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Zusammenfassun| ¢

1. ZUSAMMENFASSUNG

Die larvale Muskulatur vonDrosophila entsteht durch die heterotypische Fusion von
Myoblasten im Embryo. Durch die Adhasion der fusionierenden Zellen wird einel-Signa
kaskade aktiviert, die AktiReorganisationsprozesse anstof3t und in der Auflésung der
Membranen resultiert. Fur diesen Prozessss in kurzer Zeit viel Energie bereitgestellt
werden. Es wurde vermutet, dass Argininkinase (Argk) die Energieversorgung der $4yobla
tenfusion unterstiitztm Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Argk in der embryonalen
Muskulatur wahrend der Myoblastfusion exprimiert wirdind zum Teilmit Mitochondrien
kolokalisiert Analysen von Deletionkinien, ektopisch exprimierten ArgWarianten sowie
Lokalisationsstudien weisen darauf hin, dasSgk keine essentielle Funktion bei der

embryonalen Myoblastenfigs Ubernimmt.

Auch wahrend der Metamorphose finden Myogerf@sezesse statt. Die larvale Muskulatur
wird dabei durch adulte Muskeln wie z.B. Beimd Flugmuskelersetzt Die Muskulatur der
weiblichen undnannlichen Reproduktionsorgangrd neugebildetim Rahmen dieser Arbeit
wurde die Muskulatur des mannlichen Reproduktionstraktes insbesondere im Hinblick auf die
Entstehung der Testismuskulatur untersucht. Die inneren Organe des mannlichen Reprodukt
onstraktes sind von Muskelschichteimgeben, die untschiedlich gestaltet sind. Die
Muskelschicht der Testes unterscheidet sich von allen ande@rosophilabeschriebenen
Muskeln: eine Schicht auglatten, mehrkerniga Muskelfasern umhitldas Organ vollsté

dig. Es wurde gezeigt, dass sich @iestisMyoblastenzu Beginn der Metamorphose auf der
Genitalscheibebefinden dort amplifizieren und fusionierenbevor sie mehrkernicals
naszierende Myotubeauf die Testes migriereAn der Fusion der Testiglyoblasten sind

die Adhasionsmolekile Dumbfoundeduflp und Roughest (Rstpeteiligt die wahrend der
embryonalen Myogenesgie Adhasion der Myoblastegewéhrleisten. Bei einem Knock
down vonduf, rst undduf + rst gemeinsandurch RNAInterferenzentstehen Testimuskeln,

die Uber weniger Zellkerne als derilédyp verfigen.Dabei sind dig=ilamentaordnungund

die Migration der naszierenden Myotuben von @enitalscheibe auf die Testenverandert,

so dass die adulten mannlichen Reproduktionstrakte trotz verminderter Fusionseffizienz vom
Wildtyp nicht zu unterscheiden sinbaher wirdpostulierf dasseine verminderte Fusionsrate
spezifisch in den Testismuskeln kompensieved.



Summary| n

2.SUMMARY

The larval musculature ddrosophilaarises by heterotypic fusion of myoblasts. A signaling
cascade is activated by adhesion of fusing cells and leads to actin rearrangements as well as
membrane break dowRor this pocess, an extensive amounteokergy must be provided in a

short time It was assumed that arginine kinase (Argk) supports the energy supply of myoblast
fusion. It was demonstrated ithe course of this thesithat Argk is expressed in embryonic
musculatureduring myoblast fusion and colocalizes partially with mitochondria. Yet,
analyses of deletion lines, ectopically expressed protein variants as well as localization studies
indicatethat Argk does not fulfill an essential function in embryonic myoblast fusion.

During metamorphosis, further processes of myogermsist The lawval musculature is
replaced by adult muscles e.g. leg and flight muscles. The musculature of the female and male
reproductive tract is newly formed. In the course of this thesis, the musculature of the male
reproductive tract was analyzexhrticularly with regard tothe development of the testis
musculatureThe inner organs of the malepreductive tract are encircled by muscle sheaths
with different properties. The muscle sheaths of the testes differ from all other muscles
previously described irosophila smooth, multinuclear muscle fibers enclose the organ
entirely. It was demonstrated that the testis myoblasts are located on the genital disc at the
beginning of metamorphosis, amplify and fuse before migrating as multinuclear nascent
myotubes ato the testes. The adhesion molecidesnbfounded (Duf) and Roughest (Rst)
assuring adhesion of myoblasts in embryonic myogerassnvolved in fsion of the testis
myoblasts as well. In a knodown of duf, rst and duf + rst togethermediated by RNA
interference, tesdi mugles with fewer nuclei than the wild type are developing. Filament
arrangement and migration of the nascent myotubes from genital disc onto the testes are not
affected.Despite reduced fusion efficiency, the adult male reproduttacsdo not differ

from the wild type. Therefore, it is postulated that reduced fusion rates are compensated

specifically in the testis muscles.



Einleitung| i

3.EINLEITUNG

Die Entstehung von Muskulatur igin sehr konservierter Prozes&ahlreiche Studien in
Vertebraten und dem ModelganismusDrosophila melanogasteweisen auf Gemeinga
keiten bei der Myoblastenfusion hin, konnten aber bisher die genauen Mechanismen nicht

vollstandig aufklaren.

Die verschiedenen Muskeln einer Fliege unterscheiddn stark voneinander. So gibt es
einkernige oder synzytiale Muskeln und tubul&@awie fibrillare Muskeln. Diese sehr
unterschiedlich gestaltete Muskulatur entsteht zu verschiedenen Zeitpunkten im Lebenszyklus
auf unterschiedliche Weise. Die Entstehung daeehrkernigen Korperwandmuskulatur
wahrend der Embryonalentwicklung, insbesondere die dabei stattfindende Fusion der

Myoblastenwar und ist Gegenstand vielfaltiger Forschung und bisher am besten verstanden.
3.1 Determination und Differenzierung der Muskulatur im Embryo

Im Laufe der Entwicklung differenziert das Mesodemunsammengefasst in Ubersichtsart
keln: de Joussineau et al., 2012; Dobi et 2015; Magboound Jagla, 2007)Dabeiaktiviert

der Transkriptionsfaktor Twist eine Vielzahl von Genen, die an der Spezifikation der
verschiedenen mesodermalen Derivate beteiligt diegtin, 1991; Sandmann et al., 2007,
Thisse et al., 1987eitlinger et al., 2007)So entsteén somatische Muskulatur, Herzmusk
latur, viszerale Muskulatur under Fettkérper durch eine Kombination ektodermaler und
mesodermaler RegulatordAzpiazu et al., 1996; Baylieand Bate, 1996; Frasch, 1995;
Riechmann et al., 1997; StaehliRig@mpton et al., 1994)n den promuskularen Clustern des
somatischen Mesoderms bilden sich durch Notch/Delta vermittelte laterale Inhibition
ProgenitofZellen (Carmena et al., 1995Diese teién sichasymmetrischn zwei sogenannte
Gr¢nderzellen (Afounder cel hkys KEel) v ordledru feern e
muscl e pr ec(Camena dt al.,, 1894;PPark et, d998; Ruiz Gomezind Bate,
1997) Die AMPs bleiben Twispositiv, ruhen wahrend der Embryonalentwicklung und
werden zur Bildung der adulten Muskulatur wahrend der Metamorphose béBatigtet al.,
1991) Die verbleibenderZellen im promuskuléaren Cluster differenzierenfagionskomp-
tentenMyoblasten Af usi on ¢ o mp eRCMWS)(Carmepaoebal., 499%) s fi ,
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Die FCs bilden keine einheitliche Zellpopulation, sondern unterscheiden sich in der Express
on verschiedener Transkriptionsfaktoren, die die Identitdt des zukinftigen Muskels festlegen
(zusammengefasst imobi et al., 2015; Tixier et al., 2010m Gegensatz dazu exprimieren

alle FCMs denTranskriptionsfaktor Lame duckCunha et al., 2010; Duan et al., 2001;
Furlong et al., 2001; Ruiomez et al., 2002Alle Muskelzellen exprimieren den Trangki
tionsfektor DMef-2 (Bour et al., 1995; Lilly et al., 1994; Nguyen et al., 1994; Taylor et al.,
1995)

3.2Die Entstehung der larvalen somatischen Muskulatur im Embryo

3.2.1.Im Embryo kdnnen zwei Phasen der Myoblastenfusion unterschieden werden

Die somatische Muskulatur d&rosophilaLarve besteht je abdominalem Hemisegment aus
30 mehrkernigen Muskelmlie sich in ihrer Gro3e, Position und Kernzahl unterscheiden und
deren Anordnung sich von Hemisegment zu Hemisegment wiedéBabdt, 1990, 1993)Ab
Stadium 12 entstehen innerhalb von StGndendie somatischen Muskeln durch heterotyp
sche Fusion von jeweils einer FC mit mehreren FCMs in zwei zeitlich und funktionell
unterscheidbaren Schritten (sieAdb. 1; Beckett und Baylies, 2007; Rau et al., 2001;
Rushton et al., 1995)Stérungen beim Fusionsprozess losen erkennbare Defekte bei der
Anordnung der Muskulaturus: es kommt haufig zu kleineren, falsch orientierten oder
fehlenden Muskeln, zu unfusionierten Myoblasten nach Abschluss der Myogsowse zu
embryonaler Letalitdt (zusammengefasstAbmayrund Pavlath, 2012; Rochlin et al., 2010;
Onelund RenkawitzPohl, 2009) Im ersten Schritt fusioniert eine FC mit zwei bis drei FCMs
und bilde soeineMuskelvorlauferzelle. InzweitenSchritt fusionieren weitere FCMs mit der
entstandenen Mskelvorlauferzelle, bis die benétigte Kernzahl erreicht ist (Ubersichtsartikel:
Onel und RenkawitzPohl, 2009) Nach erfolgreicher Zellfusion wird der Zellkererd~CM
umprogrammiert und dbernimmt das Transkriptionsprofii des wachsemndeskels
(CarrasceRand undRuiz-Gomez, 2008; Dohrmann et al., 1990; Knind Frasch, 2001)
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erste Fusionsphase zweite Fusionsphase

FCM: ) )

. . Prafusionskomplex elektronendichte Plaques Membranvesikulierung

e elektronendichte Vesikel ~ elektronendichte Plaques ‘ : felfer Muskel

Abb. 1: Phasen dersomatischen Myoblastenfusion im Embryo

Im ersten Fusionsschritt entsteht die Muskelvorlauferzelle durch die Fusion einer FC (blau) mit bis zu drei FCMs
(gelb). Im Anschluss fusionieren iweiten Schritt weitere FCMs mit der Vorlauferzelle, wobei versaried
Ultrastrukturen beobachtet werden kdnnen: Zuerst entstehen elektronendichte Vesikel, die den
Prafusionskomplex bilden. Danach werden elektronendichte Plaques elektronenmikroskopisch sichtbar. Im
Anschluss vesikulieren die Membranen und die FCM wirddém entstehenden Muskel integriemd die
Zellkerne der FCM das Transkriptionsprofil des wachsenden Muskels anifimudtfiziert nachOnel et al.,

2011; OneundRenkawitzPohl, 2009)

In der zweiten Fusionsphaserdenelektronenmikroskopisch Ultrastruktursithtbar(siehe
Abb. 1): Vor der Fusionbilden sich elektronendichte Vesikel denaneinandergrenzenden
Membranen der fusionierenden Zellen und bilden den Prafusionskolipéerstein et al.,
1997; Estrada et al., 2007; Rau et al., 200hr&er et al., 2004)Es wird vermutet, dass
diese Vesikel da Golgi-Apparat entstamme(Kim et al., 2007) Das EFDomanen Protein
Swiprosin 1 DSwip-1) ist méglicherweisezusammen mit dem MARVEDomanen Protein
Singles Bar (Sing) an der Auflosung der elektronendicMesikel beteiligt (Estrada et al.,
2007; Hornbruckrreitag et al., 2011)m Anschlusskénnenelektronendichte Plaques an den
aneinandr liegenden Membranen digachtetverden(Doberstein et al., 1997panach ist die
Vesikulierung der Membranen in der unmittelbaren NddérePlaquesdie darausesultiere-

de Entstehung einerytoplasmatischen Kontinuitat sowie die Integration der FCM in den
wachsenden Muskel zu beobach(Berger et al., 2008; Doberstein et al., 1997; Hamgl.et
2016; Kim et al., 2007; Schafer et al., 2Q0Der einzelne Fusionsprozesst innerhalb
weniger Minuten abgeschloss@eckettund Baylies, 2007; Richardson et al., 2007)

3.2.2. Die Zellfusion wird durch die Adhasionder Myoblastenund die Entstehung eines

Signalzentrums eingeleitet

Die Fusion wird durch die Erkennung und Anheftung der fusionierenden Zziigeleitet
Dies wird durch membranstandige Proteine der nemoglobulinSuperfamilie (IgSF)
gewahrleistetin FCs und wachsenden Myotubeird Dumbfounded (Duf, auch als Kin of
irre bezeichnet) und das in funktioneller Redunanz wirkende Roughestir(Rgt/lar optic

Chiasma) exprimiertRuiz-Gémez et al., 2000; Striinkelnberg et al., 20&iNe Deletion von
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beiden, duf und rst, fuhrt zu einem Ausbleiben der Myoblastenfusien und resultiert in
embrymaler Letalitaf{Ruiz-Gomez et al., 2000; Strinkelnberg et al., 2001FCMs sorgen
Sticksandstones (Sns) und Hibris (Hbs) fir die heterotypische Adhg8ouar et al., 2000;
Dworak et al., 2001)Dabei ruft das Fehlen von Sns ein fast vollstandiges Ausbleiben der
Zellfusioren hervor, wahrendder Verlust von Hbs nur leichte Defekte erze(Bpur et al.,
2000; Shelton et al., 20Q%ur die IgSFs kanten neben der embryonalen Myogenese weitere
Funktionen im Verlauf der Entwickhg nachgewiesen werdetiie unter anderemZelladhas

on unabhangig von ZeRusionbetreffen(zusammengefasst:irischbach et al., 2009)

Die aneinander adhérierenden IgSFs vermitteln nun das Fusionssignal ins Zellinnere. Eine
bisher noch nicht vollstandig aufgeklarte Signalkaskade wirdeiist, an deren Endedie
Aktivierung des Arp2/&omplexessteht(Schafer et al., 2007 Dies fihrt inder FCM zur

Bildung einesFokus aus filamentésem Aktin {&ktin), wohingegen in demachsenden
Myotube eine dinne AktirSchichtzu finden ist(Haralalka et al., 2011; Richardson et al.,
2007; Rudolf et al., 2014; Sens et al., 201dkrotubuli scheinen fir den Fusiom®zess

sowie die Ausbildung und Anheftung der Myotuben nicht esse(faliolf et al., 2012)sind

aber zusammen mit anderen MeRmoteinen an der Positionierung der Zellkerne im Muskel
beteiligt (Folker et al., 2012, 2014; Metzger et al., 2012; Schulman et al., . 2DiBAAKtIn-
Strukturist ringférmig umgeben von ddgSFMolekilenund denReguatoren der verzwer

ten FAktin PolymerisationKesper et al., 2007; Ricldson et al., 2007 Diese direkt vor der
Fusion auftretende Struktur wird alFusionrestricted Myogenic Adhesive Structfire
(FURMAS, siehe Abb. 2) bezeichnetKesper et al., 2007)AuRerdemwurden fingerartige
Auswolbungen der FCNbeschriebendie bis in den wachsenden Muskel hineinreichen und
als APodosomdike Structuré benann{Doberstein et al., 1997; Hamp et al., 2016; Kim et al.,
2015; Sens et al., 201@iese transienten Strukturen waisAhnlichkeitenzu immunolog

schen Synapsen, chemischen Synapsen, Podosomen und Invadopodien auf und kdnnen
vergleichbare Funktionen als Signalzentrum tibernel{@kan, 2011; Onel et al., 2011; Onel

und RenkawitzPohl, 2009; Onel et al., 2014)n Anschluss an die Ausbildung der FURMAS
kann die Aufldsung der Zellmembranen, der AbbasildAktin Fokus und die anschliel3ende
Integration der FCM in den wachsenden Muskel beobachtet wéRigmardson et al., 2008)

Ob die Auflésung der aneinandergrenzenden Membranen von einer entstehenden Fusionspore
ausgeht(Sens et al., 2010pder an mehreren Stellen simultan begiiBdrger et al., 2008;
Doberstein et al., 1997; Kim et al., 2007; Massarwa et al., 2@0Wnte bsher nicht genau

geklart werden.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der FURMAS

An der Kontaktstelle der fusionierenden Zellen lokalisieren die fur die Erkennung und Anheftung der
Myoblasten an die wachsnde Myotube notwendigen Zelladhasionsmolekile Sns (gelb) und Duf (blau)
ringfdmig um einen Fokus ausAktin (rot). In dieses Zentrum werdeaveitere Signalmolekule rekrutiert, und es
kommt an dieser Stelle zur Aufldsung dallmembranerfin Anlehnung arOnel et al., 2014)

3.2.3.Die Zelladh&sion induziert eine komplexe Signaltransduktion, die zu einer

Umstrukturierung des Aktin -Zytoskeletts fuhrt

Die Anheftung der Myoblasten aktiviert eine Vielzahl von Faktorenjrdi@usammenspiel

die Zelfusion auslosen Abb. 3). So ist das in FC/wachsemdeMyotuben exprimierte
AdapterproteinRolling pebbles (Rols, auchls Antisocial bezeichnetjir eine vollstandige
embryonale Myoblastenfusiomotwendig(Chenund Olson, 2001; Menomund Chia, 2001;

Rau et al., 2001)Nach erfolgter Adhasion wird Rols zur Membranrreiert undkolokali-

siert mit Duf (Menon et al., 2005)An der Weiterleitung des Fusionssignals von den IgSFs
zum Aktin-Zytoskelettkobnnte aul3erdem das Adapterprotein Dreadlock (Dock) beteiligt sein.
Dock kann mit Duf, Rst, Sns und Hbs interagieren und kolokalisiert mit ihnen (Kaipa et al.,
2012).

Rols besitzt das Potential, mit dem Guanidunstauschaktor (Guanidin Exchange Factor =
GEF) Myoblast city (Mbc) zu interagieren und konnte auf diese Weise das Zytoskelett
beeinflusserfChenund Olson, 2001) Deshalb wird vermutet, dass Rols eine zentrale Rolle in
der Signalweiterleitung auf Seiten des wachsenden Muskels einnimmt. Desaivdiindet
Rols an das nichtklassische Myosin AMyosin
Lokalisation beeinflussefBonn et al., 2013)Mbc besitzt die Fahigkeitdie redundaten
GTPasen Racl und Rac?2 aktivieren(Geisbrecht et al., 2008; Nolan et al., 1993leto-

nen vonmbcoderrac fihren zu einer beeintrachtigten MyoblastenfudidakedaSuzuki et

al., 2002; Luo et al.,, 1994)Rac wiederum beeinflusst den Aktiegulierenden Faktor
Awppressor of c y c($CAR), dex Mdh AnpZ3complax @ktiiieren kann
(Gildor et al., 2009; Takenawand Suetsugu, 2007; Zallen et al., 200Dje Stabilitdt von
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SCAR wird dabei von Kette, dem Homolog von Napl, beeinfldstmp et al., 2016;
Richadson et al., 2007; Schroter et al., 200d)den FCMs kann Arp2/3usétzlichdurch den
Kompl e x v oAldrich \®i reckrodm P r o) end B\Wip (@UatAlitary oder
Verprolin 1 genannt aktiviert werdenBerger et al., 2008; Massarwa et al., 2007; Schéfer e
al., 2007) Dies wird durch die kompetitive Bindung von Blown fuse (Blow) atWip
reguliert(Doberstein et al., 1997; Jin et al., 20Mipvon wiederum gezeigt werden konnte,
dass es genetisch mit & interagier(Schroter et al., 2004)m Gegensatz zu Rols kann das
Adapterprotein Dock die Aktinegulieenden ProteindD-Wip, WASp und SCAR direkt
binden(Kaipa et al., 2012)Auch Crk kénnte eine solche Rolle einnehmienvitro Daten
zeigen, dass Crkme Verbindung zwischen-W/ip und Sns herstellen konnf@alletta et al.,
1999;Kim et al., 2007)

FCM i o)
SCAR Blow (\ ¢
/> D-Wi
/) Rac1/2 Kette E
WASp
Mbc 4 D-Wip
Pak1/3
ak1/ Arp2/3 Blow \
x Crk
ca® Dock
DSwip-1 -
N-Cad e N-Cad
Sns ° Sns
N-Cad
N-Cad Duf Rst Duf
Hbs Hbs
Dock Mot
(o] . 3
o Siz Siz Siz .
Mhcl Arp2/3 Arf6
\ Kette *
SCAR \ o
Myotube

Abb. 3: Die Zelladhasionsmolekile aktivieren Signalketten, die zuMyoblastenfusion flhren

Nach erfolgreicher Zelladhasion wird der zweiten Fusionsphasée Reorganisation des Aktifytoskdetts
durch dieAktivierung des Arp2/Xomplexeseingeleitet. Arp2/3 wird Uber SCAR aktiviert, das von Kette
beeinflusst und durcRac aktiviert wird. In FCMs kann Arp2/3 auch tber deMipb/WASp-Komplex, der von
Blow reguliert wird, aktiviert werdenAn der Aktivierung der Aktirregulierenden Proteingind die Adapter
proteineRols, Mbg Dockund Schizdoeteiligt(modifiziert nachOnel et al., 2014)

Eine weitere Komponente der embryonalen Myogenese ist Schizo a8k, als Loner
bezeichnet). Siz wird in Abhangigkeit von Duf zur Zellmembran rekrutiert, konnte dort als

GEF fur die GTPase Arf6 agieren und so auf Rac wir@men etal., 2003) Allerdings

wurden aufgrund der AktHrokus Form insiz-mutanten Embryonen alternative Funktionen
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von Siz in der Myogenese vermu{&ichardson et al., 200.7Bis zur Fusion exprimieren die
fusionierenden Zellen das ZelladhasionsmolekaCatlherin (NCad) auf der gesamten
Zelloberflache N-Cad wird vermutlich vor der Fusion durch Sz Abhangigkeit von Arfl
endozytiertum eine enge raumliche Annaherung der beiden Zellmembranen zu erméglichen
(DottermusckHeidel et al., 2012; Onel et al., 2014)

Die Lokalisation von SCAR und WASan der Fusionsstelle und die Bildung des Aktin
Fokus scheint auRerdem vom Formin Diaphar(@ig) abzuhangefDeng et al., 2015Die
durch Rac aktivierbaren redundanten faRlivierenden Kinasen Pakl und Pak3 unterstitzen
den Fusiosprozess zusatzlich, wobei der genaue Einfluss auZytaskelett nicht vollstd-

dig aufgeklart ist, da sie nicht direkt an der AkEinlymerisation beteiligt sind (Duan et al.,
2012)

3.3.Phosphagene kdnnen als EnergiBuffer agieren und sind evolutionar

konserviert

Die Umstrukturierung des Aktidytoskeletts ist angewiesen auédereitstellung von ATP,
da sowohl die Reorganisation selbst ein energieaufwandiger Vorgaraisistuchfir die
Exozytose von Vesikeln unauchdie Membranfusion selbst ATBenotigt(Carlsson, 2010;
Martensund McMahon, 2008)Energie in Form von ATP karjadochnur schwer gespeichert
und transportiert werdenin den Myoblasten der Vertebraten wiragrdCreatinkinase
vermittelte Erhalt der Energidomoostasefir die Reorganisation des Aktitytoskeletts
genutzt(Mahajan et al., 200050 unterstutzCreatinkinase (CKilie F-Aktin Polymerisation
wahrend der Phagozywe der MakrophageriKuiper et al., 2008)In priméaren Maus
Myoblastenkonnte au3erdemgezeigt werden, dassKCdie Umstrukturierungdes Aktin-
Zytoskelets und damit den Zuwachs von Zellkernaemerstitz{O'Connor et al., 2008)

CK gehort zur EnzyriFamilie der Phosphagene (auch Guas{dgimasen genanntu der auch
die Argininkinase (Argk) inDrosophila gehért. Phosphagengnd an vielen Funktionen
innerhalbder Zellez.B. der Regulation der inorganischen Phoskbatentration Protonen
Puffer, intrazellularen Energietransport und dem Erhalt der Enetdmmoostase in Zeiten
groRer Energi€luktuation beteiljt (UbersichtsartikelWallimann et al., 1992)So kannCK
durch die Rosphorylieing vonCreatin mit Hilfe von ATP an Orten der Energieproduktion
und der Generierung von ATP aus ADP durch Dephosphorylierung von Phdsdatinals
EngergiePuffer agieren (siehédbb. 4). Diese Enzymreaktion isenergetischnahe am
Gleichgewicht und daher umkehrb@zejaund Terzic, 2003; Ennound Morrison, 1958)
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Unter den Phosphagenamnd die Qreatinkinasen bisheam besten untersuclEllington,
2001; Muhlebach et al., 1994; Saks et al., 2007; Schlattner et al., 2006)

Phospho-

Creatin r ADP
Creatin- ATP-

kinase & Verbrauch
ATP

Abb. 4: Energiespeicherung durch Phosphagene am Beispiel der Creatinkinase
An Orten der Energieproduktion wird PhospBiceatin unter ATPAufwand hergestellt, wobei an Orten des
Energiebedarfs ATHurch Verbrauch von Phospit@reatingeneriert wird.

