 
axonalen Projektion eindeutig von den "median neurosecretory cells". Die "primary commissure 
pioneers" differenzieren sich ohne identifizierbare Vorläuferzelle direkt aus dem Ektoderm, während 
der "median precursor" seine Tochterzellen direkt und ohne Ganglienmutterzelle bildet wie dies bei 
Neuroblasten üblich ist (Kapitel 4.1; Ludwig et al., 1999). 
Aus den Ergebnissen folgt wie oben bereits erwähnt, dass die adulte Pars Intercerebralis als 
Fusionsprodukt unabhängiger embryonaler Komponenten entsteht. Das bedeutet auch, dass die 
Begriffe "embryonale" und "adulte" Pars Intercerebralis in dieser Arbeit in unterschiedlicher Weise 
verwendet werden, da sie ontogenetisch unterschiedliche Strukturen definieren.

5.4.3 TERM-1-Expression der "median neurosecretory cells" bei verschiedenen 
Insekten
Die Expression des TERM-1 Antigens im Gehirn verschiedener Insekten (Tafel 4.1) zeigt, dass es 
möglich ist, vergleichbare zelluläre Komponenten in der adulten Pars Intercerebralis von Insekten zu 
identifizieren. TERM-1 ist ein 48 kDa schweres Glycoprotein, das zum ersten Mal von Meier et al. 

(1993) im Nervensystem vom Schistocerca gregaria identifiziert wurde. Es wird dort ausschließlich 

von den "primary commissure pioneers" exprimiert (Boyan et al., 1995; Ludwig et al., 1999, 2000a). 

Nur in wenigen Färbungen im adulten Gehirn von Schistocerca gregaria sind auch Teile der "median 

neurosecretory cells" TERM-1-immunoreaktiv (Kapitel 4.6.1). TERM-1 wird bei den hier 
untersuchten Insekten fast immer von einem Teil der "median neurosecretory cells" in der Pars 
Intercerebralis exprimiert. Sonderfälle sind, wie in Kapitel 4.6.1 beschrieben, die beiden 

Wanderheuschrecken Locusta migratoria und Schistocerca gregaria. Bei ihnen wird TERM-1 auch 

in den "primary commissure pioneers" (PCP) exprimiert. Diese Zellen sind ebenfalls Teil der adulten 
Pars Intercerebralis (Ludwig et al., 1999, 2000b), aber nicht Teil der "median neurosecretory cells". 
Der Grund für diese Expression in Zellen mit einer ganz anderen Abstammung ist bisher nicht geklärt. 
Möglicherweise hängt das veränderte Expressionsmuster mit einer gleichzeitigen Änderung der 
Funktion der TERM-1-Expression in den PCP Neuronen zusammen (vgl. Kapitel 4.3, 4.6.1, 5.3.2).

Die einzige Ausnahme stellt Platymerus bipunctatus (Heteroptera) dar. Dort findet sich die TERM-1-