ADP

ATP-
Produktion

Creatin-
kinase

ATP .
Creatin

Alle Phosphageneerfligen tber die charakteristische Guar@oppe,sind phylogentsch

weit verbreitet und besitzen ein hohes Mal3 an Sequenzahnlichkeit zwischen verschiedenen
SpeziegAndrews et al., 2008; Cantwell et al., 2001; Conejo et al., 2008; Fraga et al., 2015;
Uda et al., 2006)Die Mitglieder der Phosphagdramilie werden anhand ihres Substrats
unterschieder{Ellington, 2001) Das Phosphagen iDrosophila nutzt Arginin als Substrat

und wird daher als Argk bezeichn&ie Funktionen deArgk in Drosophilawurden bisher
kaumuntersuchtSo ist noch offen, lm ein Zusammenhang zur Myogendmsteht dhnlich

wie es bei Vertebraten scheiitt TranskriptorrAnalysen zeigte sich jedoch, dasgkin FCs

und FCMs transkribier{(Estrada et al., 2006)nd wie auch Blow, von Notch und Ras
reguliertwird (Artero et al., 2003)

Fur Drosophilaargk werden in Datenbarm verschiedene Bteinvarianten vorhergesagt, die
sich im NTerminus unterscheiden, aberndgleichen CTerminus besitzenDie fir die
enzymatische Aktivitat relevanten und evolutionar konservierten Teile des Proteins sind
innerhalb diessnicht-variablen Bereichs zu findg@ttrill et al., 2016) So befindet sich am
Cterminal en Ende des Proteins der Aactive
Substrats eine KonforationsAnderung ausgeldst wir(Azzi et al., 2004; Cantwell et al.,
2001) In der Literatur werden aufl3erdem weitere Bereiche im Protein als funktionell relevant
diskutiert. So befindet sicim Proteinein potentides AdeninNukleotid Bindenotiv und die
sogenannte NEEBox, die im Wesentlichen aus einehoch konservierterMotiv aus
Asparagin, Glutaminsdure, Glutaminsaure Wsparaginsaure besteliMuhlebach et al.,
1994; Strongund Ellington, 1995) Ein Basenaustausch in der NEBDXx fluihrt zum Verlust
derenzymatischen AktivitaggCantwell et al., 2001)
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3.4.Wahrend der Metamorphose kommt es zur Umstrukturierung der

Muskulatur

Die im Embryo entstandenen Muskeln werden im Verlauf der Metamorphose umgestaltet.
Nach Verpuppung histolysiert ein Grof3teil der Muskulatd neue Muskeln entstehen. So

bildet sich die dorsoventrale Thoraxmuskulabi/M) als ein Teilindirekter Flugmuskeln

(IFM), die direkte FlugmuskulatyDFM) und dieBeinmuskulaturde novoaus Myoblasten,

die den Fliugel bzw. Beinmaginalscheiben als guiéheliale Zellen anhafte(sieheAbb. 5;
Fernandes et al.,, 1991; Ghazi et al.,, 2000; Magbool et al., 2006; Saer 2004) Die
abdominale Muskulatur entsteht aus Myoblasten, die assoziiert mit den Motoneuronen
vorliegen(Currieund Bate, 1991)Im Gegensatz zur Neuentstehung der Muskulatur nutzt die
dorsale longitudinale Muskulatur (DLM) im Thorax persigti®te larvale Muskeln als
AGer ¢st i, mi t dem dmaginalsthebb haeshsdéer &inwanterung ift deg g e |

Thorax fusioniererfFernandes et al., 1991)

B~
. IFM - DLM

IFM - DVM

. abdominale Muskeln

Abb. 5: Schematische Darstellung deadulten Muskulatur in Thorax und Abdomen

Die abdominale Muskulatur (griin) eéabkt wie die dorsoventrale indirekte Flugmuskulatur (cyan) und die direkte
Flugmuskulatur (lila)de novoaus AMPs. Die dorsale longitudinale indirekte Fhugskulatur (dunkelblau)
entsteht durch Fusion von Myoblasten mit persistierenden larvalen Mstaifiziert nachDobi et al.,2015)

Die bereits im Embryo angelegten AMPs proliferieren wahrend der Larvenstadien ohne zu
differenzieren(Bate et al., 1991; Roynd VijayRaghavan, 1999)Aus diesem Grund wird fur
AMPs ein StammzeHahnliche Charakterdiskutiert (Ubersichtsartikel Figeac et al., 2007)

Wie auch im Embrydusionieren wahrend der pupalen Myogenese heterotypische Zellen
miteinander. So konnte gezeigt werden, dass sowehlTeil der AMPs,der Flug- und
abdominale Muskelibildet als auch die larvalen Geristmuskelmr Bildung der DLMDuf
exprimieren(Dutta et al., 2004; Kozopasnd Nusse, 2002)Bei der Entstehung der DLM
wurden aufRerdem Sns, Hbs und Rst nachgewiesen, wobei die ExpressiSnshier vom
Notch-Signalveg abzuhéangen scheii@ildor et al., 2012)Die Myoblasten werdehier durch
Filipodien, dieaus de Geriistmuskelmervortreten, zum wachsenden Muskel gefii§egal

et al., 2016) Aul3erdemkonnte gezeigt werden, dasswohl einige AktinRegulatoren der



Einleitung| € n

embryamalen Myogenesals auch Sing ebenfallisssentll flr die Entstehung der adulten
Muskeln sindDhanyasi et al., 2015; Mukherjee et al., 20&hnliche Mechanismen wie bei
der Entstehung deailvalen Muskulatur lassen sich deshalb auch wahrend der Metamorphose

vermuten.

3.5.Die Entwicklung des méannlichen Reproduktionstrakts

Das Reproduktionssystem dBrosophila Mannchen besteht aus den inneren und auf3eren
Genitalien, wobei die inneren Orgadie Produktion der Spermien und Sekrete sowie deren
Freisetzung gewahrleisten und die auf3eren GeschlechtsorgaKemdiation ermoglichen
(Abb. 6 A; Bodenstein, 1950; Bryant, 1978pPie Spermatogenese lauft in den paarig
angelegten Testes ab. Dabei entstehen aus einer dipBidemmzelle, die sich in der apikal
gelegenen Hulegion befindet, 64aploide SpermienFuller, 1993) Diese werden am
proximalen Ende des Teéstals individualisierte Spermien in die Samenblase entlassen
(Ubersichtsartikel:Fuller, 1993; WhiteCooper, 2010) Die Samenblasen und die ebenfalls
paarigenrAnhangsdriisen, die sogenanniBaragonienproduziererfur die Kopulation und die
Haltbarkeit der Spermien bendtigte Sekrete (zusammengefa¥gbifmer, 2007)und enden

im Ductus ejaculatus, der Uber die Spermienpumpe zu den dulReren Genitalien, dapa Penis
parat, fuhrt Abb. 6 A). Die inneren Organe sind umgeben von dinnen Muskelschichten.
Zusatzlich befindet sich eine Schicht aus Pigmentzellen um Testes und Samefihldsen
1993)

Der mannliche Reproduktionstitakntwickelt sich augslen Gonaden under unpaarigen
sexuell dimorpherGenitalmaginalscheibgim weiteren Verlauf dieser Arbeit als Gemita
scheibe bezeichnetlie ektodermalen Ursprungst. Im Verlauf der Metamorphose wachsen
Genitalscheibe und Gonadanfeinander zu und verbinden sich schlie3lich. Dabei gehen aus
der Genitalscheibe alle somatischen Teile des Reproduktionstrakts, die duf3eren Genitalien
und Teile des Hinterdarms herv@odenstein, 1950; Bryant, 1978; Estrada et al., 2(Dig)
Testesund die Pigmentzellen entstehen aus den Gonadeenen sich auch die Keimzellen
befinden(Abb. 6 B; Bodenstein, 1950; StetmdHadorn, 1939)

Die Bildung des mannlichen Reproduktionstraktsdwiturch homéotischeGene und die
Geschlechtsdeterminatiocihiierarchie beeinflusChenund Baker, 1997; Christiansen et al.,
2002) Dabei schimen die Pigmentzellen eine zentrale Rolle zu spielen. Die Pigmentzellen
entstehen nur in Mannchen und ihre Entwicklung scheint abhangigleroBxpression des
Transkriptionsfaktor§ox100Bzu sein(DeFalco et al., 2008; Nanda et al., 2009)
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Abb. 6: Schematische Darstellung derinneren Organe des mannlichen Reproduktionssystems
Der mannliche Reproduktionstrakt besteht aus paarigen Testes, Samenblasen und Paragonien sowie einem

Ductus ejaculatus und einer Spermienpumpe M\a c

h

der

Ver pupipwmgf d rArad ttiea n fip,u p

liegen Genitalscheibe (blau) und Testes (grau) unabhangig voneinander vor, wobei die Pigmentzelbasf (lila)
denTesteszu finden sindIm Verlauf der Entwicklung wacks die Testes und die Genitalschedéngfeinander
zu, verschmelzenind bilden den adulten inneren ReproduktionstfBktmodifiziert nachBodenstein, 1950)

Uber die Eigenschiten der Muskulatur des mannlichen Reproduktionssystems areh d

Entstehung ist nur wenig bekannt. Analysen im weiblichen Reproduktionstrakt konnten drei

verschiedene Muskeltypen mit verschiedenen Charakteristika identifizieren: Die Muskeln des

Ovidukts $nd mehrkernig und &hneln der somatischen Muskulatur. Die Muskeln der

Epithelialschicht, die die Ovariolen umgeben, und Muskeln der Peritonealschicht, die die

Ovarien umgeben, umspannen die Omgaetzartig und sind vergleichbar mit der viszeralen

Muskulaur, wobei die Muskeln der Epithelialschicht einkernig sfhididson et al., 2008)m

mannlichen Reproduktionstrakt entstammen alle Muskeln, auch die der Testes, der-adepith

lialen Myoblasten der Genitalscheibe. Die Testigevanten Myoblasten wandern im Verlauf

der Entwicklung in entgegengesetzter Richtung zu den Pigmentzellen auf die(Kegtgsas

et al.,, 1998) Dieser Prozess ist in Fliegen mit Mutation im Lokus \IDWnt2 gestort

(Kozopas et al., 1998Ppurch Transplantationsind Kultivierungsexperimente konnte gezeigt

werden, dass die Kontaktaufnahme von Samenblase und Testis fur die Migration der Muskeln

und Pigmentzellen und die korrekte Formgebungadiegten Testis essentiell iodenstein,

1950; Gartner et al., 2014; Stern, 1941a, b)
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3.6Ziele der Arbeit

Fur die embryonale Myogenese muss viel intrazellulare Energie bereitgestellt werden, da die
Umgestaltung des Aktidytoskeletts ein sehr energieaufwéndiger Vorgasig(Carlsson,
2010). Auch fur die Exozytose von Vesikeln und die Memtusion selbst wird ATP berd

tigt (Martensund McMahon, 2008). Wie die Energie wahrend der Myoblastenfusion bei der
Entstehung der larvalen somatischen Muskulatirivsophilabereitgestellt wird, ist jedoch
unbekanntAhnlich wie durch CK bei Vertebratei©'Connor et al., 200R6nnte é hoher
zellularer Energiebedarf iDrosophiladurch Argk kurzzeitig Gberbrickt werddm Rahmen
dieser Arbeit soll aus diesem Grund eine mogliche Beteiligung von Argk an der Myoblaste
fusion zur Bildung der larvalen somatischen MuskulatuDmsophila analysiert weden.

Dafir soll mittels immunhistochemischen Methoden die subzellulare Lokalisation bestimmt
werden. Die Analysen von homozygot mutanten oder defizienten Embryonemegelihin

Aufschluss dariber geben, ob Argk Einfluss auf die Myoblastenfusion hat.

Die embryonalévilyogeneseson Drosophilawurde in der Vergangenheit intensiv untersucht.
Andere Muskelentstehungsprozesse, beispielsweise wahrend der Metamorphose, standen
allerdings weniger im Fokus. Dabei weist die Entstehung der adulten Muskeln groR3e
Ahnlichkeit zu den Vorgangen in Vertebraten auf (Figeac et al., 2007)Gegensatz zu
anderen Bereichen sollten Stéungen im Reproduktionstrakt die Vitalitat der Tiere und die
Fahigkeit zu Schlifen nicht beeintrachtigt, sondern lediglich Fetilitatsstorurggarsachen.
Analysen im weiblichen Reproduktionssystem beschreiben verschieden gestaltete Muskulatur
mit unterschiedlichen Eigenschaft¢rludson et al., 2008; Middleton et al., 200®ie
Muskulatur des adulten mannlichen Reproduktionstrakts ist kaum untersucht. Erste Analysen
zeigten Muskelschichten mit verschiedenen Charakteristika um die inneren Organe des
mannlichen Reproduktionssystems (Hornbruch, 2010). Ziel dieser Asheiie Entstehung

der mehrkernigen Testismuskulatur zu untersuchen Gemeinsamkeiten und Unterschiede

zur embryonalen Myogenese aufzuzeigen. Nach der Charaenig der verschiedenen
Musketypenmittels verschiedener GFProteintrap Liniersoll im zweiten Schrituntersucht
werden, ob dienehrkernigeTestisnuskulatur ebenfalls durch Myoblastenfusiotserht und
wanngenaudieser Prozess wahrend der Metamorphose stattfimleteiteren Verlauf &nn
dannder Einfluss der IgS#Molekile Duf und Rst auf die Entstehung der Testismuskulatur
analysiert werden. Da die Muskelschichten des Reproduktiorestrih etabliertes Modell

zur Untersuchung der Myoblastesion darsteten, solen aul3erdendie Methoden etabliert

werden, mit deren Hilfe die Beantwortung der Fragestellungen mdglich waren.
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4.MATERIAL UND METHODEN

4.1 Materialien

4.1.1. Gerate

Gelelektrophores@pparatur ~ Werkstatten MPI Martinsried und Uni Marburg

Heizblock Rotilabo Block Roth, Karlsruhe
Heater H250

Kuhlzentrifuge Megafuge 1.0f Heraeus, Hanau
MagnetKochrihrer Variomag H+P Labortechnik, Minchen

Mono

NanoDrop 2000 Spektromete Thermo Fischer Scientific, USA
PCR Maschine Personal Biometra, Gottingen

Cycler

pH-Meter pH 211 Hanna Irstruments, Kehl am Rhein
Schttler Rock$ 3D Fobel Labortechnik, Lindau
Schuttler GFL 3005 Biometra, Gottingen
Spannungsquellen Power Biometra, Gottingen

Pack P25

Tischzentrifuge Biofuge Heraeus, Hanau
UV-Transilluminator TI1 Biometra, Gottingen
Vortex-Gerat Reax 2000 Heidolph, Schwabach
Wasserbad GFL 1002 Biometra, Goéttingen

Mikroskope (alle Zeiss, Jena)

Binokul ar AStemi SV6i

Fluoreszenzmi kroskop AAxioplan 2 mit ApoTom
Fotomi kroskop AAxioskoph

|l nverses Mikroskop AAxiophot Observer Z1#A mi
Spinning Disc AAxi oObserver. Z1o, Laserrack 4

4.1.2. Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurdeon folgenden Firmen bezogen

AppliChem (Darmstadt), Merck Millipore (und zugehdrige Firmen wie z.B. Sigkithich
oder Fluka, DarmstadtiRoche(Mannheim),Roth (Karlsruhg und Thermo Fischer Scientific

(und zugehoérige Firmen wie z.Bife TechnologiesUSA)
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4.1.3. Verwendungsfertige Losungen Enzymeund Kits

Accu Prime High Fidelity Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, USA
Polymerase

Cell Dissociation Buffer C-1544, SigmaAldrich, Merck, Darmstadt

Click-iT® EdU Alexa Molecular Probes, Thermo Fischer Scientific, USA
Fluor® 594

Fotales Kalberserum (FBS) S0113, Merck Millipore, Darmstadt
DIG-RNA-Labelling-Mix SigmaAldrich, Merck Millipore, Darmstadt

DNA GrofRenmarker New England Biolabs, Frankfurt alktain

Dynabead® Mouse CD8 11447D, Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, USA
(Lyt2)

Fluoromount & Southern Biotech, UK
Gateway LR Clonasé II Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, USA
Enzyme Mix

illustra® GFX PCR DNA and GE Healthcare Life Science, Freiburg
Gel Band Purification Kit

NucleoSpiff Gel and PCR  MachereyNagel, Diiren

Clearrup Kit

pENTRE /D-TOPC Cloning  Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, USA
Kit

Proteinase K AppliChem, Darmstadt

Restriktionsendonukleasen New England Biolabssrankfurt am Main
oder Fermentag,hermo Fischer Scientific, USA

RinderInsulin 1-6634, SigmaAldrich, Merck, Darmstadt
RNase A SigmaAldrich, Merck Millipore, Darmstadt
RNaqueous Micro Kit Ambion, Thermo Fischer Scientific, USA
RNeasy Micro Kit Qiagen, Hilden

RNA-Polymerasen SigmaAldrich, Merck Millipore, Darmstadt
SP6, T3, T7

Schnei der 6 s N Gibco,Thermo Fischer Scientific, USA
TOPC TA Cloning® Kit Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, USA

TSA Fluorescein System PerkinElmer, USA
Vectastain ABGCKit Vector Laboratories, Lorrach



Mateiial und Methoderl £y

4.1.4. Lésungen, Puffer und Medien

Puffer A

Tris/HCI (pH 7,5) 0,1 M
EDTA (pH 8,0) 0,1 mM
NacCl 0,1M
SDS 10 % (w/v)

Auftragspuffer fir Gelelektrophorese

Xylencylanol 0,1 % (w/v)
Bromphenolblau 0,1 % (w/v)
Glycerin 80 %
10x TBE 10 %

Kulturmedium fiirex vivoKultur von pupalen Genitalscheiben

Fotales Kalberserum (FBS) 10 % (w/v)
RinderInsulin 0,5 % (w/v)
in Schneidero6s Medium

DIG1 (pH 7,5)

Tris/HCI 100 mM
NaCl 150 mM
DIG3

NaCl 100 mM
Tris/HCI (pH 9,5) 100 mM
MgCl, 50 mM
El

Tris/HCI (pH 8,0) 50 mM
EDTA 10 mM
RNase 100eg/ml
E2

NaOH 200 mM
SDS 1%

E3 (pH 5,5)

Kaliumacetat 3,1 M

pH-Wert mit Essigséure einstellen
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E4 (pH 5,0)

NaCl 600 mM
Natriumacetat 100 mM
TritonX-100 0,15 %

pH-Wert mit Essigsaure einstellen

E5 (pH 5,0)

NaCl 800 mM
Natriumacetat 100 mM
pH-Wert mit Essigsaure einstellen
E6 (pH 5,0)

NaCl 15M
Natriumacetat 100 mM

pH-Wert mit Essigsaure einstellen

Epon

Epon 812 51,5 % (v/v)
Epon Harter DDSA 28 % (vIv)
EponHarter MNA 19 % (v/v)

Epon Beschleuniger DMP 3Q,5 % (v/v)

Farbepuffer flin situ Hybridisierung

NaCl 100 mM
MgCl, 50 mM
Tris (pH 9,5) 100 mM
Levamisol 1mM
Tween 20 0,1 % (w/v)

X-Phosphat = BCIP (Brom- 4-chlor- 3-indolylphosphat)

Stammldsung: 5éng/ml in DMF

NBT (Nitro blue tetrazoliumchloride)

Stammldsung: 1 mg/mi

Fruchtsaftagar

Apfel- oder Traubensatft 25 % (wiv)
Saccharose 1,25 % (w/v)
Nipargin 0,2 % (w/v)
Select Agar 2,7 %
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Hybridisierungslésung (HS)

Formamid 50 % (w/v)
SSC 5 X
Heparin 100 pg/ml
Lachssperma DNA 100 pg/ml
Tween 20 0,1 % (w/v)

Luria Bertani (LB}Medium (pH 7,0)

Trypton 1% (wiv)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NacCl 0,5 % (w/v)

fur LB-Platten wird 2 % (w/v) Bactédgar zugesetzt
Endkonzentration der eingesetzten Antibiotika:
Ampicillin: 100 pg/ml

Kanamycin: 50 pg/ml

Chloramphenicol: 20 pg/ml

MaisgriesAgar

Maisgries 60 %
Fruktose 7,15 %
Trockenhefe 1,2%
Nipargin 0,14 %
Propionsaure 0,6 %
Agar 0,7 %

PBS (phosphate buffered saline)

NaCl 130 mM
NapoHPO,y 7 mM
NaH,PO, 3mM

PBT

Tween 20 0,1 % (w/v)
in PBS

20x SSC (pH 7.0)

NasCitrat 300 mM
NacCl 3M

10x TBE

Tris/HCI (pH 8,2) 0,89 M
Borsaure 0,89 M
EDTA 0,2M
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TNX
NaCl 0,7 % (w/v)
Triton X-100 0,01 % (w/v)

4.1.5. cDNAs und Vektoren

cDNAs

argk GH11670
CG5144 RH66859
CG4546 GH24918

Die verwendeten cDNAs wurden von DGRDr¢sophilaGenomics Resource Center, USA)
bezogen.

Vektoren

pCF [I-TOPT TOPOVektor, Teil des TOP®TA Cloning Kits

pENTRé/D-TOPdFB TOPOVektor zur WeiterKlonier ung i n -VAk®at eway f
Teil despENTRE /D-TOPC Cloning Kits

pUAST-attB-rfa-GFP A Gat eWehktor,fizur Verfugung gestellt von S. Bogdan,

Universitat Minster

pUASRattB-rfa-10xMyc A Gat eVMehktor,izur Verfigung gestellt von S. Bogdan,
Universitat Munster

4.1.6. Synthetische Oligonukleotide

Oligonukleotide wuden von Eurofins Genomics (Ebersberg) hergestellt.

Primername Sequenz des Primers

[—
3

Klonierung von argk

ArgkFL-pENTRfwd 5 &ACC-ATGTTCGCTTTGTGGTATTTAAG3 6 57 °C
ArgkFL-rev 5 €AGGCTCTTCTCGAGCTTGA3 6 56 °C
ArgkdCtermrev 5 &GGCATCGTTGTGGTAGATGCE3 6 55°C

Klonierung von CG30274

CG30274intlfwd 5 -dTCCCGACGATCTGCACAGTGE3 6 59°C
CG30274rev 5 &£ATCGTGGATCGCAACTAG3 06 52°C

Uberpriifung der Lokalisation derEHemente in ZCL0O789 und YB0338

ArgkE5-1fwd 5 €GTTGGACGTTGAATTCTACGG3 0 55 °C
Argkl5-1rev 5 6GCCGGCATTATATCAACCCGAAG3 0 56 °C
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Uberprifung der Lokalisation desBements in L311
trolfwdl 5 &£ TATGCACAGCGTAGAGTGTCAG3 6 58 °C
trolrevl 5 &CCTGAATGACAGACCATCGAAG3 6 56 °C
P-Element Primer
Pryl 5 &CTTAGCATGTCCGTGGGGTTTGAAT3 6 60 °C
Pry2 5 &TTGCCGACGGGACCACCTTATGTTATI3 6 60 °C
Placl 5 &£ACCCAAGGCTCTGCTCCCACAAT3 6 60 °C
Pwhtl 5 & TAACGCTAATCACTCCGAACAGGTCACA3 6 60°C
PLF 5 € TTGACCTTGCCACAGAGGACTATTAGAGG3 ¢ 65 °C
PLR 5 &£AGTGACACTTACCGCATTGACAAGCACGEGS3 ¢ 65 °C
PRF 5 &£CTCGATATACAGACCGATAAAACACATGC-3 ¢ b5 °C
PRR 5 AGTCAGTCAGAAACAACTTTGGCACATATC-3 ¢ b5°C
RT-PCR Primer
dufRT1fwd 5 &CACGAGATTCAACAGTCGCAG3 6 64 °C
dufRT1lrev 5 &CTGCTGGCGGTCAAGTTGR 6 65 °C
rstRT1fwd 5 GGCCACCGAGGATCGCAAAG3 6 63 °C
rstRT1lrev 5 &CAGCGGTATCACCGTGTAG3 6 63 °C
snsRT1fwd 5 £TGCACATCAAGGACGCGAAGS3 6 63 °C
snsRT1lrev 5 £TCGTAGGTCAGCGAATCAATG3 6 62 °C
hbsRT1fwd 5 &TGTGGAGCGCAGTGATATTGG3 6 64 °C
hbsRT1rev 5 &TTGAGATCCTTGCCATGACGAGC3 6 65 °C
alphatub84Bl1fwd 5 -&€ATAGCCGGCAGTTCGAACG3 6 63 °C
alphatub84Blrev 5 -@&GACCTCATCGACCACAGTGS 6 63 °C
twistRT1fwd 5 &8AGGAGACGGACGAGTTCAG3 6 63 °C
twistRT1rev 5 &CCTTGCGCAGGCACTTCAR 6 65 °C

4.1.7. Sequenzierung

Fur Sequenzierungen von DN&oben wurde der Ready2 Run EinzelpreBemnvice von
LGC Genomics GmbH (Berlin) genutzt.

4.1.8. Generierte Konstrukte

pUAST-Argk-GFP
aus cDNA amplifiziert mit ArgkFEpENTRfwd und ArgkFLrev, kloniert Gber Zwischenke
tor pENTRE /D-TOPG® i n fi n¥k & bptASE-attB-earGER

den

pUASPRArgk-Myc
aus cDNA amplifiziert mit ArgkFEpENTRfwd und ArgkFLErev, kloniert Gber Zwischenke
tor pENTRE /D-TOPG® i n fi ndlekn oA G-attB-EbMSBIRyc, genutzt

den
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zur Generierung transgerr  F | i e g e nvernhitiette; dericlite@e3lritegration auf dem 3.

Chromosom

pUAST-Ar g kGFe
aus cDNA amplifiziert mit ArgkFEpENTRfwd und ArgkdCtermrev, kloniert Uber
ZwischenvektopENTRE/D-TOPC?i n den f i n¥lk &hpoASH-atiB-danGER

pUASP-Ar g kMy€

aus cDNA amplifiziert mit ArgkFEpENTRfwd und ArgkdCtermirev, kloniert Uber
ZwischenvektorpENTRE/D-TOPC? i n den f i naveeknt o A 6 aattpatiiaSyP
Gener i er un gvermittelten gencletatee r F

10xMyc, genut zt zur
Integration auf dem 3. Chromosom

CG30274 i-nOPP®RE!I |

aus genomischer DNA amplifiziert m@G30274intlfvd und CG30724rev, genutzt fim
siti-Hybridisierungen

4.1.9. Antikorper , Serenund Farbstoffe

Priméare AntikOrper

Anti-b-Galaktosidase Kaninchen 1:5000 Biotrend, Kdln
Anti-b3-Tubulin Meerschweinchen, 1:10000 Leiss et al., 1988

Anti-DIG AP-gekoppelt, im SpeTest Roche Diagnostics, Mannheim
1:5000,in situ: 1:2000

Anti-DIG biotinyliert, 1:2000 Roche Diagnostics, Mannheim

Anti-GFP Kaninchen, 1:2000 ab3223; Abcam, UK

Anti-Tropomyosin Ratte, 1:1000 ab50567; Abcam, UK

Anti-DMef2 Kaninchen, im Embryo: 1:200 zur Verfiigung gestellt von

im Reproduktionstrakt: 1:100C H. Nguyen, Universitat Erlangen
Kaninchen, 1:500

Anti-PhospheH3
(Ser10)

Anti-Myc
Anti-Myc
Anti-CoxIV
Anti-CK

Kaninchen, 1:2000
Maus, 1:2000
Maus, 1:100

Maus, 1:5 1:500 getestet

06-570; MerckMillipore,
Darmstadt

Cell Signaling Technology, USA
Merck Millipore, Darmstadt
mAbcam33985; Abcam, UK

CK-JAC (6F11), Develomental
StudiesHybridoma Bank, USA
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Sekundare Atikorper

Anti-Kaninchen im Embryo: 1:500 Vector Laboratories, Lorrach
DyLight 488 im Reproduktionstrakt: 1:200(

Anti-Kaninchen im Embryo: 1:250 Vector Laboratories, Lorrach
DyLight 549

Anti-Maus im Embryo: 1:250 Jackson ImmunoResearch
cy5 Laboratories, USA
Anti-Maus im Embryo: 1250 Vector Laboratories, Lorrach
DyLight 488

Anti-Ratte iIm Reproduktionstrakt: 1:200C Jackson ImmunoResearch
Alexa Fluor 488 Laboratories, USA
Anti-Meerschweinchen im Embryo: 1:250 Jackson ImmunoResearch
cy2 Laboratories, USA
Anti-Meerschweinchen im Embryo: 1:250 Jackson ImmunoResearch
cy3 Laboratories, USA
Anti-Meerschweinchen im Embryo: 1:250 Jackson ImmunoResearch
cy5 Laboratories, USA
Anti-Meerschweinchen im Embryo: 1:400 Vector Laboratories, Lorrach
biotinyliert

Seren

Ziegenserum Vector Laboratories, Lorrach
Pferdeserum Vector Laboratories, Lorrach
Farbstoffe

Atto-565-Phalloidin Endkonzentration: 4 nmol/l  SigmaAldrich, Merck, Darmstad

Hoechst 33258 Endkonzentration: 3 pg/ml SigmaAldrich, Merck, Darmstad
4.1.10. Bakterienstamme
E. coliDH5U chemisch kompetente Zellen, SupE44 glacU169

(0 80lacZM15), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96 ithiel Al

E. coliTOP10 chemisch kompetente Zellefr" (lac® Tn10 (Tef)), mcrA g
(mrr-hsdRMSmcrBC), U 80lacZyM15, gdacX_74, recAl, deoR,
araD139, p (ara-leu) 7697, galU, galK, rspL, (Sf, endAl,
nupG (Teil des TOPG TA Cloning Kit oder des pENTR/D-
TOPC Cloning Kit, Invitrogen, Thermo Fischer Scientific,
USA)
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4.1.11. DrosophilamelanogastefFliegenlinien

Diem t Adkénfizeichneteninien wurdenvomA B o o mDrosgphita®t ock Cent er
und die mitAv A b exrLiaiennvtoem AV Dresophila RN A i C eemworleen i

ProteintrapLinien wurden, soweit nicht anderagegebenyon Flytrapbezogen

Mutanten und Defizienzen

witis BL5905; Wildtypkontrolle

0C31 I nt egr aBLR4d49;szer geaiahntaten Integration auf dem 3. Chromosom
Df(3L)BSC170 BL9561; defizient furargk

Df(3L)BSC130 BL9295; defizient fuargkund CG5144

Df(1)w?"*° BL 6018; defizient fidufundrst

sng%% WyssundKaddurahDaouk, 2000

blow? Doberstein et al., 1997

wip3P E. D. Schejter, Weizmann Institut, Rehovot, Israel

ProteintrapLinien

Argk::GFP ZCLO0785, Flytrap

Argk::GFP YB0338, Flytrap

Sls::GFP ZCL2144, Flytrap

Trol::GFP L311 aus Proteintragollektion, C. Klambt, Universitat

Munster verwendet irBusieJung et al., 2012

Gal4-Treiber und Reporter

Twist-Gal4 zur Verfigung gestellt von A. Michelson, NHLBI, USA
DMef2-Gal4 Ranganayakulu et al., 1995

UAS-Dcr2;;DMef2-Gal4  BL25756

rp298Gald MenonundChia, 2001; Nose et al., 1998

SnsGal4 Stute et al., 2006

1151Gal4 RoyundVijayRaghavan, 1997

C855aGal4 BL6990

c381Gal4 zur Verfugung gestellt von I. Reim, Universitat Erlangen

snsmCherryNLS Haralalka et al., 2011
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Dumaont Pinzetten

UAS-Linien

UAS-Doc?2 zur Verfugung gestellt von I. Reim, Universitat Erlangen
UAS-mCD8GFP BL32186
UAS-Lifeact-GFP BL35545
UAS-mCherryNLS BL38424
UAS-GFP BL1521
UAS-GFPNLS BL4776
UAS-duf-RNAI v3111
UAS-snsRNAI v109442
UAS-hbsRNAI v40898
UAS-rst-RNAI vo51
4.1.12. Sonstige Materialen

Mercateo, Kothen

Saulen fur MidipraparationJETSTAR 2.0 Columns, Genomddihne

Objekttrager
Deckglaschen
Stahlkugeln
Whatman Filter

Hy b o aRNIMembran

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sartorius AG, Gottingen

GE Healthcare Life Science, Freiburg

Pipetten Gilson, USA

Glasbodenshale MatTek Corporation, USA

4.1.13. verwendetelnternet-Res®urcen und spezielleSoftware
Flybase http://flybase.bio.indiana.edu

SMART http://www.smart.embheidelberg.de/smart

Sequenzvergleich
Blast
Primerdesign
Bildkomposition

http://mww.ebi.ac.uk./Tools/Clustalwz
http://blast.ncbi.nim.nih.gov
http://biotools.nubic.nohwestern.edu/OligoCalc.html
GIMP 2.8

Erstellung der Diagramme Microsoft Excel 2010

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1. Isolation genomischer DNA

Um die genomische DNA zu isolieren, werden cg.zZLivor 10min bei-80 °C eingefroreng

1 bis 3 Tagealte Fliegen in 40Qul frisch angesetztem Puffer A mit Stahlkugeln ineam
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EppendordGefald durch Schiitteln homogenisiert. Der Ansatz wirdmBO bei 65°C
inkubiert, 230ul 5 M KAc-L6sung sowie 57@l 6 M LiCl-Losung zugesetzt und fur H@in
auf Eis gelagert. Naater Zentrifugation fir 15min bei 1300@pmwird der Uberstand igin
neues EppendofBefal? dberfihrt und die DNA durckurzes Aufschitteln mit 80Qul
Isopropanol aus dem Uberstand geféllt. Im Anschluss an das Zentrifugieren beup8000
fiir 10min wird der Uberstand verworfen undsPellet mit 50Qul 70 % Ethanol gewschen.
Nach erneuter Zentrifugation fur mindestensnif wird das entstandene Pellet kurz
getrocknet, in 7%l Wasser aufgenommen und fir mindestemsI8icht geschuittelum die

DNA vollstandig zu resuspendieren.

4.2.2. PolymeraseKettenreaktion (PCR)

Mit einer thermostabilen DNAPolymerase und dem Wechsel aus Erhitzen und Abkuhlen
kénnen durch spezifisch bindende Oligonukleotide (Primer) definierte -Bidgmente
exponentiell vervielfaltigt werderiSaiki et al., 1988)Als DNA-Po |l ymer ase wi r d
Prime High Fidelityidi verwendet, wobei fer

genomischer DNA Puffer Il zufginsatz kommt.
Zusammensetzung des Reaktionsansatzes:

10x PCR Puffer: 5l

Primer (10uM): je 1pl

TemplateDNA: 0,22 pl Plasmid /5-10 yl genomische DNA
Wasser: ad 50pl

Accu Prime Taqg: 0,2ul

PCRProgramm
1. initiale Denaturierung 2 min 94 °C
2. Denaturierung 30 sek 94 °C
3. Annealing 30 sek Tm, siehe4.1.6
4. Elongation pro 1kb 1min 68 °C
30 bis 35mal Schritt 2 bis 4
5. abschlie3ende Elongation 10 min 68 °C
bis zur Entnahme der Proben 4°C

Die Uberprifung erfolgt durch gelelektrophoretische Auftrennung von 2 pisdésPCR
Produks.
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4.2.3. Agarose Gelelektrophorese

Um die Grol3e vorDNA-Fragmenta zu bestimmenwerdendieseim AgaroseGel unter
Einwirkung eines Gleichstromfelde®lektrophoretisch aufgetrenntEntsprechend der
erwarteterGroR3ewird hierfir 0,8 bis 1,86 Agarosdn 1x TBE durch Erhitzen geldst. Um die
DNA im Anschluss im UVLicht sichtbar zu machen, wirzlisatzlich 0,00% Ethidiumbo-

mid zugesetzt. Nach dem Erstarren der flissigen Agdridseng in der Elektrophorese
Apparatur wird das Gel mit 1x TBE Laufpuffer bedeckt, die mit Auftragspuffer versetzten
DNA-Proben in die vorbereiteten Geltaschen gefiltt darch Anlegen einer Spannung von
80 bis 100V die DNA aufegetrennt. Das Voranschreité@ann durcheinendem Auftragspuffer
zugesetzten Farbstoff verfolgt werd&ur Grof3enabschatzung der DNFkagmente dient ein

zusatzlich aufgetragen8tandareDNA Grolenmarker.

4.2.4. Aufreinigung von PCR-Produkten

Vor der Ligation in einen Vektor werdemsPCRProdukten entwedenit demNucleoSpif?

Gel and PCR Cleanp Kit oder demllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
Puffer und OligonukleotieReste entfernt. ®R-Produkte, die nach elektrophoretischer
Auftrennung eine klare Bande zeigen, werden direkt eingesetzt. Sind durch PCR zusatzlich
unerwinschte Produkte entstanden, wird das gesamte Produkt in der Gelelektrophorese
aufgetrennt, das Zidfragment ausgeschi@n und die DNA im GeBlockchen mit den

genannten Kits im Anschluss aufgereinigt.

4.2.5. Ligation von PCR-Produkten in TOPO®-Vektoren

Zur direkten Klonierung von DNAragmentenn einen Zwischenvektor ohne Zuhilfenahme

von DNA-Ligase verdenkommerziell verfiighee TOPG-Ve kt or en g eMBndet zt . A
eines solchen linearisierten Vektors ist kovalent eine Topoisomerase gebunden, die fur die
Ligation der DNAFragmente sorgt. Der Vektor pER-TOPCT wird fir die schnelle

Ligation von PCRProdukten genutzt und tragt eine Resistenz fir das Antibiotikum Ampici

lin. Der pENTF?/D-TOPdFD-Vektor findet Verwendung bei der Klonierung von RCR
Produkten, die i m AnrEndvékiorwsidoniartiweleh.&ur gedcitat e way i
ten Integration muss das zu ligierende PER a g me n tEnda mit der6Basenfolge
ACACCHA b égriVekoetrigt eine KanamychResistenz. Die Ligation von zuvor
aufgereinigten PCRrodukten erfolgt nach Anleitung des pGRTOPC- bzw. pENTRE
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Directional TOP@ Cloning Kits. Im Anschluss erfolgt die Transformation des Ligatipnsa

satzes wiainter4.2.7beschrieben.

4.2.6.Ligation von DNA-Fr agment en aus dTORO®-pektdt TIR E / D
AGat eWekiprén

Zur Umklonierung von DNAFragmenten aus dem pENE_I'FD-TOPd@-Vektor in einen
geeigneta A G a tEmdvekipriivird deGateway LR Clonase || Enzyme Mixerwendet
und nach Anleitung deblerstelles vorgegangen. Der Reaktionsansatz setzt sich wie folgt

zusammen:
D-TOPGVorklon: 50-150 ng
AGat eVektor 150 ng
Wasser ad 8 ul

LR Clonase Il Enzyme Mix 2 pl

Der Ansatz wird fur b bei 25 °C inkubiert und durch Zugabe von 1 ul Proteinase K und
Inkubation bei 37C fur 10min gestoppt. Im Anschluss wird der Ligationsansate in

4.2.7beschrieben, in chemisch kompetente Zellen transformiert.

4.2.7. Transformation von Plasmiden in chemisch kompetente Zellen

Um Plasmide zu vervielfaltigen, werden sie in chemisch kompeerdeli trangormiert und
vermehrt. 1 bis 21l eines Ligationsansatzes oder 0,2 bis|0,BlasmidDNA werden hierfur
den aufgetauten, chemisch kompetenten Zellen zugefiigt, durch vorsicBth&ateln
gemischt und auf Eis 3@in inkubiert. Nun erfolgt die Hitzeschodehandlug fir 45sek
bei 42°C. Im Anschluss werden 2%0 vorgewarmtes LBMedium den Zellen zugegeben und
fur 45min bei 37°C geschiittelt. Die Zellen werden auf einer-M&dium Agarplatte, die mit
dem passenden Antibiotikum versetzt ist, ausplattiert und GbehtNoei 37C inkubiert.
Einzelne, gewachsene Kolonien werden nuB ul LB-Medium unter Zusatz des geeigneten
Antibiotikums Gber Nacht schitteldzi 37°C inkubiert.

4.2.8. Isolation von PlasmidDNA im analytischen MaR3stab (Minipraparation)

1,5ml einerE. cdi Flussigkultur werden in ein Eppenddsiefald gegeben, die Zellen durch
kurze Zentrifugation auf dem GefaBboden gesammelt und der Uberstand verworfen. Das
Pellet wird im Anschluss in 1001 E1-Lésung resuspendiert, 20 E2-L6sung zugeflugt,
invertiert urd fur 5min bei Raumtemperatur inkubieam die Zellerzu lysieren. Nun werden



Material und Methodel| n €

150ul E3-Losung zugesetztder Inhalt des Reagiergeféf3evermischt und #nin bei
13000upm und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein frisches Eppendorf
Gefal3 dberfuhrt, 32Qul Isopropanol zugefigt und 30in bei Raumtemperatur mit
13000upm zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wird das Pellet mit
70%Ethanol gewaschen und fir frin bei gleichen Bedingungegrneut zentrifugiert. Nach
dem Trocknendes Pellets wird es in 328 Wasser aufgenommen. Durch enzymatischen
Restriktionserdau gemald der Anleitung déterstellerskann im Anschluss festgestellt

werden, ob das isolierte Plasmid das gewlinschte-BN@ment enthalt.

4.2.9. Isolation von PlasmidDNA mit hohem Reinheitsgrad im praparativen Mal3stab

(Midipraparation)

Die zuvor im analytischen MaRstab identifizierte Kultur mit dem gewiinschten Plasmid wird

in 50ml LB-Medium unter Zusatz des geeigneten Antibiotikums Uber Nacht unter leichtem
Schitteln bei 37C vermehrt. DieE. coli Kultur wird nun in einem 5@nl FalconGefal3 bei

4 °C und 400@pm sedimentiert, der Uberstand verworfen und das Pelletih B1-Losung
resuspendiert. Nach Zugabe vomm# E2-Lésung und vorsichtigem Durchmischen durch
Invertieren @és GefalRes wird der Ansatz fumin bei Raumtemperatur inkubiert, um die
Zellen zu lysieren. Nun werdenndl E3-LOsung zugesetzt und es erfolgt die Zentrifugation
fur 10min bei 4°C und 600Qpm. Im Anschluss wird der Uberstand auf eine zuvor mit
10 ml E4-L6ésung aquilibrierte Saule gegeben und diese dareimal mit jeweils 10ml E5
Losung gewaschen. Danach erfolgt die Elution der DNA nmtl &£6-Losung, wobei das
Eluat in einem 15 ml FalceGefald aufgefangen wird. Zur Fallung der DNA wird dem Eluat
4 ml Isopropanol zugefiigt, das Gemisch aufmlZppendordGefalie verteilt und fur 3@in

bei 4°C und 1300@pm zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstands wird das Pellet
mit 70% Ethanol gewaschen und fir aln bei 4°C erneut zentrifugiert. Nun wirder
Uberstand verworfen, die Pellets getrocknet und in ijevB® ul Wasser resuspendiert. Zur
Uberpriifung dessolierten Plasmids erfolgt eRestriktionsverdau mit passenden Endoaukl

asemach Anleitung deblerstellers

4.2.10. Isolation von GesamtRNA aus Myoblasten von Genitalscheiben

Ca. 20 mannliche Genitalscheiben von Puppen des Genotyps DMef2 >>-@kD@erden
im gewinschten Alter unter moglichst RNdse ei en Bedi ngunMedioi!!m i n Sc

(Schneider, 1972prapariert und auf Eis gesammelt. Dabei ist darauf zu achten, dass keine
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Fettzellen mit Gberfuhrt werden. Im Anschluss werden die Genitalscheiben dreimal mit 150
Cell Dissociation Buffer gewaschen. Der Puffer wird nun vorsichtig abgenommen und die
Genitalscheiben fur etwarin mit 15ul Elastasg5 mg/ml in Cell Dissociatin Buffer) unter
leichtem Schitteln bei Raumtemperatur dissoziiert, bis keine Zellhaufen mehr sichtbar sind.
Wiahrenddessen werden die Beads vorbereitefil Her magnetischen Beads (Dynabé&ads
Mouse CD8 (Lyt2)) werden in thl Cell Dissociation Buffer respendiert, fur Imin in die
Magnethalterung gegeben, der Puffer abgesaugt und die BeadsuinC&0 Dissociation
Buffer aufgenommen. Die dissoziierten Genitalscheiben werden nun mijtl Gékihltem

Cell Dissociation Buffer und den gewaschenen BeadsOfami@ leicht bewegt und dabei kihl
gelagert. Nun wird das Gefald mit den Zellen dreimal fur jeweitsn2in die Magnethadt-

rung gestellt, der Uberstand abgezogen und mitrjeé Cell Dissociation Buffer resuspe

diert. Im Anschluss erfolgt direkt die RNKolation mittels RNaqueous Micro Kit oder

RNeasy Micro Kit nach Anleitung aus dem jeweiligen Kit.

Die Dissoziation der Genitalscheiben kann alternativ auch mit Collagenase durchgefiihrt
werden. Hierfir werden die Genitalscheiben inpb0Collagenasd.6sung 2 mg/ml in
Gr ace6s Me din inkabiert.fDghrei wBdodas Gefal? hin und wieder geschuttelt und

am Ende die Zellsuspension vorsichtig auf und ab pipettiert, um letzte Zellhaufen aufzuldsen.