Expression in Zellen des Protocerebrums und der optischen Loben. Ein Grund für dieses 
außergewöhnliche Expressionsmuster konnte bisher noch nicht gefunden werden.
Die TERM-1-Expression in den verschiedenen Insektenordnungen ist nicht auf eine einzelne 
monophyletische Gruppe wie die Neoptera oder die Holometabola beschränkt (Tafel 4.1; Kristensen, 
1981; Krauss, 1996), sondern verteilt sich mehr oder minder gleichmäßig innerhalb der Insekten. 
Daraus läßt sich schließen, dass es sich bei der TERM-1-Expression um ein plesiomorphes Merkmal 
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der Insekten handelt. Eine konvergente Entwicklung scheint aufgrund der spezifischen Expression in 
immer demselben Zelltyp unwahrscheinlich. Ob es einzelne Schwerpunkte der TERM-1-Expression 
in bestimmten Insektenordnungen gibt, wie es für Caelifera und Ensifera den Anschein hat, müsste in 
einer weit umfangreicheren vergleichenden Studie als dieser noch getestet werden. Das Fehlen von 
TERM-1-Expression in einigen Insektenordnungen wie den Dermaptera oder Diptera ist sehr 
wahrscheinlich auf Mutationen der Bindungsstelle des Antigens zurückzuführen. Ein Austausch von 
Basenpaaren und damit die Veränderung von Gen- beziehungsweise Proteinsequenzen (Doolittle, 
1981; Zhang und Nei, 1996) ist ein natürlicher Evolutionsprozess. Eindeutig nachweisen läßt sich 
diese Annahme aber erst durch die Sequenzierung des TERM-1 Gens und den Sequenzvergleich mit 
den homologen Genen bei anderen Arthropoden. Die Annahme, dass die TERM-1-Expression ein 
plesiomorphes Merkmal bei Insekten ist wird durch die Beobachtung unterstützt, dass sogar innerhalb 
einzelner Ordnungen TERM-1-Expression in manchen Familien auftritt, in anderen aber nicht (Tafel 
4.1, z.B. Caelifera, Coleoptera). Das heißt, auch dort hat sich die Bindungsstelle vermutlich so 
geändert, dass sie vom Antikörper nicht mehr erkannt wird. Bei den Tetrigiden ist eine TERM-1-
Expression immer vorhanden, während sie bei den Acrididae und den Gryllidae nur in einem Teil der 
untersuchten Arten auftaucht. Ein weiteres Argument für den plesiomorphen Charakter der TERM-1-
Expression läßt sich aus der Beobachtung von TERM-1-Expression in anderen Arthropoden wie 

Limiulus polyphemus (Chelicerata), Triops cancriformis (Crustacea) und Lithobius forficatus 

(Chilopoda) ableiten (Unveröffentliche Ergebnisse). Vermutlich ist die TERM-1-Expression ein für 
Arthropoden insgesamt ursprüngliches Merkmal.

5.4.4 Homologie der "median neurosecretory cells"
In früheren Arbeiten (Rowell, 1976) wurde bereits angenommen, dass es sich bei den "median 
neurosecretory cells" von Insekten um homologe Zellen handeln könnte. Da die TERM-1-Expression 
fast ausschließlich innerhalb der "median neurosecretory cells" auftritt (Abb. 32, 33), scheint sie diese 

Annahme zu stützen Außerdem wird TERM-1 bei Lithobius forficatus von zwei Paaren von Zellen 

im lateralen Protocerebrum exprimiert (Ergebnisse werden hier nicht gezeigt), die zum 
neurosekretorischen System von Chilopoden gehören (Joly und Descamps, 1987; Palm, 1955). Die 

TERM-1-Expression in Triops cancriformis (Crustacea) befindet sich in den optischen Loben und im 

lateralen Protocerebrum. Beides sind ebenfalls Gehirnbereiche, an denen sich neurosekretorische 
Zellen befinden (Bullock and Horridge, 1965). Das entspricht der Beobachtung der TERM-1-
Expression im neurosekretorischen System bei Insekten. Bisher wurden die immunhistochemischen 
Färbungen bei Chilopoden, Crustaceen und Cheliceraten aber nicht weiter untersucht, um die Frage 
zu klären, ob sich auch hier um vergleichbare Zellen handelt.

5.4.5 Homologie identifizierter Zellen auf der Basis immunhistochemischer 
Untersuchungen
Die Homologie von identifizierten Zellen in verschiedenen Insekten an sich ist noch kein 
außergewöhnliches Ergebniss. Da alle Insekten und auch alle Arthropoden von einem gemeinsamen 
Vorfahren abstammen ist es sogar zu erwarten, dass sich auch auf Einzelzellebene Homologien 
nachweisen lassen. Ein besonderer Vorteil identifizierter homologer Zellen liegt in der Möglichkeit 
Erkenntnisse zu Entwicklungsprozessen auf Organismen zu übertragen, die einer direkten 
Untersuchung in einem bestimmten Zusammenhang nicht zugänglich sind. Die Mutante 

commissureless bei Drosophila bildet beispielsweise nur eine rudimentäre präorale Kommissur aus 
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(Reichert und Boyan, 1997). Allerdings ist nicht bekannt welche Zellen diese Bahn bilden. Bei 
Heuschrecken wird die präorale Kommissur durch die PCP Neuronen etabliert (Boyan et al., 1995a; 
Ludwig et al., 1999). Da auch Dipteren über PCP homologe Neuronen verfügen (vgl. Kapitel 4.6 

und 5.4.6), liegt der Schluß nahe, dass die präorale Kommissur in commissureless Mutanten von 