4.2.11. Herstellung von RNA-Sonden firin situ-Hybridisierung en

Zur Synthese von Digogenin (DIG}markierten RNASonden, die spéten situ mit der
komplementaren mRNA tyidisieren und Uber ihren DKBnhang detektiert werden kdnnen,
werden 5ul des spezifischen TemplaBRlasmids mit entsprechenden Restriktionsenzymen
linearisiert. Nun wird eine EthanotFallung wie folgt durchgefuhrt Zuerst werden
2,5Volumenanteile iskalten Ethanos (reinst) und 1/10 VolumenanteilN Natriumacetat
Losung zugefiigt undas Gemiscl20 min auf Eis inkubiert Anschlie3end wird die geféllte
DNA fir 30 min bei 4°C und 13000 upm zentrifugiertdas Pellet mit 708 Ethanol

gewaschen und in ca. p0Wasser resuspendiert wird.
Reaktionsansatz der Sondensynthese:

Linearisierte, gefallte DNA 5ug
Transkriptionspuffer 2 ul
DIG-RNA-Labelling-Mix 2 ul
entsprechend®NA-Polymerase 1 pul
Wasser: ad 20 pl
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Zur Sondenherstellung wird der Reaktionsansaltzkizi 37°C inkubiert und eine erneute

Ethanolfallung durchgefuhrDie Sondewird im Anschlussn 50 pl Wasser aufgenommen.

4.2.12. Uberpriufung der RNA-Sonden mittels SpotTest

Aus einer Verdinnungsreihe der Sonde (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10.000) werdghgafl

eine NitrocelluloseMembrangegeben. Im Anschluss erfolgt dal/-Crosslinkingund die
Membran wird kurz mit DIG1 sowie @in mit PBT gewashen.Es folgtder Nachweis der
Sonde durch Inkubation der Membran itt-DIG Antikérper (1:5000 in DIG1) fur 3énin

bei Raumtemperatur. Daraufhin wird die Membzeareimal kurz mit DIG1 gewaschen und in

2 ml DIG3, unter Zugabe voaO ul NBT und 10ul X-Phosphat gefarbt, bis eine ausreichende
Farbung entsteht. Zum Abstoppen der Reaktion wird die Membran mit Leitungswasser
gespult und kann im Anschluss getrocknet werden. Die Farbungsintensitat der verschiedenen

Verdunnungsstufen lasst auf die spater zu ganende Verdiinnung der Sonde schliel3en.

4.2.13. Bestimmung von NukleinsaureKonzentrationen

Die Messung des Nukleinsau@ehalts einer Losung erfolgt mittels NanoDrop 2000
Spektometer Hierfur wird die optische Dichte vonl Losung im Vergleich zum zuvor
gemessenen Referenzwert (in der Regdl Wasser) bei 26@m bestimmt. Aus dem auf dem
Gerat dargestellten Absorptionsspektrum lasst sich die Reinheit der Lésung abschétzen:
Verunreinigungn durch anorganische Salze zeigen ein Absorbtionsmaximum bein230
wobei geloste Proteinein Maximumbei 280nm besitzen Ist das Verhéltnis der Absorbt
onskoeffizienten von 260m zu 28m flr gemessene DNA bei 1,8 bzw. 2,0 bei RNA, so

handelt es sich um eine reine Nukleinséuisung.

4.3 Arbeiten mit Drosophila melanogster

4.3.1. Zucht und Haltung von Stammen

Die Haltung der Fliegen erfolgt in Kunststoffflaschen, die mit milbendichten Stopfen
verschlossenen sinth Klimakammern bei 18 °C oder 2&. Als Nahrung dient Maisgries
Agar am Boden der Flaschen. Zur Betrachtung Sel@ktion der Tiere werden sie kurzzeitig
mit CO, betdubt. Vor Praparation von Adulten, werden die Fliegen mit Diethylether

narkotisiert.
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4.3.2. Uberprufung der Fertilitat adulter Fliegen

Zur Bestimmung der Zeugungsfahigkevurden jeweils drei wildtypisché&liegen sieben
Tage langnit einzelnerFliegen des zu lberprifenden GenotgpsMaisgriesAgar Flaschen
bei 25°C gehalten. Die Elterntiere wurden nach 7 Tagen aus den Flaschen entferathind n

weiteren siebeiagen ausgewertet, ob Nachkomneestanden sind

4.3.3. Auswahl von Puppen definierterAlter s

Um Puppen mit definiertem Alter zu prapaergrwerden Tiere im Vorpuppenstadiuf®h

APF), erkennbar an der hellen Farbung der Vorpuppe, aus der Fliegenflasche abgesammelt
und in einer Petrischale mit angefeuchtetfatmanFilterpapier fur die gewiinschte Zeit

bei 25 °C inkubiert. Bei einer Inkubation bei 18 oder°@9verlauft die Entwicklung

| angsamer bzw. schnell er . Eine AUminAreyanungi
und Fernandes, 2008%siehe daftr Purkt 8.4 im Anhang. Werdemur mannliche Puppen

bendtigt, konnen diese im Vorpupp8tadium anhand der durchscheinendestes auf der

lateralen Seitém hinteren Drittel des Abdomens identifiziert und selektioniert werden.

4.3.4. Praparation von adulten oder pupalen mannlichen Reproduktionssystemen

Die betdubten Fliegen werden auf einer Kunstsiatfiale in einen Tropfen PBS getaucht und

die Reproduktionssysme mit Hilfe von feinen Pinzetten unter dem Binokular heraus
prapariert.Zur Praparation von pupalen Genitalscheiben oder Testes werden die Puppen in
einem Tropfen PB$ der Korpermitte halbiert und der Inhalt des posterioren Endes heraus
gedrickt. BeiBedarf werden die den nun freiliegenden Organen anhaftenden Fettzellen mit

einer feinen Nadel entfernt.

Die so praparierten Gewebe konnen im Anschluss direkt mikroskopisch analysierh werde
(entweder in einer Glasbodemsile oder eingebettet in einem TrepfPBS) oder es folgt die
Fixierung mit Formaldehyd fur Antikdrpernachweise.

4.3.5. ImmunflouoreszenzAnalysen an pupalen oder adulten ménnlichen

Reproduktionstrakten

Proteine kdnnen histochemisch mittels spezifischer-Amnsikorper nachgewiesen werden.
Durch enen ZweitAntikbrper, der den Erstantikorper spezifisbmdet wird das Signal

verstéarkt und durch dessen detektierbaren Anhang sichtbar gemacht.
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Die praparierten Gewebe werden in Blockschéalchemi20in frisch angesetzte 4 %
Formaldehyd in PBT fixiert und fur 1 bei Raumtemperatur oder tber Nacht b&C4mit
dem ErstAntikdrper inkubiert. Es folgen 3 Waschschritte mit PBT furn#@ sowie die
Inkubation mit dem ZweiAntikdrper fur 1h bei Raumtemperatur. Bei Bedarf kamm
Anschluss eine zusatzliche Farbung mit Hoechst und/oder Phaliidigen. Die Gewebe
werden im Anschluss direkt und ohne zusatzliches Einbetten mikroskopisch ausgéertet.

der Inkubation mit den Zweintikorpern sind die Gewebe im Dunkeln aufeutahren.

4.3.6. Nachweis von DNAReplikation in Puppen mittels EdU-Injektion

Um in Drosophila Puppen die mitotischen Zellen zu markieren, wireEtBynyl2 -a
Desoxyuridin (EdU) genutzt und mittels Click Reaktion nachgewiesen (genutzted: Ki
Click-IT EdU Alexa Fuor 599. Dafur werdenPuppen definierten Alterauf dgpelseitigem
Klebeband fixiertund gegenVerrutschenauf der Rickseite mit einem Messingbldckchen
gesichert Die Puppen werden numit Voltalef-Ol Uberschichtetund die EdULdsung,
bestehend aud,5mM in PBSund 0,25% Toluidinblau zur besseren Visualisierumgttels
Mikroinjektion direkt eingebrachtAnschieBend wird das InjektiongOl, soweit mdglich,
entfernt die Puppen fur die gewilnsch#eit bei 25 oder 29C gehalten und danach die
Organe voninteresse prapariert. Nun erfolgen die Fixierung der Gewebe und der EdU
Nachweis gemal der Anleitung des Herstellers. Soll parallel GFP detektiert werden, so ist
darauf zuachten, dass ein anBFP Antikérper vor der Edlachweisreaktion verwendet

wird.

4.3.7. F-Aktin Nachweis mit Phalloidin und DNA-Farbung

Fur die fluoreszente Markierung vonAktin wird das mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelte KnollenblatterpiZoxin Phalloidin genutzt. Zur Farbung der DNA wicter
FarbstoffHoechst 33258 verwendet, derchalnterkalation in die DNA im Fluoreszenzlicht
sichtbar wird.FUr dieFarbungmit Phalloidin oder Hoechst werden die pupalen oder adulten
Reproduktionsorgan&0 min mit PBT gespult20 min mit der jeweiligen Lésung inkubiert
und anschlielBend mindesteth®imal fur 20min gewaschen. Dies kann sowohl an fixierten

als auch an frisch praparierten Geweben erfolgen.
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4.3.8. ex vivoKultur von pupalen Genitalscheiben und Testes

I n Schneider 0s Medium pr@parierte pupale
dazugehdrige Testes in einzelnen Wells eirl8-Well Plattemit2ZmL Schnei der 6s
0,5% Insulin und 106 FBS fur bis zu & bei 25°C in Kultur gehalten. Kultwrersuche in
Glasboderchalen waren bisher nicht erfolgreich. Zum Nachweis der Weiterentwicldxng
vivo kann dem Kulturmedium 0/hM EdU zugesetzt werden. Der Nachweis des EdU erfolgt

nach Fixierung gemaf der Anleitung des Herstellers.

4.3.9. Sammeln von Fliegenembryonen

Zum Absammeln von Embryonen werden die Elterntiere auf mit Trockenhefe bestreute
FruchtsafagarFlaschen oderSchalengesetzt und nach der gewlnschten Ablagezeit auf neue
Fruchtsaftflaschenibertragen Die Ablageflaschen werden auf 4 °C gelagend udie

Embryonen nach maximalTagenLagerundfixiert.

4.3.10. Entfernen des Chorions von Embryonen

Die Embryonen aufruchtsaftagawerden mit einem Pinsel und TNX abgel6st und in kleine
Netzchen Uberfuhrt. Nun werden die Embryonen kurz mit TNX gewaschen und fur etwa
3 min in 50% Klorix/ TNX getaucht, um das Chorion abzulésen. Das Ablésen des Chorions
ist an der glanzenden Oberflache der Embryonen udien Binokular erkennbar. Die

Reaktion wird durch Spulen mit TNX beendet.

4.3.11. Fixieren von Embryonen mit Formaldehyd

Die dechorionisierte Embryonen werden in einem Eppend@Géfald mit 50Qul Heptan und
500ul frisch angesetztem% Formaldehyd in PBS fur Iin stark schittelnd inkubiert. Die

fixierten Embryonen ordnen sich dabei an der Phasengrenze an. Nach Entfernen zuerst der

unteren, dann der obene Phase erfolgt mehrfachesagthen mit Heptan, um Formaldehyd
Reste zu entfernen. Im Anschluss wird die Vitellinmembran entfernt, indem die Embryonen
mit 500l Heptan und 50@0 Methanol fir ca. Inin stark gevortext werden. Nachdem die
Embryaen abgesunken sinwird der Uberstand abgezogelie Embryonen mit Methanol
gewaschemnd bei 4°C gelagertVor der weiteren Verwendung mussen die auf diese Weise

fixierten Embrymen durchmehrfaches Waschen mit PB&hydriert werden.
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4.3.12. Immunbhistologische Farbung an Embryonen nach der ABGMethode

Zu Beginnwird der ErstAntikorper in der entsprechenden Verdunnung Uber Nacht @i 4
auf den Embryonen inkubiert. Es folgen dretrilhiitige Waschschritte mit PBT sowie die
Inkubation mit 2 % Ziegeroder Pfedeserum in PBT flr b, um unspezifische Bindungen zu
blockieren. Nun wird der zuvor praadsorbierte biotinylierte Z&eitikbrper ebenfalls fir h
inkubiert undder Uberschissige Antikorpelurch 3 Waschschritte mit PBT fije 10 min
entfernt. Der ABKomplex (zuvor30 min inkubiert 1000ul PBT, 10ul LosungA und 10pl
LosungB, Vectastain ABCKit) wird daraufhinauf den Embryonen fiB80 min inkubiert. So
entsteht ein Komplex aus Avidin (A) und biotinylierter Meerrettichperoxidase (B) am-Zweit
Antikorper der diefolgende enzymatische Reaktion verstarkt. Nach ernéut®aschschtt

ten von je 10min mit PBT werden die Embryonen in Blockschalchen in 3d0@BT, 10ul
Diaminobenzidin (DAB 10mg/ml), 5 ul H,O;, (0,3 %) und optional Rl NiCl, (10 %) bis zur
gewilnschten Stke der Farbreaktion inkubierDas DAB wird dabei durch das zugefugte
H,0O, oxidiert, was in Anwesenheit von NiCtu einer schwarzen Farbung fuhrt. Ansehli
Rend werden die Embryonen grindlich mit PBT gewaschen, um die Farbung abzustoppen.
Die gefarbten Embryonen werden nun wie udte&.16beschrieben entwassert und in Epon

eingebettet.

4.3.13. Fluoreszente immunhistologische Farbung an Embryaen

Nach dem Rehydrieren der Embryonen wird @stAntikorper in der entsprechenden
Verdinnung Uber Nacht bei°€ inkubiert. Es folgen drei Waschschritte mit PBIF 20 min
sowie die Inkubation mit 2 % Ziegeader Pferdeserum in PBT furhlIm Anschluss werden
die fluoreszenterzweit-Antikdrper fur 2h bei Raumtemperatur oder uber Nacht béC4
inkubiert. Es folgen3 Waschschritte mit PBT fir I@in und das Einbetten in Fluor
mountG®. Ab der Inkubation mit den ZwehAntikorpern sind die Embryonen,oweit

maoglich, im Dunkeln aufzubewahren.

4.3.14. in situ-Hybridisierung an Embryonen

Uber eine Waschreihe (Verhéltnis 3:1, 1:1, 1:3 PBT:HS, jmib) werden die Embryonein
Hybridisierungslosung (HS) Uberfihrt urdieimal 5min mit HS gespult. Im Anschluss
werden 100pl heille HS auf die Embryonen gegeben und der Ansatz b®C 36r 1h
prahybridisiert. Parallel dazu wird die RN&onde vorbereitet, indem die mit HS um den

gewtunschten Faktor verdinnte Sonde fami bei 80°C erhitzt wird. Dievorbereitete Sonde
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wird bis zur Hybridisierung auf Eis gelagert. Nach Prahybridisierung der Embryonen wird die
Sonde zugefligt und Uber Nacht bei 55 bis’@®0Ohybridisiert. Im Anschluss werden die
Embryonen mit vorgewarmter HS gespult undni& mit warmer HS gewaschen. Die
Embryonen werden nun weiterhin bei der Hybridisierungstemperatur Uber eine Waschreihe in
PBT uberfuhrt (1:3, 1:3 3:1 HS:PBT, je frbn), viermal kurz mit warmem PBT gewaschen
und daraufhin auf Raumtemperatur abgekihlt. evor praadsorbierte afililG Antikorper
(alkalische Phosphatase (A§gkoppelt finale Konzentration: 1:2000) wird dann fahIbei
Raumtemperatur auf den Embryonen inkubiert und dfimfmaliges Waschen mit PBT (je

20 min) ausgewaschen. Nun folgeM&schschritte ifrarbepuffeisowie die Uberfiihrung der
Embryonen in ein Blodchéalchen. Zum Farbepuffer werdan AnschlussNBT und X
Phosphat (beide in einer Endkonzentration vor?/3,&v/v)) gegeben undie Farbung erfolgt,
wobei dasvoranschreiten in regelmafigen Zeitabstandekontrollieren ist. Die Farbreaikt

on kann durch Inkubation bei 3C beschleunigt werden. Bei ausreichender Intensitat der
Farbung wird die Reaktion durch grundliches Waschen mit PBT abgestoppt und die
Embryonen wie in Punit.3.16beschrieben, eingebettet.

4.3.15. Fluoreszente in situ-Hybridisierung (FISH) an Embryonen mit

kombiniertem ImmunofluoreszenzAntikorpernachweis

Zum fluoreszenten Nachweis von Transkripten mit kiomelotem ProteirNachweis mittels
spezifischer Antikorper wurde ein existierendes Protolaticuyer et al., 2008)vie folgt

adaptiert. Alle Schritte werden dabei in dinnwandigemubD@Gefal3en durchgefihrt.

Die Embryonen werden fir 2@in in 4% Formaldehyd in PBT refixiert und dneal kurz mit

PBT erreut gewaschen. Nun folgt eine Behandlung mit Proteikagéndkonzentration
3ug/ml in PBT) fur bis zu 18&in bei Raumtemperatur undhlauf Eis. Bei einer kirzeren
Proteinas& Einwirkung bei Raumtemperatur ist das spétere Eindringen der-Bddle in

das G&webe deutlich verschlechtert, jedoch der Antikdrpernachweis verbessert. Im Anschluss
wird der Verdau mit Proteinasedurch zweimal waschen flrr@in mit Glycin (2mg/ml in

PBT) gestoppt, zweimal mit PBT gespult und erneutn2® mit 4% Formaldehyd in PB
refixiert. Nach 5 kurzen Waschschritten mit PBT werden die Embryonen in HS Uberfihrt und
direkt prahybridisiert oder bis zur weiteren VerwendungiB€i°C gelagert. Zur Préahybiid
sierung wird zuvor erhitzte HS auf die Embryonen gegeben und der Ansatintiestens A

bei 55°C inkubiert. Die zuvor in der finalen Konzentratitim 3 min bei 80°C erhitze und
abgekihlte Sonde wird nun Uber Nacht bei°G5auf den Embryonen hybridisiert. Am

nachsten Tagverden die Embryonen mit vorgewarmter HS gespudt 4#8min mit warmer
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HS gewaschen. Die Embryonen werden nun weiterhin bei der Hybridisierungstemperatur tber
eine Waschreihe in PBT udberfuhrt (1:3, 1:3 3:1 HS:PBT, jenitf, viermal kurz mit
warmem PBT gewaschen und auf Raumtemperatur abgeki#rtuthinwird der antiDIG
Antikorper (biotinyliert, Endkonzentration: 1:2000) sowie die weiteren zu verwendenden
ErstAntikorper fur 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgehV&aschschritte mit PBT

und zweimal mit PBS sowie die Inkubation mit TSA Fluores¢gisung fur zh zur
Detektion des amDIG Antikdrpers. Nach erneuten\VBaschschritten mit PBS werden die
Embryonen mit den weiteren Zwaiintikdrpern fur 2h inkubiert, dreimal 10nin mit PBT

gewaschen und iRluoromount G eingebettet.

4.3.16. Herstellung von Embryonen-Dauerpraparaten mit Epon

Die Embryonen werden Uber eine aufsteigende EtHaaible entwassert und Gber Nacht in
100% Ethanol gelagert. Nun werden die Embryonen in einem Tropfen des Ethanols auf einen
Objekttrager gegeben und mit einem Tropfen Ejloerschichtet. Bei Bedarf kdnnen ndie
Embryonen vorsichtig auf dem Objekttrager verteitrden. DasDeckglaschernwird im
Anschlussluftblasenfreiaufgelegt Die angefertigten Praparate missen nun mindestens tber
Nacht bei 60 °C ausharten.
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5.ERGEBNISSE

5.1Analyse von Argk im Hinblick auf eine Funktion wahrend der

embryonalen Myogenese

5.1.1. Argk wird in der somatischen Muskulatur exprimiert

51.1.1. Zwei ProteintrapLinien weisen auf eine Expression von Argk in der

somatischen Muskulatur hin

ProteintrapLinien von Argk wurden untersucht, um erste Hinweise auf Zadltyp-
spezifische Lokalisation und zeitliche Expression von Argk zu gewinn&ei einem
Proteintrap wird ein HElement, welches das Griun Fluoreszierende Protein (GFP) mit
angrenzenen SplicingDonor und -AkzeptorStellen enthéalt, zufallig in daBrosophila
Genom integriert. Erfolgt die Integration in einem Intron, so wird das GFP hier als artifizielles
Exon in das Protein integrie(Morin et al., 2001) Zwei homozygot vitale Linien miGFP
Insertionen inargk wurden im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Die Lokalisation der P
Elemente konnte durch PCHit spezifischen Oligonukleotiden an genomischer DNA
bestétigt werden (siehe Anharng2.2. Das GFPSignal der Proteintrapinien wurde im
Folgenden mittels ImmofluoreszenaMikroskopie analysiert, um Ruckschlisse auf die
Expression von Argk ziehen zu konnekbb. 7). In einigen Fallen wurde die Muskulatur
zusatzlich markiert mit arb 3rubulin. Beide Linien zeigten in den analysierten Geweben

und Strukturen identische Muster in vergleichbarer Expressionsstarke.

In Embryonen im Stadium des zellularen Blastoderms konnteEXpRession nachgewiesen
werden Abb. 7 A). Dies lasst darauf schlieRen, ddsgk bereitsmaternal bereitgesteltird.
Zum Zeitpunkt der Keimstresfongation ist Argk::GFRm Zytoplasma nicht mehr sichtbar
(Abb. 7 B), wird jedoch ab Einsetzen des Keimstréikzugs wieder nachweisbakhb. 7 C).

In spateren Stadien ist das GBRnal in der somatischen Muskulatur detektierbar, wobei
Argk::GFP ausschlie3lich in den Zellkernen der Muskelzellen nachweisbakbist 1 D-F,
Pfeile).



Ergebnissel i €

A zellulares Blastoderm B Stadium 9 C Stadium 11
Argk::GFP Argk::GFP

Stadium 15 Stadium 15

/

AAdY :
Abb. 7: Argk::GFP wird in der embryonalen Muskulatur wahrend und nach der Myoblastenfusion
exprimiert
Die Argk Proteintraglinie ZCL0785 zeigt GFHEXpression in der embryonalen Muskulatur. In friihen Stadien
ist Argk::GFP im gesamten Embryo nachweisbar (A). Wéahrend der Keimstreifelongation lasst sich keine
Expression von Argk::GFP detektieren (B). Ab Stadiumwidd Argk::GFP erneut sichbar (C), wobei die
Lokalisation kurz imzytoplasma nachzuweisen ist und sich in spateren Stadien auf die Zellkerne beschrénkt (D
F). Pfeile zeigen auf GFPositive Muskelzellkerne. Argk::GFP Fusionsprotein wurde mit Hilfe eindsGP
Antikérpers detektiert, die embryonale Muskulatur wurde in E+F mitfa@iubulin visualisiert.

Die Analyse der Proteintralpinien zeigt, dass Argk in der embryonalen Muskulatur wahrend
und nach der Myoblastenfusion exprimiert ist. Es ist niclar,kbb das in Proteintraps
beobachtete Verteilungsmuster von Ark::GFP mit der Expression des endogenen Proteins
vergleichbar ist, da durch das zusatzliche Gife Fehllokalisatiomicht ausgeschlagn

werden kannAus diesem Grund wurde die Lokalisatieon Argk auf subzellularer Ebene
durch eine alternative Methode untersucht.

5.1.1.2. Ein ekopisch exprimiertes ArgkKonstrukt lokalisiert an deiMitochondrien

dersomatischeMuskulatur

Bei den Komponenten der Myogenese konnte ein Zusammenhang zwischen subezellular
Lokalisation und ihrer Funktion im Fusionsprozess beobachtet werden. Die Expression von
Argk wéahrend der Myoblastenfusion konnte bereits gezeigt werden (siehe AbSchaitd),

jedoch wird die in GFR-ProteintrapLinien beobachtete Lokalisation im Zellkern als
moglicherweise artifiziell angesehen.Daher wurdenwurden nun immunhistochemische
Untersuchungerdurchgefiihrt, um die subzellulare Lokalisation von Argi klaren.Mit

einem monoklonalen Antikdrper gegen einen konservierten Teil von Creatinkinase war eine

reproduzierbare Detektion von endogener ArgkOrosophila Embryonen jedoch nicht
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maoglich. Um die subzellulare Lokalisation von Argk in den Myoblastemdch aufdecken

zu kdnnen, wurde Argk ektopisch exprimiert und tber einen terminalen Anhang nashgewi
sen.Daflr wurde der gesamte offene Leserahmenargk mit einem Gterminalen 1€fach
Myc-Anhang versehen und mithilfe des UAfl4 Systems auSaccharorjces cerevisiae
(Brandund Perrimon, 1993)n Myoblasten und dendh entwickelnden Muskelaxprimiert.

Das Verteilungsmustedes ArgkMyc Fusionsproteins wurde im Anschlusst einem ant

Myc Antikorpersichtbar gemacht

A Twist >>Argk-Myc

- et B37Tubuliny

Abb. 8: Ektopisch exprimiertes Argk-Myc Fusionsprotein lokalisiert in zirkularen Strukturen im
somatischenMesoderm und kdokalisiert dort teilweise mit Mitochondrien

Expression des Argklyc Fusionsproteins mit Hilfe votwistGal4 in embryonaler MuskulatuArgk-Myc

lokalisierte in kreisférmigen Mustermicht in Zellkernen,wenn es ektopisch in der embryonalen Muskulatur
exprimiert wurde @-A 6 ,6Pteilkopfe zeigen auf Zellkerne). Eine Doppé@tbung von ektopisch exprimiertem

Argk-Myc und Mitochondrien mit einenant-CoxIV Antikdrper zeigte eine partielle Kakalisation in dae

Muskeln. (B-B 6 6 6 , Pfeile zei gen .aAy B: angirMycrNachpwes des dAgkMBEe r ei ¢ h e
Konstrukts. Alle Bilder sind optische Schnitte. Mal3stabsbalkepn20

Der Nachweis des ektopisch exprimierten Adlglyc zeigte zirkulare Muster von variabler
Grof3e innerhalb der entstehenden Muskeln und F@ib.8 A undB). Eine Akkumulation

an ZellkontakiStellen oder an der Membran wurde nicht beobacbuetch die Analyse der
Argk::GFP Proteintrajkinien bestehen Hinweise auf eine Lokalisation im oder am Zellkern.

Aus diesem Grund wurde zusatzlich der Myoblastgerzifische Transkriptionsfaktor DMef2
mittels spezifischem Antikdrper markiert, um die Zefe sichtbar zu macheAl{b. 8 A-
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AGO6O) . Der gl eichzeitige Nachwei s von DMe f
(Abb.8A 06 6, Pfeil kopfe). Demnach s-Mycenicim tim ekt op
Zellkern exprimiert zu seirRhosphagene stehen im engen KontaiktMitochondrien, da sie
Energieeinheiten von Oreder Energieproduktion wie den Mitochondrien zu Orten des
Energieverbrauchdransportieren Um einen moglichen Zusammenhang von Argk mit
Mitochondrien zu untersuchen, wurde déditochondrienBestandteil Cytochrom C

OxidaséV (CoxIV) im Twist-getriebenen Agk-Myc Hintergrund detektiertAbb.8B-B 6 6 6 ) .
Anti-CoxIV zeigte eine ubiquitéare Verteilung im gesamten Empdgs sich in Punkten oder

Kreisen darstelé (Abb. 8 B @ [in gleichzeitigeMNachweis von ArgkMyc und CoxIV zeigte

eine partielle Kabkalisation in der entstehenden Muskulatdblf.8B 6 6 u n Efeilldd 6 6 6

Dies weist auf eind.okalisation vonektopisch exprimierteArgk zum Teil an den Mib-

chondriender Muskelnwahrend der embryonalen Myogenese hin.

5.1.2. Die embryonale Myogenese verlatfunabhangig von Argk

5.1.2.1. argk wird unabhanqgig vom Voranschreiten der Myogenese transkribiert

Zuvor konnte gezeigt werden, daagk wahrend der Myogenese in FCMs und wachsenden
Myotuben transkribiert wirdKuckwa, 2010) Weiterhin bleibt fraglich, ob die Transkription

vom Voranschreiten der Myoblastenfusion abhangt, oder ob sie unabhangig davon ablauft. In
Embryonen mit homozygot defektesmsGen erfolgt keine Erkennung und Anheftung der
FCMs an die FCs. Es kommt nicht zur Ausbildung von FURMAS und ein@ktif Fokus,

daher findet auch keine energieaufwandige Umstrukturierung des-Ajtiskeletts statt.

Um festzustellen, ob die Transkriptioon argk von der Adhasion der Myoblasten und dem
damit verbundenen Voranschreiten der Myogenese abhangt, wurden fluoraazsiite
Hybridisierungen (FISH) mit einer RNAntiseneSonde gegemrgk an homozygotersns
mutanten Embryonen durchgefih#bp. 9). Die Muskulatur wurde dabei mittels Antikdrper

g e g e-mubWirBmarkiert.

In wildtypischen Embryonen wurde mit FISH ein zur konventiondltesitu-Hybridisierung
vergleichbares Transkriptionsmuster mit einer gegegk gerichteten Sonde detektiert
(vergleiche Abb.9A-A 6 6 Anhadg, 8.4). Embryonen mit homozygotersng®*-Allel

weisen starke Defekte in der Muskulatur auf, viele unfusionierte FCMs sind zwischen dinnen
Muskeln sichtbarAbb. 9 B). argk-Transkripte waren in diesen Embryonen weiterhin in einer

mit dem Wildtyp vergleichbaren Intensitat nachweisdot( 9B 6 u n Aufd@uidddjeser
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Daten wird geschlossen, dass keine Korrelation zwischen dem Ablauf der Myoblastenfusion

und der Transkriptioron argk existiert.

Abb. 9: argk wird in homozygot sn€®?*mutanten Embryonen transkribiert

FISH mit einerargk antisense RNASonde wurde an wildtypischen EmbryonenA% ¢ ) und asmé®homozyg
Z_mutanten Embryonen B6 6) dur c hgef ¢ hargkTranskrigtonsniuster ask<C%f-neutanten

Embryonen is mit dem Muster des Wildtyps vergleichbar. Die mit einem-an#lubulin Antikérper sichtbar

gemachte Muskulatur ist in rot, und die RM#®Nnde in grin dargestellt. Alle Bilder sind optische Schnitte.
MaRstabsbalken: 20m

51.2.2. Die Lokalisation des Argk-Myc Fusonsproteins in  Embryonen mit

beeintrachtigter Myoblastenfusion istrgleichbar zum Wildtyp

Die Lokalisation von Proteimemit Relevanzfur die Myoblastenfusion ishéaufig abhéngig
von anderenKomponentender SignalkaskadeDas zuvor bereits verwendete Arlykyc
Konstrukt wurde nun mitdem Myoblasterspezifischen Treiber DMef2 ektopiscim
verschiedenen Fusionsmutanten exprimiert, um festzustellen, ob die Lokalisation von Argk
durch das Fehlen von Myogeneséevanten Faktorebeeinflusst wird. Dabei wurden Allele
gewahlt, bei denen die Myoblasten nicht meliharieren n$%23, Wyss und Kaddurah
Daouk, 2000) nach der erfolgreichen Adhasion die Zellmembranen nicht aufldsew?(
Doberstein et al., 199®der wahred der Vesikulierung der Membranen stoppeiip{®®,
Massarwa et al., 2007)Die Muskulatur wurde erneut mit Hilfe eines amtBrubulin
Antikorpers sichtbar gemach#lfb. 10), das Agk-Myc Fusionsprotein mittels anlilyc
Antikorper.
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A DMef2>>Argk-Myc
WT

\ ;Sl—T[nbbuI}n

B . DMef2>>Argk-Myc
¢ 2 snsZ’O-ZS

B3-Tubulin

C DMef2>>Argk-Myc
“biow?

B3-Tubulin

D DMef2>>Argk-Myc

WipJOD

B3¢ Tubulin-g < B3RTubulin

Abb. 10: Ektopisch exprimiertes Argk-Myc lokalisiert in sng®?% blow? oder wip**>-mutanten Embryonen

in einem mit dem Wildtyp vergleichbaren Muster

Ein mit Myc-Anhang versehenes gk-Konstrukt wurde mit DMefZGal4 ektopisch im Wildtyp (AMA 6 6 ) in
homozygotersng®?*mutanten Embryonen (B 6 6 ) , i n hlavimewianten Embeyonen (C66) s o wi e
in homozygoterwip**°>-mutanten Embryonen @D") exprimiert. Die Lokalisation von Argkyc unterscheidet

sich nicht. Die Muskulatur wurde mit einem ahtidTubulin Antikérper sichtbar gemacht (griin), die
Lokalisation des ArgiMyc Fusionsprotein wurde mit einem aMic Antikdrper detektiert (rot). Alle Bilder

sind optische Schnitte. MaRstialken: 2Qum

Wie auch auf TranskrigEbene war inrsn$>#-mutanten Embryonen kein Unterschied zum
wildtypischen Verteilungsmuster des Arlyjkyc-Fusionsproteins zu erkenneAbp. 10 B-

B66) . Die subzellul&2re Lokalisation in kI

erhalten. Dies gilt auch fiir inlow? undwip**°-mutanten Embryonen exprimiertes Arlyk/c
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(Abb.10C-D06 06 ) : trotz Fehlen von Blow oder Wip
lokalisiert ArgkkMyc wie im Wildtyp. Die Lokalisation von Argk ist daher wahrscheinlich
unabhangig von den Myogenessevanten Proteinen Sns, Blow und Wiin Zusamme-

hang zwischen Voranschreitder Myoblastenfusion und subzellularer Lokalisation von Argk

scheint nicht zu bestehen.

51.2.3. Deletion, UbeiExpression oder das Einbringen einer domimagativ

wirkenden Proteinvariante von Argk fihrt nicht zu Defekten in der

Muskelentwicklung

Hat ein Protein Einfluss auf die Myogenese, so filhrt sein Fehlen héaufig zu Defekten im
entstehenden Muskelmuster und zu embryonaler Letalitat. Um festzustelldar ®erlust

von Argk Storungen bei der Muskelentwicklung verursacht, wurde in verschiedeglen
defizienten Embryonen mit arB-Tubulin Antikérper die Muskulatur sichtbar gemacht um
sie auf Muskeldefekte hin zu analysierehblf. 11). Embryonen wurden im Stadium 16
untersucht, da zu diesem Zeitpunkt im Wildtyp die Myoblastenfusion weitestgehend
abgeschlossen ist.

Die FliegenlinieDf(3L)BSC170 ist unter Anderem defent fur argk (siehe Anhang8.5).
Homozygote Embryonen dieser Linie zeigten ein zum Wildtyp vergleichbares Muskelmuster,
die Myoblastenfusion semnt normal zu verlaufen Apb.11A). Einer weiterenargk-
defizientan Linie, Df(3L)BSC13Q fehlt nebenargk das ebenfalls potentiell fir eirérginin-
kinasekodierendeGenCG5144sowiedie Genedocl, doc2unddoc3(siehe Anhang3.3und
8.5). Die Deletion vondocl, doc2und doc3 fiihrt aufgrunddes fehlenden Amniosasazu
Defektenim Keimstreifrickzug(Reim et al., 2003)Mdgliche Fusionsdefekte konneiaher

in homozygot defizienten Embryonenicht sicher erkanntwerden (Abb.11B). Der
Keimstreifrickzugsdefekt kann direktopische Expression von Dog@rettet werdeReim

et al., 2003)Nach Rettung des Keimstreifrickzaudurch ektopische Expression von Doc2 im
Amnioserosa mittels c38&al4 in Embryonen homozygot fdf(3L)BSC130 warerkennbar,
dass auchdiese Embryonen kee Defekte in der Fusion der Myoblasten aufzeigen
(Abb.11C). Die Deletionen in den hier untersuchten Fliegenlinien wurdétels PCR an
der genomischen DNA mit spiischen Oligonukleotiden bestatiggowohl das Fehlen von
argk als auch der gleichzeitige Verlust vamngk und dem moéglichen Redundanzpartner
CG5144fuhrt demnach nicht zu einem vom Wildtyp unterscheidbaren Muskelmusider
transheterozygoten Situati von Df(3L)BSC170 und Df(3L)BSC13(@siehe Anhang8.5

S
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sind die Fliegen lebensfahig, bewegungsfatiiggfahig und fertil. Muskeldefekté&onnten in
diesen Fliegerbenfallsnichtbeschrieben werden

A Df(3L)BSC170 B Df(3L)BSC130  (C Df(3L)BSC130;c381>>Doc2

sns >> Argk-Myc rp298 >> Argk-Myc

Nl

0% 51 h Jl u i

| rp298 >> ArgkAC-Myc
*'- ’ . ' ‘b v

/ 4‘{, ‘

Abb. 11: Variation in der Menge von Argk und die Expression einer méglicherweise domant-negativen
Proteinvariante fuhrt nicht zu Defekten in der embryonalen Muskilatur

In Embryonen im Stadium 1@&urde die Muskulatur mit anfi 3Tubulin Antikérper sichtbar gemacht. Das auf
diese Weise detektierte Muskelmusteraingk-defizienten Embryonen der Linie Df(3L)BSC170 war mit dem
Wildtyp vergleichbar (A). Homozygote Emhrgen der Linie Df(3L)BSC130, eine Defizienz vangk und
CG5144 zeigte Defekte im Keimstreifriickzug aufgrund der Deletion doel, doc2 und doc3 (B). Nach
Rettung des Keimstreifrickzudgthénotyps durch die ektopische Expressionoo2 war ebenfalls keibefekt

der Myoblastenfusion zu beobachten (C). Die ektopische Expression vofvAigia der gesamten Muskulatur

(D), spezifisch in FCMs (E) oder in FCs/wachsendenden Myotuben (F) fiihrte zu keinen Defekten in der
Muskelentstehung. Die Expression einerkiezten Proteinvariante, die endogene Argk kompetitiv hemmen
kénnte, in allen Myoblasten (G), nur in FCMs (H) oder nur in FCs/wachsenden Myotuben (I) beeinflusst die
Entwicklung der Muskulatur ebenfalls nicht.

Der Verlust eines fusionsrelevanten Gens fakoht in allen Fallen direkt zu einer phanatyp
schen Veranderung in der entstehenden Muskul&tum jedoch durch die Anderung des
Proteinlevels, z.B. durch einseitige Expression in FCs bzw. FCMs dcadeh dominant
negativ wirkende Allele induziert weed (DottermusckHeidel et al., 2012; Schéfer et al.,
2007) Deshalb wurdeEmbryonen mit ektopischer Expression von AMkc in den

Myoblastenrhinsichtlich ihres Muskelmustetmtersucht: die Expression von Arlykyc durch
den Myoblasterspezifischen Treiber DMefBald4 zeigte keine sichtbaren Defekte in der
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entstehenden Muskulatubl§b. 11 D). Das Gleiche gilt, wenn Argklyc spezifisch in FCMs

mittels SnsGal4 (Abb.11E) oder in FCs/wachsenden Myotuben durch rp&2s4
exprimiert wurde Abb. 11 F).

Die zu Argk homologerCreatinkinasen liegen als DimareVertebratervor (Eppenberger et

al., 1967) Zur Erzeugung einer Proteinvariante mit maoglicherweise domimegetivem

Effekt wurden die ersten 421 Aminoséauren von Argk mit einem 10x Myc Anbersghen.
Dieser verke¢grzten Var i aviyabezeichmetnhfehi dié NEEBod, e n  al s
die Aactive site | oofpiikubedtiddeBipotMewkinell ¢ e
nicht mehr als Kinase agieren und kénnte so die wildtypische enelogek kompetitiv
hemmen. Digexpressionvon A r g kMy€ wahrend der Myogenese, sowohl bei Expression

in allen Myoblasten Abb.11G) als auch bei Expssion spezifisch in FCMs oder den
FCs/wachsenden Myotuben mit s8al4 bzw. rp2985ald (Abb.11H und 1), fihrte zu

keinen erkennbaren Defekten wahrend der Muskelentwicklung. Der Nachweis der verkirzten
Proteinvariante mithilfe eines asyc Antikorpers zeigte auf subzellularer Ebeneiterhin

die zum ArgkMyc Konstrukt vergleichbaren, zirkuldren Strukturen (nicht gezeiig
KinaseAktivitat scheint daher nicht fir die korrekte Lokalisation des Proteins bendtigt.

Weder die UbeExpression von Argivlyc noch das Einbringen einer kontiig hemmen-

den Proteinvariante sorgte fur Stérungen in der Muskelentwicklung. Durch die vorliegenden
Daten wird daher ein Einfluss von Argk auf die Myogenese als unwahrscheinlich erachtet.
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5.2. Die Entstehung der Muskelschichten des méannlichen Reproduktions

systemsam Beispiel derTestismuskulatur

5.2.1.Die inneren Organe des mannlichen Reproduktionstrakts sind umgeben von
verschieden gestalteten Muskelschichten

Vorrangegangenétudien beschreiben Muskelschichtemelche dieinneren Organe des
mannlichen ReprodulkinstraktsumschlieBen(Bodenstein, 1950)Diese Muskelschichten
wurden in Kooperation mit CHornbruchFreitag und L.SusicJung PhilippsUniversitat
Marburg genauer charakterisiert. Um die Muskelschichten zu analysieren, wurden Reprodu
tionstrakte einer Proteintrdpnie prapariert die ein sls::GFP Fusionsprotein exprimiert
(Hudson et al., 2008pie Isoformen vorsallimus(sls) kodieren flr verschiedene Sarkomer
Komponenten, z.B. das-3cheiben Element Ketti{Burkart et al., 2007Die freipraparierten
Gewebewurden zuséatzlich miFluoreszenzgekoppeltemPhalloidin inkubiert um das F
Aktin der Filamente zu visualisier¢Abb. 12).

Testes Abb. 12 A), SamenblasenApbb. 12 B), ParagonienAbb. 12 C) und Ductus ejaculatus
(Abb.12 D) sind jeweils von einer sehr dinnen Muskelhillegeben. Die Muskelschichten

von Samenblasd&?aragonium und Ductus ejaculatus unterscheiden sich kaum voneinander.
Dunne quergestreifte Muskelfasern umspannen dicht das jeweilige Oidim 12 B-D), die
Z-Scheiben sind dabei klar als dinne Linie zu erkennen. Die einzelnen Muskeln der
Paragonien weisen Querverbindungen auf (Pfeilkdpf&hb. 12 C). Die Muskelschicht der
Testes weicht in ihrer Filamemardnung stark von denen der anderen untersuchten Organe
ab Abb.12A). Das typische ZScheiben Muster der quergestreiften Muskulatur ist nicht zu
erkennen. Die Verteilung von Sls::GFP und Phalloidin weist ein gleichma8igatenmis-

ter auf, das an glatte Muskeln erinneftbp. 12 A). Der Testis wird von der Muskelschicht
lickenlos umschlossen, wobei sich keine einzelnen Muskeln abzeichnen. Einzig die
Spermienpumpe besitzt dicke, tubulare Muskekbb(12E), in deren Mitte sich die
Muskelkerne befinden (sietfdbb. 13 E). Die Mukulatur der Spermienpumpe ist bereits ohne

Markierung der Sarkomere im Differentig@terferenzKontrast zu sehen (nicht gezeigt).
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Abb. 12 Verteilung der Sarkomer-Komponenten Aktin und Sis in den Muskelschichten der inneren
Organe des méannlichen Reproduktionssystems

Nachweis von Aktin mittel$*halloidin aneiner Sls:GFP ProteintrapLinie in den Muskelschichten des Testis
(A), der SamenblaséB), des Paragonium¢$C) und des Ductus ejaculatus (D) sowie die Muskeln der
Spermienpump¢E). Die so dargestellte Testismuskulatur weist Ahnlichkeit mit glatten Muskeln auf, wobei die
Muskulatur aller anderen Organe durch quergestreifte Muskeln aufgebaut zu sein $tfedkiipfe in C
markieren Querverbindungen der Muskeln &esagoniums. Eingerahmte Bereiche sind jeweils rechts neben
dem Bild vergroRRert dargestelille Bilder sind optische Schnitt®lalRstabsbalken: 20m

Zusammenfassend zeigen sich durch diembinierte Markierung der Sarkomer
KomponentenSIs und FAktin quegestreifte Muskelfasern um Samenblase, Paraggnium
Ductus ejaculatus und Spermienpumpe. Die auf diese Weise dargestellte Muskelschicht um
den Testis weist Ahnlichkeit zu glatter Muskulatur auf. Vergleichbare Ergebnisse konnten mit

einem Antikérpernachweisder SarkomeKomponente Tropomyosin erzielt werden
(vergleicheAbb. 22).

5.2.2.Im maénnlichen Reproduktionssystem sind mkernige und mehrkernige

Muskelfasern zu finden

In Drosophilasind sowohl einkernige Muskeln z.B. une @®varien(Hudson et al., 2008)Is

auch mehrkernige Muskeln z.B. an der larvale Kérperwand zu fi(Bkte, 1990) Deshalb
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wurde die Muskulatur des méannlichen Reproduktionstrékitsichtlich der Anzahl der

Zellkerne untersucht.

Bei der Analyse verschiedener Fliegenlinien einer Proteintkagilektion (zur Verfligung

gestellt durch C. Klambt, Westfalische Wilhehtdsiversitat Munster) fiel die Linie L311

durch ein GFFEXxpressionsmuser direkt auf3erhalb der Muskulatur gifuckwa, 2010) Um
festzustellen, in welchem Genlokus dasElBment in dieser Linie inserierte, wurde mit
inverser PCR eine Vorhersage auf die Insertio@imme r r i bl y r edaokesdrad, opt i c
auch als perlecan bezeichnet) getroffen (durchgefihrt von U. Lammelgesitélische
Wilhelms-Universitat Minster)trol kodiert flr eine Komponente der extrazellularen Matrix.

Der vorhergesagte Insertionsort wurde durch PCR an genomischer DNAGemt
spezifischen Oligonukl eotiden ¢beéerprmefrt .3 06D afe
zu bestatigenden Ortes gewahlt. Beide Primer zusammen ergaben kePr&iCiRt, jedoch

konnten jeweils mit einem Primer aus dganke des fElementaund einem Getspezifischen
PrimerProdukte amplifiziert werden. Die Sequenzierung dieseddkte konnte die Insertion

im trol-Lokus bestatigen (siehe Anhang, Pudia.l).

Testis ~ = Samenblase Paragonium

.DNA R %S DNA
* TrolzZGEP . | Trol::GFP

Ductus ejaculatus

DNA g DNA
Trol::GFP “ . » V=3 Jrol::GFP

Abb. 13: Der mannliche Reproduktionstrakt weist melrkernige und einkernige Muskeln auf

HoechstFarbung an eineifrol::GFP exprimierendenProteintrapLinie. Dargestellt sind dieMuskeln eines
Testis(A), einer Samenblag®), eines Paragoniums (@ines Ductus ejaculatyB) und einer Spermienpumpe
(E). Das endogene GF®ignal wurde zusétzlich mit einem GEPezifischen Antikdrper verstarkefeilkbpfe
zeigen aufdie Zellkerne der mehrkernigen Muskelrvon Testis, Samenblase und Spermienpumpe. Pfeile
markieren die Muskelzellkerne der einkernigen Muskedn Yaragonium und Ductus ejaculatddle Bilder

sind optische Schnittdlal3stabsbalken: 20m

Mittels der Trol::GFP Proteintrapinie L311 wurden die Begrenzungen der verschiedenen

Muskeln dargestelliZur Verstarkung des Fluoresze8ignals wurde zusaizh ein antiGFP
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Antikorper verwendet. Die DNA der Zellkerne wurde durch Hoe€lasbstoff markiert
(Abb. 13).