PCP homologen Zellen gebildet wird und einem übergeordneten Steuermechanismus unterliegt.
Aber auch das Verständnis genereller evolutiver Tendenzen wird durch Homologieuntersuchungen 
erleichtert. Eine grundlegende Tendenz in der Verwendung von spezifischen Molekülen im 
Nervensystem scheint es zu sein, für notwendige neue Funktionen nicht ständig neue Moleküle zu 
entwickeln, sondern vorhandene Stoffe in neue Funktionskreise zu integrieren und sie dabei zu 
modifizieren (Arbas et al., 1991; Agricola und Bräunig, 1995). In dieser Weise läßt sich etwa das 
meist unterschiedliche Expressionsmuster vieler Antigen bei verschiedenen Organismen 
interpretieren. Variationen in den Gen- und Proteinsequenzen lassen sich des weiteren auch zur 
Erstellung von evolutiven Stammbäumen verwenden (Doolittle, 1981).
Vergleichende immmuncytochemische Untersuchungen wurden auch schon für andere Antigene 
durchgeführt, die nur eine begrenzte Zahl von Zellen anfärben, zum Beispiel Leukokinin-1 (Chen et 
al., 1994a, b) und Pigment Dispersing Hormone (Homberg et al., 1991). Vasopressin (Tyrer et al., 
1993) oder Perisulfakinin (Agricola und Bräunig, 1995) färben sogar nur einzelne Zellen. Es zeigte 
sich, dass interspezifische Vergleiche auf der Basis der Antigenexpression um so schwieriger 
werden, je weiter die Arten phylogenetisch voneinander entfernt sind. Während die Vasopressin-
exprimierenden Neuronen unterschiedlicher Heuschreckenarten in ihrer Morphologie noch 
weitgehend identisch sind und als homologe Zellen interpretiert werden (Tyrer et al., 1993), sind die 
Perisulfakinin-exprimierenden Zellen bei verschiedenen Articulaten bereits so unterschiedlich, dass 
sich Homologien nicht mehr sicher ableiten lassen (Agricola und Bräunig, 1995). Trotzdem gibt es 
bei den bisher untersuchten Beispielen auch deutliche Übereinstimmungen wie die einheitliche 
TERM-1-Expression in den "median neurosecretory cells" von Insekten (Ludwig et al., 2000b), die 
neben den Lagebeziehungen und dem Projektionsmuster der Zellen auf mögliche Homologien 
hinweisen (Kapitel 5.4.5). Die Verwendung weiterer Methoden wie  intrazelluläre Injektionen oder 
histologische Färbungen sind geeignete Instrumente, um die Homologie einzelner Zellen zu 
untersuchen wie es in dieser Arbeit für die "primary commissure pioneers" duchgeführt wurde 
(Kapitel 4.6.6). 

5.4.6 Homologe Zellen zu den "primary commissure pioneers" (PCP) in der Pars 
Intercerebralis unterschiedlicher Insekten
Es bestehen kaum noch Zweifel daran, dass so komplexe Strukturen im Gehirn von Arthropoden wie 
die Pilzkörper oder der Zentralkörper homolog sind (vgl. Gupta, 1987; Breidbach and Kutsch, 1995; 
Strausfeld 1998; Strausfeld et al., 1998). Dagegen gibt es in der Literatur bisher nur wenige 
Beispiele, welche die Homologie einzelner identifizierter Zellen im Gehirn von Insekten zeigen. Eine 
Ausnahme ist das TCG Neuron, das von Bacon (1980) in Heimchen, Wanderheuschrecken und 
Gottesanbeterinnen beschrieben wurde. Wie oben bereits erwähnt (Kapitel 5.4.6) ist es schwierig, die 
Homologie von Zellen ausschließlich aufgrund ihrer Antigenexpression zu etablieren. Breidbach und 
Kutsch (1995) stellen daher noch weitere Merkmale für die Homologisierung von identifizierten 
Zellen auf.
Für die "primary commissure pioneers" sind sowohl Urspung, Entwicklung als auch die komplette 
Morphologie bereits im Detail beschrieben worden (Kapitel 4.3, Ludwig et al., 1999; 2000a). In 
dieser Arbeit wurde nun mit Hilfe von histologischen Färbungen gezeigt, dass bei allen bisher 
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untersuchten Insekten (Tafel 4.1) Zellen existieren, die mit den "primary commissure pioneers" 
vergleichbar sind. Die PCP Homologen wurden anhand morphologischer Merkmale identifiziert 
(Kapitel 4.6.6), die alle gefundenen Zellen eindeutig erfüllen (Abb. 35, 36, 37, 38). Die 
Übereinstimmungen wie die einheitliche Anzahl von 4 Zellen, ihre Größe und identische axonale 
Projektion weisen auf eine Homologie dieser Zellen hin. Die hier angewendeten Merkmale für die 
Homologie der "primary commissure pioneers" in verschiedenen Insekten entsprechen weitgehend 
denen von Breidbach und Kutsch (1995). Allerdings beobachtet man auch leichte Unterschiede der 
Lage der Zellkörper oder der Position des Chiasmas der Axone. Solche Unterschiede, vor allem was 
die Lage der Zellkörper oder die Morphologie von axonalen Verzweigungen betrifft, sind aber typisch 
für intra- oder interspezifisch identifizierte Zellen im Gehirn von Insekten (Goodman et al., 1979a, 
Wilson et al., 1982; Breidbach and Kutsch, 1990). 
Weitere Hinweise zur Homologie der "primary commissure pioneers" könnte zum Beispiel über 
intrazelluläre Füllungen, elektrophysiologische Messungen oder über den Nachweis einer 
gemeinsamen Genexpression geführt werden. Das sind auch weitere Merkmale, die von Kutsch und 
Breidbach (1994) für die Homologie individueller Zellen gefordert werden. 

5.4.7 Beschreibung möglicher PCP homologer Neuronen in der Literatur
Ein Überblick über die Literatur zeigt, dass die möglichen "primary commissure pioneer" homologen 

Zellen bereits früher bei anderen Insekten beschrieben wurden (Calliphora erythrocephala, PIOL: 

Ohlsson et al., 1989; Achaeta domesticus, type 4: Geldiay and Edwards, 1973; Periplaneta 

americana, type 2: Krauthammer, 1985). Alle diese Zellen haben folgende Merkmale gemeinsam: 

Zellkörper in der Pars Intercerebralis nahe den "median neurosecretory cells", große 
Zellkörperdurchmesser, identische Zahl von 4 Zellen, und soweit beschrieben (Geldiay and Edwards, 
1973; Krauthammer, 1985) eine übereinstimmende Ultrastruktur (Kapitel 4.4.3, Ludwig et al., 
2000a). Geldiay und Edwards (1973) und Krauthammer (1985) nahmen an, dass die von ihnen 
beschriebenen Zellen in die Corpora cardiaca Nerven 1 projizieren. Ohlsson et al. (1989) 
beobachteten für ihre PIOL Neuronen keine Axone, die das Gehirn verlassen. Vergleicht man die 
einzelnen Beschreibungen mit den hier gefundenen Ergebnissen (Abb. 37, 38), ist anzunehmen, dass 

die Zellen in C. erythrocephala, A. domesticus und P. americana "primary commissure pioneer" 

Homologe sind und in den "midline tract" projizieren. 