Im mannlichen Reproduktionssystem kamtsowohl einkernige als auch mehrkernige
Muskelfasern nachgewiesen werden: Die dinne Muskelhille edidesis umagh besand

aus mehrkernigen MuskelAljb. 13 A, Pfeilkbpfe). Auch um die Samenblasen konnte in
manchen Muskeln mehr als ein Kern gefunden werdeb.(13 B, Pfeilkopfe). Im Gegensatz

dazu wurden keine Muskeln mit mehr als einem Kern in Paragonien imd&uctus
ejaculatus erfasstApb.13C und D, Pfeile). Die tubularen Muskeln der Spermienpumpe
zeichnéen sich ebenfalls durch Mehrkernigkeit adsb. 13E, Pfeilkopfe).Wie diese sehr
unterschiedlich gestalteten Muskelschichten entstehen, insbesondere wie sie mehrkernig

werdenwar Gegenstand weiterer Untersuchungen.

5.2.3. TestisMyoblasten amplifizieren auf der Genitalscheibe und migrieren &

mehrkernige Zellen auf den Testis

5.2.3.1. Die Menge der Myoblasten auf der Genitalscheibe ninmmtVerlauf der

Metamorphoseeutlich zu, bevor die Muskelvorlaufer auf die Testes migrieren

Der méannliche Reproduktionstrakt geht wahrend der Metamorphose aus nae@odie die
Keimzellen enthalten, und der Genitalscheibe hefsieheAbb. 6). Die Genitalscheibe bildet
dabei alle somatischen Teile, auch die gesamte Musk(Bbdenstein, 1950; Kozopas et al.,
1998) Um die Entwicklung der Muskulatur zu verfolgen, wurde die Lokalisation der
Myoblasten von Beginn der Metamorphose an beobachtet. Der Myobsgseifische
Transkriggionsfaktor DMef2 wirdin allen Muskelzellemach deen Spezifizierungexprimiert

Mit einem DMef2Gal4 Treiber wurde nurein UAS-GFPKonstrukt exprimiert, das
zusatzlich fur das murine Oberflachenprot&d8 kodiert welches an der Zellmembran
lokalisiert Mannliche Genitalscheiben mit den so markierten Myoblasten wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung prapariert und direkt im Anschluss noikrosk

pisch analysiertAbb. 14).
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Abb. 14: Die Entwicklung der mannlichen Genitalscheibe und ihrer Myoblasten 0 bis 3G APF

Frisch praparierte mannliche Genitalscheiben zu Beginn der Methos&rgA), 4h APF (B), 8h APF (C), 12h

APF (D), 16h APF (E), 2th APF (F), 24h APF (G) und 3® APF (H). Myoblasten sind markiert durch DMef2

Gal4 getriebene UASW'CD8-GFP Expressiorim Verlauf der Metamorphose nimmt die Anzahl an Myoblasten

auf der Gaitalscheibe stark zWRfeilkdpfe: Samenblasenind ParagonieWorlaufer; vs:zukinftige Samenht

se; pg: zukinftiges Paragoniude: auswachsendd@uctusejaculatusMalstabsbalken: 20m

Mannliche Genitalscheiben, die zu Beginn der MetamorphokeAf@F) prapariert wurden,
zeigten einige wenige DMef@ositive MyoblastenAbb. 14 A). Mit dem Voranschreiten der
Metamorphose nimmt die Anzahl der Myoblasten (Abb.14C-H) und eine starke
Umformung der Genitalscheibe findet statt. Die zuklnftigen Samenblasen und Paragonien
wachsen ab etwa 16 APF aus aterior gelegenen Knospen aus (PfeilkopfeAiob. 14).

Diese Knospen werden schom APF von adepithelialen Zellen besiedelt, die durch DMef2
Expression gekennzeichnetind (Abb.14B). Ab etwa 24 APF sind auswachsende
Samenblasen und Paragonien klar voneinander unterscheidbbrl14G). Zu diesem
Zeitpunkt wurden auf der zuklnftigen Samenblasee é/ielzahl adepithelialer, DMef2
positiver Myoblasten beobachtetpbei die entstehenden Paragonien nur von einer dinnen
Schicht aus Myoblasten bedeckt waren. Auch auf dem nun langsam auswachsenden Ductus
ejaculatus waren ebenfalls Myoblasten zu find&bb( 14 G). Am posterioren Ende entsteht

etwa 20h APF der Enddarm, der ebenfalls von Muskeln umschlossen wird (nicht gezeigt).
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.24 h APF
- 24/'AP
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*

Abb. 15: Die Entwicklung des Testis und seiner Muskelvorlaufer

Muskelvorlaufer wurden auf den Testes durch DM@&14 getriebene UASWCD8GFP Expression markiert.

Ein frisch préaparierter Testis 24APF wies keine Myoblasten auf (A). B2APF warererste DMef2positive

Zellen sichtbar (B). 40 APF beginnt der Testis mit den aufliegenden Muskelvorlaufern auszuwachsen ifC). 48
APF hatdie Spiralisierungdes Testis begonnewobeidie Myoblasterden Testidereitsweitgehendoedecken

(D). te: Testis; Sternchen: Hubregidal3stabsbalken: 20m

Etwa 30h APF nehmen Genitalscheibe und Testes KontakiBadenstein, 1950)Veiterhin
wurde n vorangegangenetudien beschrieben, dass erst nach der Kontaktaufndiene
Myoblasten auf die Testes wandefidozopas € al., 1998) In Ubereinstimmung damit
wurden hier ebenfalls bis 24 APF keine Myoblasten mittels DMefgetriebenen GFP
Reporters auf den Testes aufgefundabb( 15A). Im Gegensatz dazu besallenh3APF
praparierte Testes bereits DMg#@sitive Zellen am proximalen Endalpb. 15B, Pfeil). Im
Anschluss an die Kontaktaufnahme von Genitalscheibe und Testes beginnen die Testes
auszuwachsenEinzeln paparierte Tess 40h APF werdenlocker von den Myoblasten
bedeckt jedoch noch nicht vollstandigpn ihnenumschlosserfAbb. 15C). Erst im weiteren
Verlauf der Entwicklung strecken sich die Myoblasten, bis der Testis vollstandig von ihnen

eingehllt ist (Abb. 15D, Pfeil).

Durch die Markierung und Nachverfolgung der Myoblasten konnte gezeigt werden, dass
bereits zu Beginn der Metamorphose @iMuskelvorlaufer auf der Genitalscheibe
vorhanden sind, die in ihrer Menge stark zunehmen, bevor einige von ihnen nach der
Kontaktaufnahme der entstehenden Samenblasen mit den Testes auf diese migrieren. Wann
und wie die Muskulatur des Testis mehrkemvigd, ist jedoch noch offen.
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5.2.3.2. Die Myoblastenaufder frihen Genitalscheibe sind mitotisch aktiv

Durch die Beobachtung der Myoblasten auf der Genitalscheibe wurde festgestellt, dass ihre

Anzahl im Verlauf der Metamorphose deutlich zunimmt. Aus diesem Gnurde unte-

sucht, ob diese Mengenzunahme auf mitotiskkigvitat der Myoblasten zurtickzufuhren ist
(Abb. 16).

20h APF | B'

C18 hAPF + 5 h Kultur 5 h Kulty . 18 h APF + 5 h Kultur

te

pg 7 s

Abb. 16: Nachweismitotischer Aktivitat in der ménnlichen Genitalscheibe

Die Detektion der Signale eines Antikbrpgegen phosphoryliertes Histon H3 an SerinnBist auf Mitosen in
Genitalscheiben sowohl 16 APF (A und AG6) al s auc hpitheldldntiMyoblesien ( B und
(Pfeile) und den Zellen des Epithels (Pfeilkdpfe) Engdnzend dazu konnte DNReplikation im Epithel und

den Myoblasten nachgewiesen werden: nach Exposition von Genitalscheiben mit Eduefirvivokonnten

EdU-positive Zellkere detektiert werden@© 6, ei nger ahmter Bereich )HEn D i st
kleiner Bereich in den zuklnftigen Samenblasen blieb frei von nachweisbarem EdU (Doppelpfeilkipfe).

Kontrolle dient einsimultanex vivokultivierter pupaler Tstis der EdU-positive Keimzelleraufweist(E). vs:

Samenblase; pg: Paragonium; te: Testis; Sternchdmelgion.Mal3stabsbalken: 20m

Die Kondensation von Chromosomen bei Mitosen wird unter anderem durch die Pleosphor
lierung von Histon H3 an Serin 10 bedet. Diese HistorModifikation kann mit Hilfe eines
spezifischenAntikdrpers nachgewiesen werddfin Antikorper gegen Phosphé3 (Serl0)
detektierte in Genitalscheiben B6APF und 2h APF klare Signale in einigen Zellkernen
(Abb. 16 A-B 6 Zu.den Phosph#i3 (Serl®positiven Zellen gehdren auchigge adeftheli-

ale Myoblastenauf Samenblasen, Paragonien und Ductus ejasulabb. 16 A-B 6Pfeile).
AulRerdem zeigen Zellen der Epithelschicht ein Sighbb(16 A-B, Pfeilkdpfe).

Es ist mdglich, verschiedene pup&eosophilaGewebe, z.B. die Fligelscheibéhldaz et
al., 2010) oder die TestegAwe und RenkawitzPohl, 2010)zu explantieren und deren
Weiterentwicklung in Kultur zu beobachten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode
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etabliert, bei der Genitalscheiben zusammen mit den dazu gehdrenden Tdstéd?ES
prapariert und in Kulturmedium inkubiert wurden (DetailshsieMaterial und Methoden
Punkt4.3.§. Dem Kulturmedium wurde aul3erderg-Ethynyl-2 -@esoxyuridin (EdU)
beigesetzt. EdU ist ein Thymidisnalogon, das bei der Replikation der DNA in diese
eingebaut wird und durch kovalente Bindung an ein fluoreszierendes Azid nachgewiesen
werden kann. Auf diese Weise lassen sich erfolgte Replikationszyklen wahrend datiExpos
on mit EdU beobachtefbb. 16 C-D).

Nach 5h in Kultur konntenmorphologische Veranderungen deenitalscheibefeobachtet
werden (nicht gezeigt)Veiterhin konntedas Voranschreiten der Entwicklueg vivodurch

den Einbau von EdU in einigen Zellen des Genitalscheibenepithels und der Myobfasten
Schicht Abb. 16 C-D¢,)aber auch in den Keimzellen der TestAbl. 16 E) nachgewiesen
werden. Dabei fallt auf, dasdn einem kleinen Bereich in den anterioren Spitzen der
zuklUnftigen Samenblasen keine Egbkitiven Zellkerne zu finden sindAlfb. 16 C-D 6 ,
Doppelpfeilkdpfe).Der positive EdUNachweis zeigt, dass wéhrend der Kultivierung DNA
Replikation im Epithel und den Myoblasten stattfand.

Zusammengefasstdét sich, durch die Hinweise auf DNReplikation und die Phosphorgti
rung von Histon H3, die Mengenzunahme der Myoblasten auhédenlichenGenitalscheibe

durch Proliferation im Verlauf der Metamorphose erklaren.

5.2.3.3. Alle auf den Testis migrierendéMuskelzelen sind bereits mehrkernig

Zuvor konnte gezeigt werden, dass die Muskeln der Testes mehrkernig sind und im Verlauf
ihrer Entwicklung von der Genitalscheibe auf die Testes migrieren. Im Folgenden wurden die
Testismuskelrgenauer analysiert, um festzustel/levann die Mehrkernigkeit entstelmafir
wurden Muskelzellen durcibMef2 getriebenes mCDB&FP markiertund die DNA der
Zellkerne mittels Hoechst sichtbar gemachr Verstarkung des FluoreszeBignals wurde
zusatzlich ein atGFP Antikorper verwendéAbb. 17).
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24 h APF

32 h APF

Abb. 17: Die auf den Testis wandernden Muskelvorlaufer sind mehrkernig

Zellkerne von Myoblasten und nasziedenMyotuben, gekennzeichnet durch DM&al4 getriebene UAS
MCD8GFP Expression (grun), wurden mit HoeeRarbstoff angeférbt (blau). Késten markieren vergréerte
Bereiche, die zusétzlich in einzelnen Kanéalen dargestellt sind. Auf entstehenden Sam&hhaser befinden

sich nur einkernige Myoblasten (A), wobei RB8APF an dieser Stelle mehrkernige DMef@sitive Zellen zu

finden sind (B). Die Muskelvorlaufer, die 32APF auf die Testes wandern, sind ebenfalls mehrkernig (C). Zu
einem spéteren Zeitpunéier Entwicklung sind auf Testes nur mehrkernige Myotuben erkennbar (D). Pfeilkdpfe
markieren mehrkernige Myoblasten. te: Testis; vs: zukinftige Samenblase; pg: zuklinftiges Paragonium; alle
Bilder sind optische Schnitt¥alistabsbalken: 20m

Bis 24h APFwaren auf der Samenblase nur einkernige Myoblasten sicltbbr {7 A). Im
Gegensatz dazu konnten ab R8APF an der anterioren Spitze der Samenbkisege
mehrkernige DMefzositive Zellen beobachtet werdeAbp. 17 B, Pfeilkdpfe). Die Mo-
blasten auf den Paragonien hingegen verblieben eink@khly 17 B). Alle DMef2-positiven
Zellen auf dem Testis wiesen B2APF, direkt nach der Migration von der Genitalscheibe,
mehrere Zellkerne aufApb. 17 C, Pfeilkdpfe). Dies ist besonders gut in spateren Stadien zu

erkennen Abb. 17D, Pfeilkopfe), unfusionierte Myoblasten waren zu diesem Zeitpunkt nicht
zu sehen.

Da in den gezeigten Ergebnissen einkernige Myoblasten nur auf der Genitalscheilee nachg
wiesen werden konnenwird vermutet, dassalle entstehendernTestismuskelnbereits
meftrkernig als naszierende Myotuben auf dem Testis ankommen, wobel astis
Myoblastenauf der Genitalscheibe bereits RBAPF mehrkernigverden
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5.2.3.4. Die Muskulatur deJesis wird durchMyoblastenéision mehrkernig

Soweit bisher bekannentsteheralle mehrkernigen Muskeln iRrosophiladurch die Fusion

von Myoblasten(beispielsweise zusammengefasst $thulman et al., 2015Der andere
Mechanismusder zu mehrkernigen Zellentien kann, ist der Ausfall deryibkinese nach
erfolgter Mitose, also Kernteilung ohne Teilung der Zelle. Dieser Prozess findet zum Beispiel
wahrend der frihen Embryonalentwicklung v@mosophila statt (Foe et al., 1993)In
Saugetierenentstehen mehrkernige Leberzellen und Herzmuskelzellen ebenfalls durch
Ausfall der Zitokinese(Gentricund Desdouets, 2014; Li et al., 1996; Liu et al., 20&h)er

auch dieEntstehung von Tumoreader krankhafte Veranderungen der glatten vaskularen
Muskulatur werden von dieserrozess begleite{Lacroix und Maddox, 2012) Um
festzustellen, welcher dieser beiden Mechanismen bei der Entstehung téer Gé&stisms-
kulatur stattfindet, wurde untersucht, ob die Mehrkernigkeit durch Zellkeilnngen
hervorgerufen wird. Dafir wurde die Replikation der DNv&hrend der Entstehung der

mehrkernigen Myotuben mittels EdbJ vivo nachgewiese(Abb. 18).

/

DMef2 >> mCD8-GFP DMef2 >> mCDB-GFP

/

DMef2 >> mCD8-GFP g DMef2 >> mCD8-GFP DMef2 >> m/C‘DB-GFP

Abb. 18 Testismuskelnwerden nicht replikationsabhangig mehrkernig

Testes nach Injektion von EdU in Puppeni2APF und anschlieBender Inkubation filn 8A) bzw. Injektion in
Puppen 2& APF und Inkubation fir / (B). Myoblasten waren dabei markiert durch DMé&fa2l4 getriebene
UAS-mCD8-GFP Expression, Zellkerne in A wurden mit Hoechst gefarbt. In den Keimzellen fand wéahrend der
Inkubationszeit DNAReplikationstatt A 6 6 u nRfeileB &dbei die Muskelzellen keine Anzeichen von
Kernteilungen innerhalb der Inkubationszeit zeigleA 6  u n Sternéhény HubregiordA 6 u n &indA 6 6
optische SchnitteMalstabsbalken: 20m

EdU wurde in Puppen 24 und 281 APF njiziert, die mCD8GFP im DMef2Muster

exprimierten. Nach Inkubation fur-h bei 24°C wurden die Testes dieser Puppen
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prapariert, fixiert und analysiert. Wahrend der Inkubationszertendie TestisMyoblasten

mehrkenig und sind auf den Testis gewande(Abb.18A und B). Die Zellkerne der

naszierenden Myotuben auf dem Testis zeigten kein-&dbal @bb.18A6 und Bo) .

Wahrend der Inkubationszeit hat demnach keine ERéplikation in den DMefdasitiven

Zellen stattgefunden. Gleichzeitig konnte ein Heidbau in den mitotisch aktiven Keimze

len in der Nahe des Testidubs detektiert werderAbb.18A 66 und BoO6o 6, Pfeil e

positiven Keimzellen demonstrieren sowohl den erfolgreichen Einbau und die Detektion von

EdU als auch die voranschreitende Entwicklung des Testis nach deioimje

Eskonnte gezeigt werden, dass die MehrkernigkeitTastismuskellrunabhangig von DNA
Replikation entsteht. Deshalb wird gemommen, dass der Ausfall deyt@kinese bei der
Entwicklung derTestismuskulatumicht stattfindet. Weiterhin kann aus siem Daten auf
einen Zellfusionsmechanismus zur Bildung der mehrkernigestismuskelngeschlossen

werden.

5.2.4.Vor dem Auftreten der Myoblastenfusion werden Anhaufungen von Aktin
beobachtet

Mit den vorangegangenen Analysen konnte gezeigt werden, dass Myobéadteser
Genitalscheibe nach einer Proliferationsphase fusioniarerdie Testismuskulatur zu bilden.

Der Fusionsmechanismus selbst bleibt jedoch offen. Im Folgenden wurde der Fusionsprozess
zur Bildung derTestismuskelrauf Ahnlichkeiten zur embryonaleviyogenese hin genauer

untersucht.

Ein zentraler Faktor bei der Fusion von Myoblasten im Embryo ist die Umstrukturierung von
F-Aktin. Bevor die FCMs mit den wachsenden Myotuben verschmelzen, wird die transiente
Bildung einefokusaus verzweigtem-Aktin ander Kontaktstelle der Zellen beobachtet. Mit
Hilfe des Aktinbindenden Peptids LifeaiRied! et al., 2008)vurdeexvivo untersucht, ob im
Verlauf der Entwicklung ebenfalls ein Aktiokus bei der Fusion der Myoblasten auf der
Genitalscheibe entsteht. Daftir wurde Ggdkoppelted.ifeactim DMef2-Musterexprimiert

Um die einzelnen Myoblasteanhand ihrer Zellkerne leichteru zunterscheidenyurde
zusatzlich rot fluoreszierendes mCherry mit Kernlokalisiert®igsg n a | (Anucl ear
signal i, NLABY.19e x pri mi ert (
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16 hAPF & A' 16 h APF 21hAPF B B' 21 h APF
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lifeact-GFP g% o lifeact-GFP Ii'feact-GFP lifeact-GFP

Abb. 19: Aktin -Akkumulationen kdnnen sehr seltenin den Myoblasten auf der Genitalscheibe beobachtet

werden

LifeactGFP und Kerdokalisierendes mCherry wurde im DMefusterexprimiertund frisch analysiert. Die
auswachsenadeSamenblasen 16 APF zeigen eine gleichméRige Verteilung von Aktin an der Zellmembran (A,

A 6 ) hARFXkannvereinzeltei ne Anh?2ufung von Aktin an der Membran |
Dargestellt sind Zrojektioren von konfokalen Schnitterys: Samenblase; pg: Paragoniuvia3stabbalken:

20pum

16h APF praparierte mannliche Genitalscheiben zeigten eine schwache -Gfect
Expression, die hauptséchlich an der Zellmembran der Myoblasten lokaligiblelf A).

Die Verteilung war gleichmaRigjreelne Akkumulationen fielen dabei nicht auf. Weiterhin

wurde deutlich, dass die Myoblasten auf den zukinftigen Samenblexl Paragoniesehr

dicht tbereinanderliegen und insbesondere an der Spitze der Samenblase mehrereadepitheli

le Zellschichten bildenAbb. 19 A 6 Die Anordnungder Zellenmacht die Auswertung der

Bilder schwierig, da einzelne Myoblasten optisch kaum voneinander unterschieden werden
konnen. Auch 21h APF lagen de Myoblasten sehr eng aneinander und Ubereinander
(Abb.19B und BO6), sodass eine genausshwiergwant i f i zi
Dennoch konnten vereinzelt Agicherungenvon LifeactGFP im Bereich der anterioren

Spitze der zkiinftigen Samenblase beobachtet werddrb(19B und BO, Pfeil k°p
beobachteten Strukturen vergleichbar mit dem transienten Auftreten desFAkus im

Embryo sind, bleibt unklarJedoch sind die hier beobachteten Al&ikkumulationen ein

Hinweis auf AktinrReorganisation wahrend der Entwicklung der Testismuskulatur und weist

auf mogliche Ahnlichkeiten zur embryonalen Myoblastenfusion hin.

5.2.5. RNA lasst sich spezifisch au&enitalscheibenMyoblastenisolieren

Zuvor konnte gezeigt werden, dass die Myoblasten, die die mehrkernige Testismuskulatur
bilden, auf der mannlichen Genitalscheibe fusionieren. Um die molekularen Komponenten
der Myoblastenfusio auf der Genitalscheibe in groiem Mal3stab zu analysieren, sollten
TranskriptomAnalysen der Myoblasten durchgefuhrt werden. Um die Transkripte der
Myoblasten zu analysieren, wurde eine Methode zur spezifischen Isolation von Myeblasten
RNA etabliert. Gendlscheiben von DMefgetriebenen mCD&FRpositiven Puppen
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wurden hierflr zu verschiedenen Zeitpunkten in der Entwicklung préapariert und mittels
Elastase zu einzelnen Zellen dissoziiert. Die Myoblasten wurden im Anschluss mit anti
mCD8-gekoppelten magnetiken Kigelchen herausgesammelt und die RNA isoliert
(Abb.20A, fur Details siehe Material und MethodeRunkt4.2.1Q. Die Reinheit der
isolierten Myoblasten konnte mikroskopisch bestétigt werddain.(20 B). Mit der auf diese
Weise gewonenen MyoblasteRNA kénnen zwar mit reverser Transkriptase PCR-(RT
PCR) Transkripte fir Myogenes@mponenten Determinationsfaktoren und Signalwegs
Komponentemachgewiesen werd€Rrender, 2016; Fritzen, 201 0ie Quantitat und Qualitat

der RNA war jedoch nicht ausreichend, tinchdurchsatScreening wie RNASeq oder
Microarrays durchzufiihrerMoglicherweise ist dige zurtckzufihren auf eine nicht ausre
chend starke Expression von mGB&P an der Zelloberflache, um Myoblasten in grol3er
Menge zu isolieren.Die Nutzung #ernative Konstrukte mit anderen Membran

integrierenden Proteinddnntefiir einen hoheren Isolatigerfolg sorgen.