Die 10 Zellen, die Thomsen (1965) in der Mittellinie der Pars Intercerebralis von C. erythrocephala 

beschreibt, entsprechen dagegen vermutlich den Tochterzellen des "median precursors".

5.4.8 Ein einheitlicher Grundbauplan für die Pars Intercerebralis bei Insekten
Fasst man die in Kapitel 4.6 gezeigten Ergebnisse zur Entwicklung der Pars Intercerebralis, der 
TERM-1-Immunoreaktivität der "median neurosecretory cells" und zur Homologie der "primary 
commissure pioneers" zusammen, so weisen sie auf einen einheitlichen Grundbauplan der Pars 
Intercerebralis bei Insekten hin. Das leitet sich aus der Tatsache ab, dass alle hier untersuchten 
Vertreter der verschiedenen Insektenordnungen "median neurosecretory cells" besitzen (vgl. Rowell, 
1976), die zum Teil auch TERM-1-immunoreaktiv sind (Tab. 4.1). Daneben finden sich auf der 
Ebene identifizierter Zellen in allen untersuchten Tieren sowohl homologe Zellen zu den PCP 
Neuronen wie auch zu den Tochterzellen des "median precursors". Es erscheint damit sehr 
wahrscheinlich, dass die "primary commissure pioneers" und die Tochterzellen des "median 
precursors" bei anderen Insekten ebenfalls von einer "dorsal median domain" (vgl. Dumstrei et al., 
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1998; Ludwig et al., 1999) abstammen und die "median neurosecretory cells" im Allgemeinen von 
Neuroblasten der embryonalen Pars Intercerebralis gebildet werden. Die Abbildung 40 zeigt auf der 
Basis der hier beschriebenen Ergebnisse schematisch die Modellvorstellung, in welcher Weise durch 
die Fusion von "ventral median domain", "dorsal median domain" und embryonaler Pars 
Intercerebralis die Pars Intercerebralis in der Mittellinie des adulten Insektengehirns entsteht. Ein 
endgültiger Nachweis dieser Modelvorstellung mit Hilfe von histologischen Färbungen und 
intrazellulären Füllungen in den embryonalen Gehirnen anderer Insekten, vor allem bei Vertretern der 
Holometabola steht allerdings noch aus. 

Abb. 40. Entstehung der Pars Intercerebralis in der Mittellinie des Insektengehirns. A: Die Mittellinie des 
embryonalen Gehirns (auf der Basis der Entwicklung bei Schistocerca gregaria) besteht aus der "ventral median domain" 
(vMD), der "dorsal median domain" (dMD) und den beiden Loben der embryonalen Pars Intercerebralis (ePI). Zellen der 
vMD bilden später den medianen Ocellus. In der dMD befinden sich die identifizierten "primary commissure pioneers" 
(Sterne) und der "median precursor" (Dreieck) mit seinen Tochterzellen. Die grau unterlegten Neuroblasten (NB) der ePI 
bilden die "median neurosecretory cells" (kleine graue Zellen). Die Pfeile geben die Projektionsrichtungen der 
auswachsenden Axone an. 1°com, "primary commissure. B:  Im Gehirn von adulten Insekten sind die embryonalen 
Komponenten der Mittellinie fusioniert und die adulte Pars Intercerebralis (PI) ist entstanden. Der Nerv des medianen 
Ocellus (mocnr) verläuft genau in der Mittellinie des Gehirns über den nach wie vor identifizierbaren "primary 
commissure pioneers" (Sterne) und den Tochterzellen des "median precursors" (Dreiecke), deren Axone in den "midline 
tract" (mlt) wachsen. Die Axone der "median neurosecretory cells" (mnc) bilden den Corpora cardiaca Nerv 1 (ncc1). Die 
gestrichelte Linie zeigt die Grenze zwischen der PI und dem Neuropil des Protocerebrums (PC). -lobe, -Loben der 
Pilzkörper. Die Pfeile geben Ventral (V) und die Mittellinie (M) an. Ein Maßstab ist nicht angegeben, da es sich um 
modellhafte Schemazeichnungen handelt.
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