A Praparation von mannlichen Genitalscheiben
(Myoblasten markiert durch DMef2 >> mCD8-GFP)

Dissoziieren der Genitalscheiben
(Verdau mit Elasthase in "dissociation buffer")

Aufreinigung der Myoblasten
(magnetische "beads" gekoppelt mit anti-mCD8 Antikérper)

Isolation der RNA aus den aufgereinigten Myoblasten ; DMéf2~>.>‘mCD‘8-GFP

Abb. 20: Isolation Myoblasten-spezifischer RNA

RNA kann spezifisch aus den Myoblasten von Genitalscheiben mit der im FlieRbild dargestellten Methode
isoliert werden (A). Vor Isolation der RNA lasst sich die Reinheit der isolierten Myoblasten mikroskopisch
Uberprifen: nur GHpositive Zellen (Pfeilkopf)haften an den magnetischen Kugeln (B). Mafstabsbalken:
20pm

5.2.6. Adhasionsmolekiile der embryonalen Myogeneseerden bei der Entstehung der

Testismuskulatur exprimiert und sind funktionell relevant

5.2.6.1. Die Adhésionsmolekuleluf und sns werden wahrend der Entwicklg der

Testismuskulatutranskribiert

Die Myoblastenfusion im Embryo wird durch die Adh&sion zweier Zellen inititdigrfir
essentiell sind die IgSMolekile Duf und Rst auf der Seite der FC/wachsenden Myotube
bzw. Sns und Hbs in den FCMm Folgenderwurde untersucht, otfiese Adhasionsmolék

le auch an der Entstehung der mannlichen Genitaltfgkiskulatur beteiligt sind. Daftr

wurdentransgene Fliegen mit ddPromotorKonstrukten rp298Gal4 und snsmCherry mit
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NLS genutzt. Die Treibenhie rp298Gal4 st aus einem Enhane@rap im duf-Lokus
hervorgegangefMenonund Chia, 2001; Nose et al., 1998hd wurdehier in Kombination

mit UAS-GFP oder UASGFP mit NLS genutzf um das Expressismuster sichtbar zu
machen.Der snsmCherryNLS Reporter wurde durch den Austausch ldeZ-Region aus
einemsnslacZ Konstrukt hergestellfHaralalka et al., 2011; Kocherlakota et al., 20@&g
genutzten Fliegenlinien wurdem vorangegangenen Arbeiten etabliert und im Embryo in
ihrer Funktion bestatigtGenitalscheiben dieser Fliegen wurden nun im Hinblick auf die
Expressionsmuster von rp2@al4 getriebenemGFP und snsmCherry hin untersuchum
festzustellen, ob die Zelladhasionsmolekiile exprimiert sind wie sich die rédumliche
Verteilung auf der Getalscheibe gestaltefbb. 21).

Sowohl rp298Gal4 als auchsnsmCherryNLS sind in der mannlichen Genitalscheibe
exprimiert. rp298yetriebene GHEXpresion konnte 1% APF in verschiedenen Bereichen

der Genitalscheibe vorgefunden werdéilf. 21 A). Dazu zahlen auch die auswachsenden
Samenblasen unBaragonienAbb.21A 6 ) .h ARF4waren deutliche GF®ignale in den
adepithelialen Zellen der Samenblasen sichtl®éyb(21B und Bo, Pfeil k°p
Expression konnte auf3erdem in Epithelzellen der Paragonien beobachten vbl@i B 6
Pfeil). Es handelt sich hier be(Busicdung el dl.e s ekr
2012) snsmCherryNLS zeigte ein ahnliches Muster. Einige Zellen des Epithels, insleesond

re im posterioren Bereich, zeigten ein deutliches Sigf&l APF und 2 APF Abb.21C

und D). AuRerdem war, wenn auch schwach, ein mCigigyal in den Myoblasten 24

APF sichtbarAbb. 21D 6 , Pfeil kopf ).

In der somatischen Muskulatur des Embryos fusionieren zwei heterotypische Zellpepulati

nen: FCMs sind positiv fulSns wobei FCs Duf exprimiert. Beeiner gleichzeitigen
Beobachtung von rp298etriebenem GFPnit NLS und snsmCherryNLS in méannlichen
Genitalscheiben lieRen sich auf der zukinftigen Samenblase Zellen identifizieren, die nur das
GFRSignal zeigten Abb.21E-E 6 6 , Pfeil kopf) . Zus2tzIlich de
erkennbar, die sowohl positiv fur GHXpression als auch fiur mCherryNLS schienen
(Abb.21EFE6 6, Pfeil ).
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Abb. 21: Expression von duf- und sns Promotor-Reporter-Konstrukten auf der mannlichen
Genitalscheibe

In mannlichen Genitalscheiben karp298getriebene GHEXxpression 16 APF(A, Adund 24h APF ( B,
im Bereich der entstehenden Samenblasen und Paragokeemt werdensnsmCherryNLS ist & h APF(C-
Co) um dARHM (inODden pdsteforen Bereichen von Genitalscheiben und épitieblialen Zellen der
zukinftigen Samenblasedetektierbar. Der optische Schnitt durch die zukiinftige Samenblase dad
Paragonium einer Genitalscheibel2APFzeigt sowohl Zellen, die nur positiv fluf sind (Pfeilkopf) als auch
Zellen, die die Expressionvon Duf und Sns aufweisen (EE 6 ®fgil). vs: Samenblase; pg: Paragonium.
Mafstabsbalken: 20 pm

Diese Daterweisen darauhin, dassDuf undSnsim Verlaufder Entstehung der Reprodiakt
onstr&t-Muskulatur in den Myoblasteaxprimiertwerden.Zwar kann aus dem Expressssn
muster der Promotedfonstrukte nicht auf die subzellulare Lokalisation der Proteine

geschlossen werden, doch gibt dimliche Verteilungder Dut und Snspositiven Zellen

einen Hinweis darauf, dasfie TestisMyoblasten eineneterogea Population bilden und,

ahnlich wie dieFCs und FCMsles Embryos, verschiedene Charakteristika aufweisen kénnen.

Die Expressionsmusteron rp298Gal4 undsnsmCherryNLS deuten des Weiteren darauf
hin, dass sich die Anordnung und Eigenschaften Mgoblasten auf der mannlichen
Genitalscheib&on demim Embryo unterscheidekdnnten Aus diesem Grund unterscheidet
sich hier ndglicherweise auch die Funktionsweise der Adhasionsmolekiile.

B6)
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5.2.6.2. RNAi-vermittelter Knockdown einiger Zelladhdsionsmolekile fiiha#u

Defektenin der Tessmuskelhulle

Durch das Expressionsmuster von Prom&eporterKonstrukten wurde vermutetlass lg
Domanen Adhasionsmolekile, die relevant fir die embryonale Myogenese sind, auch
wahrend der Entstehung des mannlichen Reproduktionstrakts exprimiert werden (siehe
Absatz5.2.6.). Allerdings wurde bisher nicht geklart, welche Funktion die Adh&sioresmol
kule in diesem Kontext erfiillen. Um zu untersuchen, ob eine Relevanz fur die Myohlastenf

sion der Testismuskelnbesteht, wurde mittelRNA-Interferenz (RNAIi) versucht, die

Transkript und Proteinmenge der IgSFs zu reduzieren. Mittels UAS/S3kgtem wurden
Sequenzs pe zi f i s-d & ie r-ioirsikikie wahrend der Entstehung der iBestiskué-
tur spezifisch in der Myogenese trdmibiert.

C855a >> hbS-RNA

LR A

Abb. 22: Spezifischer KnockDown der IgSF Adh&sionsmolekuleduf, snsund hbs kann zu fehlorganisier-
ten Filamenten in den Testsmuskelnfihren

Adhéasionsmolekuilewurden durch RNAkvermittelten Knockdown mit C855aGald in der Tessimuskel
Entwicklung herunterreguliert. Die Filamente wurden mit Phalloidin (rot) undTaopomyosin Antikérper
(gruin) sichtbar gemacht, DNA wurde mittels Hoechst angefarbt (blau). Der Kimvek vonduf (A), sns(B)
und hbs (D) fuhrt zu verstreuten Filaemten (Pfeilkdpfe) tUber der regularen MuskelschiClieé entstandene
Testsmuskulatur nachrst-RNAi (C) zeige genauso wie die Treiberinie allein (E) ein wildtypisches
Muskelmuster (F). A# Bilder sind optische Schnittela3stalsbalken: 2Qum
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Mit der AMP-spezifischen Treibenie 1151Gal4 (verwendet z.B. inBryantsev et al., 2012;
Gildor et al., 2012; Soler et al., 200kdnnte keine GFHEXxpression in der Reproduktien
trakt-Muskulatur hervorgerufen sowie in RNAfersuchen keine Defekte erzeugt werden
(nicht gezeigt). Daraufhin wurdeRNAIi-Konstrikte mit C855aGal4, einer nichtmolekular
charakterisierten Treiberlinie mit beschriebener Expression in der Testismuskelhille aber
ohne Expressio in der embryonalen Myogene§idrdlicka et al., 2002)getrieben(Details

zum Expressionsmuster des Dexis siehe Anhang, PunBt7). Die resultierenden adulten
Testismuskelnwurdenim Hinblick auf ihr Filamentmuster analysiert:Aktin wurde daftr

durch Phalloidin rarkiert und ein Antikdrper gegen die Sarkord@mponente Tropomyosin

verwendetum Defekte in der Entwicklung aufzudeckigbb. 22).

Die RNAi-vermittelte Reduktion von duf, sns und hbs mittels C855&Gal4 fuhre zu
verstreuta Filament@&, die der regularenTestisMuskelhille bindelweise auflagen
(Abb.22 A, B und D, Pfeilkopfe) Dieser Defekt wurde als Mikad@hanotyp benannt. Die
Testismuskelrwaren weiterhin mehrkernig und es konnten keine Defekte in der Ausbildung
der Reproduktionsorgane oder Infertilitat beobachtet wefdieht gezeigt) RNAI gegenrst
hingegen zeigte genausne C855aGal4 oder diaungetriebeneNAiI-Linien ein wildtyg-
sches MuskelmusteAbb. 22 C, E und F, Daten nicht gezeigt).

Die auftretenden Stdrungen déduskelmusters demonstrieren, dass RNAimittelte
Herunterrgulation in der Tessmuskulatur grundsatzlich moglich ist und fur phanotypische
Veranderungen sorgen kann, die leicht erkennbar Bies.Weiteren geben diese Daten erste
Hinweise darauf, dass dhdsionsmolekile fur die korrekte Bildung der Testismuskulatur
notwendig sind.Die Fliegenlinie C855&sal4 ist nicht molekular charakterisieiEin mit
dieser Linie getriebenes GFReigt zwar Expression in adulter Reproduktionstrakt
Muskulatur, jedoch korta kein Signal in Myoblasten auf der Imaginalscheibe beobachtet
werden (Anhang, Punl&.7). Aus diesem Grund wird fur weitere Knedown Versuche ein
anderer Gall Treiber gewahltum den Einfluss der Adhasionsmolekiile auf die Entstehung

der Testismuskulatur genauer zu analysieren.

5.2.6.3. Die Verminderung des Dufund/oder Rst.evelsin Myoblastenfiihrt zu einer

geringererKernzahlin Testismuskeln

Die zuvor bereits verwatetenduf und rst-RNAi Konstruktewurden nun mitteldDMef2-
Gal4 exprimiert, um den Knocklown in den Testidlyoblasten bereits vor der Zellfusion
wahrend der Metamorphozel erzeugenDMef2-Gal4 ist bereits 0 h APF auf der Gehita



Ergebnissei B O

scheibestark exprimiert (siehe Absatz.2.3.) und wurde in anderen Studien erfolgreich fur
RNAI-Versuche eingesetAiGildor et al.,, 2012) Da Duf und Rstbeispielsweise in der
embryonalen Myoblastenfusiomedundant wirken(Striinkelnberg et al., 2001)wurde
zusatzlich eindu-RNAi+rst-RNAI DoppelKnock-down durchgefuhrtDa in einigen Fallen
durch die Endoribonuklease Dic2rDcr2) einezusatzlichen Verstarkung des RNEifekts
erzielt werden konnte, wurde Dcvrgleichendoexprimiert(Dietzl et al., 2007)

Um festzustellen, ob durch den RNyermittelten Knockdown vonduf und/oderrst mittels
DMef2 ein Einfluss auf die Fusionseffizienz der TeMigoblasten bestehtyurde die Anzahl
der Zellkerne defestismuskeln von Knoedlown Fliegen mitdenen des Wildtypvergii-
chen. Da @& Muskelhille den adulten Testilickenlos umddiel3t, sind einzelne Myotuben
und ihre genaue Kernzahur sehrschwer zubestimmenAus diesem GrunevurdenTestes
ausPupperca.42 h APFprapariert und nach Markierung der Muskulatur mit Hilfe eines anti
Tropomyosin Antikérpers und HoecHséirbung analsiert Die naszierende Myotuben
pupaler Testes sindoch nicht auf ihre vollstdndige Lange elongielér Fusionsprozess ist
jedoch bereits abgeschlossen (siélid. 17). Die einzelnenMyotubensind 42h APF klar

erkennbardaher kann di&ernzahlleicht festgestellt werden
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Abb. 23: Knock-down von duf, rst und duf+rst mittels DMef2-Gal4 fiihrt zu verminderter Zellkernzahl in

Testismuskeln

Zur Bestimmung der Anzahl von Muskelkernen wurden Testes der verschiedenen GenotypekPB2

prapariert, fixiert und mit einem Anfiropomyosin Antikbrper zum Nachweis der Muskulafgriin) sowie
Hoechst zur Mar kierung der Zell kerne (wei C) i nkubi er
ihrer Morphologie nicht von deduf+rst Knock-downT e st es ( B, Bo6) . I'm Anschl uss
Zellkerne in Testismuskeln nachnBck-down vonduf-, rst- oder duftrst mittels RNAi in 20 Muskeln von

jeweils 10 Testes verglichen. Die graphische Darstellung der Daterebe#el zeigt, dass der Kock-down in

allen Fallen zu einer geringeren Kernanéhkt: sowohl die Anzahl der Zellkerne pro Muskel (C), als auch die
durchschnittliche Kernanzahl (D) ist reduziert. MaR3stabsbalken in A und B: 20 um

Die Bestimmung der Kernzahl in wildtypischen Tas&gab eine durchschnittliche Anzahl
von 3,1 Kernen pro Muskel, wobei der Grof3tkl naszierenden Myotub@nbis 4Zellkerne
besal’ Abb.23C und D, Tabellel). In seltenen Fallendanteneinkernige Myotuben oder
Myotuben mit 5 oder 6 Kernerdentifiziert werden. Vergleichbare Zellkernzahlen sind
sowohl bei den Kontrollen der nicht getriebenen Ri\ien, der Treibeiinie DMef2-Gal4
und DMef2Gal4 mit UASDcr2 zu finden Tabellel). In Myotuben, in denen die Protei
menge von Duf oder Rst reduziert wurdgr auchdie Kernzahlim Vergleich zum Wildtyp
reduziert. Die zusatzliche Expression von Dcr2 mit dem jeweiligen RéboAstrukt fihrte zu

einer zusatzlichen Reduktion der Keahl (Abb.23C und D) So stiegdie Anzahl eir und
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zweikernigerTestismuskelnvon 21% im Wildtyp auf 85%lurch den Knocldown vonduf

(bei einer Verstarkung durdbcr2) bzw. auf 70% rst-RNAi-Situationmit Dcr2 (Abb.23C

und Tabellel). Die Testismuskeln hatten in diesen Fallen im Durchschrigw. 2,3Kerne
(Abb.23D). Wurden duftrst gleichzeitig herunterreguliert, akn es zu einerstarkeren
Reduktion der Zellkernzahéls im EinzelKnock-down AufRerdem reduziextauch hier die
zusatzliche Expression von Dcr2 die Zellkernzahl weiter, sdakeissinerdurchschnittlichen
Kernzahl von 1,6 93% aller naszierenden Myotuben nur eaden zwei Zellkernenthielten
(Abb.23C und Tabellel). Trotz der Reduktion der Zellkerinzahl sind die knockdown

Testes in ihrer &uReren Form nicht vom Wildtyp zu unterscheflgn 23 A und B).

Tabelle 1: Zellkernzahl der Testismuskelnmit RNAi -vermitteltem Knock-down und Kontrollen

Zellkerne pro Testismuskel (n=200)

Genotyp Durchschnitt
1 2 3 4 5 6

Wildtyp (WT) 4 38 104 48 5 1 3,075 0,17
DMef2 >>duf-RNAI 2 63 97 36 2 0 2,865 +0,23
DMef2 >>Dcr2;dufRNAI 31 140 27 2 0 0 2 +0,17
DMef2 >>rst-RNAI 4 79 105 12 0 0 2,625 +0,27
DMef2 >>Dcr2;;rst-RNAI 13 127 56 4 0 0 2,255 +0,16
DMef2 >>duf-RNAI;rst-RNAI 17 124 56 3 0 0 2,225 +0,22
DMef2 >>Dcr2;duf-RNAI; rst-RNAI 95 91 14 0 0 0 1,595 +0,20
DMef2 3 35 109 48 4 1 3,09+0,15
DMef2 >>Dcr2 1 39 113 44 3 0 3,045 +0,25
duf-RNAI 2 17 123 50 7 1 3,23 £0,15
rst-RNAI 1 39 114 39 7 0 3,06 +0,24
duf-RNAI; rst-RNAI 3 28 119 46 4 0 3,1 +0,20

Zusammenfassend ist zu sagen, dass der Ridittelte Knockdown vonduf und/oderrst
mittels DMef2Gal4 die Fusionsrate der Teshi/oblasten reduziert. Die Fusionseffizienz
der TestisMyoblasten scheint daher von Duf und Rst abzuh&ngen.

5.2.6.4. Die Entwicklung des mannlichen Reproduktionstrakts und das Voranschreiten

der Spermatogenese ersichetrotz Reduktion de Fusionseffizienzwie im

Wildtyp

Da durch den DMefXermittelten Knockdown vonduf undrst die Anzahl der Zellkerne in
den Testismuskeln reduziert werden konnte, wurde nun untersucht, ob diese Stérung in den
Testismuskeln die in demestes stattfindende Spermatogenese beeinfludst. dies

festzustellenwurde die Fertilitat der mannlichen Fliegen nach Reduktionddésrst- bzw.
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duftrstLevels analysiert. Daftir wurden in bis zu 30 Kreuzungen jeweils drei wildtypische
Weibchen mit einzelnerduf, rst- oder duftrst Knock-down Mannchen verpaart und
ausgewertet, ob Nachkommegezeugt wurde(Abb. 24 und Tabelle2).

Tabelle 2: Fertilitat bei RNAi-vermitteltem Knock-down vonduf, rst und duf+rst

mannliche Fertilitat
adulte Lebens

Genotyp Gesamtzahl davon mit fahigkeit Flugfahigkeit
Kreuzungen Nachkommen

Wildtyp (WT) 30 28 ja ja
DMef2 >>duf-RNAI 30 29 ja ja
DMef2 >>Dcr2;duf-RNAI 29 29 ja ja
DMef2 >>rst-RNAI 30 30 ja ja
DMef2 >>Dcr2;;rst-RNAi 28 26 ja ja
DMef2 >>dufRNAI;rst-RNAI 30 29 ja ja
I D Me fr2;duPRNAI; rst-RNAI 29 9 ja nein
I D Me f Zr2;duPRNAI; rst-RNAI 28 2 ja nein
DMef2 30 29 ja ja
DMef2 >>Dcr2 27 24 ja ja
duf-RNAI 29 29 ja ja
rst-RNAI 29 29 ja ja
dufRNAI; rst-RNAI 30 30 ja ja

Méannchen mit reduertemduf- oderrst-Level konnten sowohl ohne als auch mit zusatzlicher
Expression vocr2 Nachkommen zeugen, was auf eine normale Fertilitat hinwAidt. 4

und Tabelle2). Nur die Mannchen inehenduf+rst gleichzeitig, mit zusatzlicher Verstarkung
durch Dcr2, herunterreguliert wurden, zeigteine reduzierte Fertilitat. Nur 31% der
einzelnen Paare zeugten Nachkommen, wobei in diesen Kreuzungen auch die Anzahl der
Nachkommen reduziert waflpb. 25 A).



Ergebnissel B o

100% -

80% -

60% -

Fertilitat

40% -

20% -

0% -

DMef2 >> duf-RNA]

DMef2 >> Dcr2;duf~-RNAI
DiMef2 >> rst-RNAI

Dief2 >> Dcr2;;rst-RNAI
DMef2 >> duf-RNAI;rst-RNAI

Dief2 >> Dcr2;duf-RNAI;rst-RNAi

Abb. 24: Nur die Reduktion desduf+rst- Levels flhrt zu verminderter Fertilitat

Graphische Darstellung der Daten diabelle2. Die Mannchen mit RNAvermittelten Knockdown von duf,

rst- oder duftrst wurden einzeln mit wildtypischen Weibchen verpa®ie Anzahl an zeugungsfahigeiuf-

RNAI oderrst-RNAi-Mannchenwar vergleichbar mit deAnzahl zeugungsfahiger wildtypischer Mannchen. Nur
Mannchen mit Doppeknock-down von duftrst mit zusatzlicher Vergsirkung durch Dcr2 kdénnen seltener
Nachkommen produzieren als wildtypische Mannchen.

In adulten Reproduktionstrakten von Mannchen ndcfiRNAi+rst-RNAI vermitteltem
Knock-down mit DMef2Gal4 bei zusatzlicher Expression von Dkdghnten keine sichtbaren
Blockaden, Verengungen oder anderweitige Defekte erkannt werdleb. 25B). Die
Samenblasen waren gefullt mit beweglichen Spermien, offensichtliche tBeiekder
Spermatogenese wurden nicht beobac#bb (25 C). Nun wurden wildtypische Weibchen,

die mit den RNAiIMannchen verpaart wurden und keine Nemammen produzierten, genauer
untersucht. In den Receptacula semidisser Weibchen, also den Organen, in denen die
Spermien nach der Kopulation aufbewahrt werden, waren keine Spermien erkennbar
(Abb. 25E). Im Gegensatz dazu sind in Weibchen, die mit wildtypischen M&nnchen verpaart
wurden, die Receptacula seminis mit Spermien geffithb(25 D). Demnach wurden keine

Spermien von den RNAVannchen auf die Weibchen utbertragen.

Im Folgenden wurde die Fruchtbarkedn Weibchennach DoppeKnock-down vonduftrst
mit Expression von BEr2 untasucht: de Fahigkeitdieser WeibcherNachkommen zu zeugen

war ebenfalls stark reduzieffdbelle2). Weiterhin konnte beobachtet werden, sdaswonhl
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Mannchen als auch Weibchen dieses Genotyps zwar laufen und springen konnten, jedoch
flugunfahig waren.

A
250

3
’

&

8

Anzahl der Nachkommen

]

DMef2 >> Dcr2; duf-RNAi ; rst-RNAi |

Abb. 25: Es kann keine morphologische Ursache fur die Infertilitdét im duf+rst DoppelKnock-down
gefunden werden

Die BoxplotDarstellung der Nachkommenzahl vatannchen nach RNAvermitteltem Knockdown von
duftrst mit zusatzlicher Expression von Dcrdie eine Woche mit wildtypischen Weibchen verpaart wurden,
zeigt eine Reduktion der Nachkommaamahl (A). Die Reprodktionstrakte der Kock-down-M&annchen zeigen

keine morphologischen Auffélligkeiten (B). Die Spermatogenese scheint vollstindig abzulaufen, denn die
Samenblasen sind gefilllt mit Spermien (C). Im Gegensatz zu Wejbdigennter gleichen Bedingungemit
wildtypischen Mannchen verpaart wurden (D), haben diébttien nach Verpaarung mit demdéckdown-
Mannchen keine Spermien im Receptaculum seminis (E, Pfé#e)Testis; vs: Samenblase; pg: Paragonium,

de: Ductus ejaculatus; sp: SpermienpunmpeReceptaculm seminisMal3stabsbalken: 20 um

Sowohl die Knockdown Mannchen als auch die Knedkwn Weibchen brachten mit
wildtypischen Partnern keine Nachkommen hervor und zeigten weitere Defekte, die nicht die

Reproduktionsfahigkeit betrafen. Aus diesem Grund wirgeaommen, dass der Ablauf der
Spermatogenese in diesen Mannchen durcheatiminderte Kernanzahl in den Testismuskeln
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nicht beeinflusst ist. Méglicherweise ist die verminderte Fertilitdt in Storungen unabhangig

vom Reproduktionssystebegriindetbeispielsveise beim Paarungsakt

5.2.6.5. Trotz reduzierter Kernzahl entsteht einwildtypisches Muskelmuster mit

normaler Anordnung der Filamerteden aultenTestes

Um die resultierende Muskulatur dadulten Reproduktionsorgane nach RNA&rmittelter
Herunterregulation vomuf und/oderrst zu untersuchen, wurden die Muskelschichten mit
Hoechst undPhalloidingefarbt Abb. 26). Zur besseren Verdeutlichung der Muskelzellkerne

von Spermienpumpen wurden diese zusatzlich mitRkef2 Antikdrpen markiert.

Die Testes nach RNAiermitteltem Knockdown besalRen weiterhin die charakteristische,
schneckenfiimige Morphologie wildtypischer Testes, die analysierten Reproduktionstrakte
zeigten keine Defekte, Verengungen oder anderweitige Verédnderungen im Vergleich zur
Kontrolle (sieheAbb. 25). Auch die Muskelschichten aller mannlichen Repraidustrakt
Organe zeigten nadinock-down von duf, rst- oderduf+rst keine offensichtlichen Defekte
(Abb. 26). Trotz Reduktion der ZellkerAnzahl war die Verteilung der Muskelfasern und
Filamente von Testismuskelnauf lichtmikroskopischer Ebeneom Wildtyp nicht zu
unterscheiderfAbb. 26 A-D). Auch de Kernzahl der Spermienpump#&tuskulaturwar im
Vergleich zum Wildtyp mdglicherweise reduzienobei die Muskeln in ihrer Morphologie
unverandert wareigAbb. 26 Q-T). Auch die einkernigen Muskelschichten von Paragonien
und Ductus ejaculatus sowie die Muskeln der Samenblasen waren nicht vom Wildtyp
unterscheidbarAbb. 26 E-P). Die Herunterregulation voduf, rst oder duftrst flhrte also

nicht zu erkennban Veranderungen der Filamemtadnung der inneren Reprodigkts

organe.
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DMef2 >> Dcr2; duf-RNAi DMef2 >> Dcr2; rst-RNAi DMef2 >> Dcr2; duf-RNAi; rst-RNAI-

Testis

Samenblase

Paragonium

Ductus ejaculatus

Spermienpumpe

DMef2 DMef2

Abb. 26: Die Filamente in adulten méannlichen Reproduktionssystemen bei RNAiermitteltem Knock-

down von duf, rst und duf+rst sind wie im Wildyp angeordnet

Die adulte Muskulatur des mannlichen Reproduktionstrakts zeigt Kaatk-down durchduf, rst oderduf+rst

RNAI mit Verstarkung durch Dcr2 keine Verdnderungen der Sarkomere und Filamente im Vergleich zum
Wildtyp. F-Aktin der verschiedenen Muskelschichtearde durch Phalloidin (rot) markiert, DNA wurde mittels
Hoechst sichtbar gemacht & weil3, QT: blau). Die Muskelzellkerne der Spermienpumpen wurden mittels
antirDMef2 Antikorper visualisiert (griin). MaRRstabsbalken: 20 um

Zusammengefasst zgin diese Emrgpnisse, dass détnock-down einiger IgSHroteine zu

einer geringeren Zellkernzahl in d&estismuskelritihrt. Jedoch hat dies keinen Einfluss auf

i) die Migration der naszierenden Myotuben von der entstehenden Samenblase auf den Testis,
i) die Morphogemrse der Testes von der larvalen adulten Form, iii) die Filament@rd-

nung und Integritat der Reproduktionstaktmuskulatur und ivPdogluktion reifer Spermien
Daher wird ein Mechanismus postuliert, der eine verminderte Fusionsrate spezifisch in den

Testismuskeln kompensieren kann.
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6. DISKUSSION

6.1.Der Einfluss von Argk auf die embryonale Myoblastenfusion

Analysen von Proteintrapinien konnten zeigen, dass Argk in der embryonalen somatischen
Muskulatur wahrend der Myoblastenfusion exprimisti{Abb. 7). Diese Daten bestétigen die
zuvor durchin situ Hybridisierung gezeigte Transkription vargk in der embryonalen
Muskulatu (siehe Anhang8.4; Kuckwa, 2010) Argk::GFP lokalisiertm den Zellkernen der
somatischen Muskulatur. Eine nukledre Lokalisation scheint jedoch fir ein am Enesgiehau
halt beteiligtes Protein nicht passend. Aus diesem Grund wurde ektopisch in Myoblasten
exprimiertes ArgkMyc analysiert, da ein solches Fusionspiotine zum endogenen Protein
vergleichbaresubzellulare Lokalisation aufweisen karfBonn et al., 2013) Argk-Myc
lokalisiert in zirkularen Strukturen, die zum Teil mit einer Markierung von Mitochondrien
UberlappenAbb. 8). Dies scheint schlissig, da eine Lokalisation von Argleuatderem an
Orten der Energigpduktion zu erwarten isDie Lokalisation im Zellkern, die in Proteintrap
Linien detektiert wurdekonnte mit dem Argkvlyc Fusionsprotein nicht bestatigt werden.
Haufig entsprechen die GF¥ignale in Proteintrapinien der Lokalisation des endogenen
Proteins jedoch sind gelegentlich Febbkalisationen insbesondere im Zellkern zu bebbac
ten (Buszczak et al., 2007; Quinor€sello et al., 2007)Aus diesem Grund wird angeme

men, dass Argk in raumlicher Nahe zu den Mitoahi@an der Muskelzellen und nicht in den

Zellkernen lokalisiert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss veranderter Proteinmengen von Argk
auf die embryonale Myogenese untersuditrch Deletion, ektopische Expressiomm Argk-

Myc oderExpression einer Variante mit potentiell domiraegativem Effekt konnten keine
Defekte in der Myoblastenfusion hervorgerufen werddob( 11). Nicht in allen Fallersorgt

die Deletion einer Myogenesekomponente fur Defekte in der Muskelentwicklung. So kann ein
funktionell redundantes Protetten Verlust kompensierewie es beispielsweise bei Duf und

Rst Rac 1 und Rac2 oder Pakl und PatlkeB Fall ist(Duan et al., 2012; Hakedduzuki et

al., 2002; RuizGomez et al., 20005trinkelnberg et al., 2001LG5144 besitzt als einzige
weitere potentielle Argininkinasen Drosophila die fur die Kinasd-unktion essentiellen
Sequenzmotive (siehe Anhar@j3). Bei gleichzeitiger Deletiomon argk und CG5144waren

keine Defekte in der Myoblastenfusion erkennl#dty. 11). Daher gibt es keine Hinweise auf



Diskussion| vy i

eine funktionelle Redundanz von CG5144hd Argk. Ein anderer Redundapartner ist
denkbar, wird jedoclals unwahrscheinlich erachtet, dadie Fahigkeit besitzen muisste, die
Phosphageifrunktion von Argk zu erfiillen. Auch ohne phénotypisch erkennbare Defekte
beim Fehlen einer Myogenesekomponente kann fur diese Komponekt®ihelle Relevanz
bestehen. So lokalisiert DSwip abhangig von Sns, Blow und Sing in der Nahe der
Fusionsstell§HornbruchFreitag et al., 20115o0llte Argk abh&angig vom Voranschreiten der
Fusion aktiviert oder rekrutiert werden, so wirde man bei Defekten in der Fusion &erand
rungen in der Expression oder Lokalisation, ahnlich wie bei D3wgpwarten.Fur Argk
konnte keine Lokalisatioan der Kontaktstelle der Myoblasten beobachtet werdeb.@).

Im Falle eines Defekts der Myoblast@dhasion ist Argk auch weiterhin transkribiert
(Abb.9). Zusatzlich istm homozygotsns blow oder wip-mutanten Embryonen keine zur

Wildtyp-Situation veranderte Lokalisation von Arikyc erkennbarAbb. 10).

Zusammenfassend scheint Argk nicht in Abhangigkeit von Komponenten der Myohlastenf
sion exprimiert, lokalisiert oderekrutiert zu werden. Trotz Verlust von Argk verlauft die
Myogenese ohne Beeintrachtigudhnliche Beobachtungewurden in der Maus gemacht:
zwar konnte gezeigt werden, dass CK mitiespheCreatinden Zuwachk der Zellkernam-

ahl in primaren Maud/yoblasten unterstitz{O'Connor et al., 2008)jedoch sind &-
defiziente Mause beiverminderte Leistungsfahigkeit lebensfahig (Ubersichtsartikel:
Tylkova, 2009) Die Phosphagewermittelte Energieversorgung scheimthér nicht esseredi

fur den Ablauf der Myoblastdusion und die Muskelentstehung.
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6.2.Die Muskulatur des mannlichen Reproduktionsystems fusioniert
abhangig von Duf und Rst

6.2.1. Die Muskulatur des mannlichen Reproduktionstrakts weist Ahnlichkeiten zu
verschiedenen bisher beschriebenen Muskeln auf

Zu Beginn de hier dargestellterAnalysen war bekannt, dass Muskelschichten den méannl
chen Reproduktionstrakt umgeb@oderstein, 1950) Aul3erdem konnte ihr Ursprung bereits
auf die Genitalscheibe zuriickgefihrt werd&wmzopas et al., 1998)Jedoch wurden zuvor
keine genaueren Charakteristika dieser Muskelschichten beschiieloem Untersuchungen
von Proteintrag.inien wurde in Kooperation mit CHornbruch-Freitag und LSusicJung
(PhilippsUniversitat Marburlyy gezeigt dass die Muskelschichten der inneren mannlichen
Reproduktionsorgane sehr unterschiedliéligenschafteraufweisen(Abb. 12 und Abb. 13,
zusammengefasst:iAbb. 27; SusieJung et al., 2012)

einkernige Muskeln

mehrkernige Muskeln

gestreifte Muskulatur

Abb. 27: Die mannlichen Reproduktionsorgane sind vorverschiedenen Muskelschichtemmschlossen

Die Organe des mannlichen Reproduktionstrakts sind umgeben von Muskelschichten mit verschiedenen
Eigenschaften. Die Muskelhille der Testes besteht aus mehrkerniger, glatter Muskulatur. Alle anderen
untersuchten Muskelschichten bestehen aus quesifes Muskulatur, wobei in Paragonien und Ductus
ejaculatus nur einkernige Muskelaufgefunden wurden. Samenblasen und Spermienpumpe enthalten

mehrkernige Muskeln. te: Testis; &amenblase; pg: Paragonium; de: Ductus ejaculatus; sp: Spermienpumpe
(modfiziert nachSusiecJung et al., 2012)

Die Muskeln der Spermienpumpe sind dick, tubuldr und mehrkefih. (2 und Abb. 13).
Damit weisen sie grolR&hnlichkeit beispielsweise zur larvalen somatischen Muskulatur und

der IFM adulter Fliegen aufSowohl die larvale somatische Muskulatur als auch die IFM
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entstehen durch Myoblastenfusion, welche durch die Adhasion der IgSFs Sns, Hbs, Duf und
Rst eingeleitewird unddurch verschiedene Regulatoren des Aktin Zytoskeletts voramschre

tet (Dhanyasi et al., 2015; Mukherjee et al., 2011; Curadl RenkawitzPohl, 2009) Ein
ahnlicher Entstehungsprozess ist auch fur die Spermienpumpenmuskulatur denkbar. Weitere
Untersuchungen sind jedoch )t um die Bildung der Spermienpumpktuskulatur

aufzuklaren.

Die Analyse von Ductus ejaculatus und Paragonium zeigten, dass diese Orgagirevon
dinnen Schicht aus Musketretzartig umhullt sindAbb. 12). Auch der larvale Darm von
Drosophilawird durch ein verwobenes Netzwerk von MuskamschlosserfMartin et al.,
2001; Rudolf et al., 2014; Schréter et al., 2008)der viszeralen Muskulatur wurden bisher
zwei verschiedene Muskeltypen, zirkuldued longitudinale Muskeln, beschrieben. Die
longitudinalen viszeralen Muskeln sind mehrkernig und entstehen durch Myoblastenfusion
(Klapper et al.,, 2002; Rudolf et al., 2014pie zirkularen Muskeln sind funktionelle,
zweikernige Synzytien, die nach unvollstandigéusion von zwei Myoblasten durch
zytoplassmatische Bricken miteinander verbunden giidpper et al., 2002; Martin et al.,
2001; Schroter et al., 2006in Gegensatz zur larvalen viszeralen Muskulatur konnten ftr die
Muskeln von Ductus ejaculatus und Paragonium keine verschiedenen Muskeltypen identif
ziert werden. Des Weiteren wurden um diese Organe keine mehrkernigen Muskelnraufgefu
den @bb.13 und Abb.27). Einkernige Muskelschichten wurden auch im weiblichen
Reproduktionstrakt idwifiziert: Ovariolen sindvon einer dinnen Schicht einkerniger,
gestreifter Muskeln umgebefHudson et al., 2008)Das Ovidukt hingegen wirdvon
mehrkerniger Muskulatur umschlosqgtudson et al., 2008; Middleton et al., 2006)

Die dunnen, mehrkernigen Muskeln d@&estismuskulaturunterscheiden sich in ihrer
Filamentanordnung grundlegensowohl von den anderen Muskeln des Reproduktraits
als auchvon allen bisher ilDrosophilauntersichten MuskelnAuf dem lichtmikroskopischen
Niveau dhnelnsie glatten Muskeln von Vertebratedenen die regelmaflige Anordnung der
Sarkomere, bestehend aus Aktimd Myosinfilamenten anhaftend an dérscheibenfehlt
(Au, 2004) Im Gegensatz zur Testnuskulatur vorosophilabesitzen die glatten Muskeln
der Vertebratemur einen Zellkern pro MuskéAli et al., 2005; Matsumotoind Nagayama,
2012) Auch die Hodenkanalchen von Verteleratsind umschlossen von einer dinnen
Schicht glatter Muskelnden sogenannten peritubularen Zel{@tbrecht, 2009; Clermont,
1958; Mawrhofer, 2013; Palombi et al., 1992; Ross, 19®&fekte dieser peritubularen
Zellenwerdenunter anderemmit mannlicher Unfruchtbarkeit in Verbindung gebra@hielter

et al., 2013) Aufgrund ihrer besonderen Morphologie, einer mdglichen Ubertragbarkeit von



Diskussion| y B

Erkenntnissen auf Saugeti®lodelle sowie der leichten Visualisierbarkeit von Defekten
(Abb. 22 und Abb. 23), wurden weitere Untersuchung@msbesonderém Hinblick auf die
Entstehung deFestismuskulatudurchgefihrt.

6.2.2. Die TestisMyoblasten werden aufder Genitalscheibedeterminiert und migrieren

erst nach der Fusionauf die Testes

Die Entwicklung derGenitalscheibe wurde in der Vergangenheit insbesondere im Hinblick
auf ihren sexuelen Dimorphismushin untersuchtBryant, 1978; Cherund Baker, 1997,
Nanda et al., 2009)Zur Entstehung der Muskulatur der mannlichen Reproduktionsorgane
wurden bisher nur wenige Studien durchgefil®®. wurde ach der Untersuchung von
DWnt-2-mutanten Mannchem hypomorphe Allelen postuliert, dass die Muskulatur des
Testis der Genitalscheibe entstammbbei die Pigmentzellen urspriinglich den Gonaden
aufsitzen(Kozopas et al.,, 1998Durch die Markierung der Myoblasten migeDMef2-
getriebenem GFP konnte dies bestatigt werbereits zu Beginn der Metamorphose befinden
sich Myoblasten als adepitheliale Zellen auf der wachsenden Genitalscheibe und proliferieren
dort (Abb. 14 undAbb. 16). Auf den Testes hingegen sind bis cah3®PF keine Myoblasten
detektierbarAbb. 15 undAbb. 29).

Ob die Genitalscheibellyoblasten ebenfalls, wie die Myoblasten der anderen adulten
Muskeln, aus dem bereits im Embryo angelegten Pool von deheAMPs stamme(Bate et

al., 1991; Rownd VijayRaghavan, 1999wurde bisher nicht naher analysiert. Jedoch ist es
maoglich, dass diese Zellen einer anderen bisher nicht identifizierten Gruppe mesodermaler
Zellen entstammen, da keine Aktivitat des Adgpezifischen Treibers 1153al4 in

GenitalscheibeiMyoblastemnachg&iesen werden konnte.

0 h APF 0 h APF

Abb. 28 Mdglichkeiten der Determination in schematischer Darstellung

Die Myoblasten der Genitalscheibe konnten bereits zu Beginn der Metamorphose auf ihr zukinftiges
Zellschicksal determiniert sein urgksiedeln im weiteren Verlauf ihre Zi@rrgane (A). Alternativ kdnnten

Anai vein Myobl asten anhand i hrer Lage dur ch extrinsi
determiniert werden (BJarben verdeutlichen die verschiedenen zukinftigen Musketgehic
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Weitgehend fien bleibt, wie die Determination der verschiederduoskelschichten der
Organedes mannlichen Reproduktionssystems stattfindet. Fur die somatische Muskulatur des
Embryos wurde bereits eine Vielzahl von Identitatsgenen identifiziert, die in Kombination
miteinander die einzelnen FCs und damit auch die individuellen Muskeln deeanini
(zusammengefasst ide Joussineau et al., 2012; Dobi et al., 2015; Tixier et al., 201€)
Expression der Identitatsfaktoren wird dabei durch eine Kombination aus anderen &lentitat
genen, Genen der Hdxamilie und extrinsischen Signalen wie Wingless beeinflusst
(Capovilla et al., 2001; Cox et al., 2005; Enriquez et al., 2010; Jagla et al., 2002; Knirr et al.,
1999) Die Organe ds Reproduktionstrakts verfiigen Utber sehr unterschiedlich gestaltete
Muskelschichten, wobei sich die einzelnen Muskeln dieser Muskelschichten kaum unte
scheiden. Vermutlich erfolgt die Determination der verschiedenen Muskelgruppen durch
individuelle Faktora. Dabei sind zwei verschiedene Szenarien denlday. 8): Zum einen

konnte das zuklnftige Zellschicksal bereits vor der Einwanderung der mesodermalen Zellen
in die larvale Genitalscheibe festgelegt werden, wobei die verschieden determinierten
Myoblasten gezielt das Zi®r gan besi edel n, sobald es entste
Population von Myoblasten mdglich, die anhand ihrer Lage auf dem jeweiligen Qugen

extrinsische Faktoren zu einem spateren Zeitpunkt determiniert werden.

Es ist wahrscheinlich, dass DWatzur Determination der Testes relevanten Myoblasten auf
der Genitalscheibe notwendig ist, da Testas Mutanten mit hypomorphen DW2 Allelen

nur vereinzelte Muskeln enthalten, die im Gegensatzwidtypischen Testesuskeln
guergestreift sindFender, 2016)Zudem ist aufféallig, das Testddyoblasten nachKnock-

down des FGFRezeptors Heartless vorhandgnd, wahrend alle anderen Myoblasten nicht
mehr detektieverden konner{(Fender, 2016)Welche Transkptionsfaktorenzur Vermitt-

lung der Identitat deeinzelnerMuskelschichterdes Reproduktionstraktes wirkemd damit

ihre Identitat vermittelnist jedoch vollkommen unbekanrurch weiterfiihrende Untass
chungen der verschiedenen Identitatsgene des Embryos und ihrer raumlichen und zeitlichen

Expression konnten hier weitere Erkenntnisse gewonnen werden.
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adult

16 h APF 36 h APF

Abb. 29: Schematische Darstellung der Migration der Myotuben auf den Testis

Die zukunftigen Testidlyoblasten entstammen der Genitalscheibe (A). Nach der Kontaktaufnahme der
entstehenden Samenblase mit dem Testis wandern die Mod&afer bereits mehrkernig auf den Testis auf (B)

Im weiteren Verlauf der Entwicklung elongieren die Myotuben, bis der Testis vollstindig umschlossen ist (C).
(Kuckwa et al., 2016)

Der Nachweis von phosphoryliertem Histon H3 an Serindliesder Nachweis von DA
Replikation mittels EdU in Genitalscheiben konnte zeigen, dassviyoblasten nach der
Determinationzu Myoblasteneine Amplifikationsphase auf der Genitalscheibe durchlaufen
(Abb. 16). Die zukinftigen TestidVluskelzellen migrieren erst nach der Fusion auf die Testes
und elongieren dortAbb. 17 und Abb. 29). Verschiedene Signalwege kdnnen die Migration
von Zellen steuern. Sgibt es erste Hinweise adie Beteiligung von Komponenten des FGF
Signalwegsan der Migation (Fender, 2016)Auch die Aktivitat des WnSignalwegs ist
denkbar, da in Wamutanten Mannchen eine fehlende Verbindung der Testes zur IGenita
scheibe beobachtet wur@€ozopas et al., 1998pPasextrazellulare Matrix Proteifirol kann
Einfluss auf die Verteilung von Komponenten des \8ignalwegs nehmefiKamimura et al.,
2013) Anhand einer Proteintrapnie konnte gezeigt werden, dass Trol auch im t@eul
mannlichen Reproduktionstrakt exprimiert isAbp.13). Auch 20h APF ist Trol auf
Genitalscheiben nachweisb&iehe Anhang,8.8). Die Beteiligung eines extrazellularen
Matrix-Proteins wie beispielsweis€&rol in Zusammenhang zum WS8ignalweg an der

Migration der TestisVlyoblasten ist aus diesem Grund denkbar.
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6.2.3. Die glatte Testismuskulatur entsteht durch ZellZell-Fusion

Da sich die Testismuskulatur starkrv allen in Drosophila bisher untersuchten Muskeln
unterscheidet, stellt sich die Frage, ob die Entstehung dieser Muskulatur ebenfalls abweicht.
Mehrkernige Zellen entstehen grundsatzlich durch-Zell-Fusion oder das Auslassen der
Zellteilung nacheiner Kernteilung (Gentric und Desdouets, 2014; Lacroixnd Maddox,

2012) Alle bishe in Drosophila beschriebenen mehrkernigen Muskeln entstehen durch
Fusion derMyoblasten(zusammengefasst:irschulman et al., 2015)Im Gegensatz dazu
entstehen die binuklearen Epithelzellen der Paragodiech unvollstandigeZytokinese
(Taniguchi et al., 2014)Auch Mischformersind mdglich: fur Garlandellen Nephrozyten
wurde diskutiertdas sie Zellfusionsdefekte durchuslassen deZytokinesenach Mitose
ausgleichen korten (Zhuang et al., 2009)

Durch in vivo-Nachweis von DNA-Replikation mittels EdUMarkierung konnte ein
Zusammenhang von mitotischer Aktivitat und mehrkernigjestismuskelraugyeschlossen
werden (Abb. 18). Aul3erdem sprechenlie Anwesenheit der IgSFsAl§b.21) und die
verminderteZellkernrAnzahl in derduf- und rst-Knock-down-Situation @Abb. 23) fiir einen
Myoblastenfusion$rozessbei der Entstehung der Testismuskulatund zeigt gleichzeitig
weitere Parallelen zur Enteklung derembryonalerMuskulatur auf Ergdnzend dazu zeigte
sich bei der Analyse deduf-Reporterkonstrukts rp298@cZ in Muskeln der pupalen Testes
eine unter schi edIl-Gaakiosidade xnpdere \wrschiedanenvkermen bines
Muskels, was auf einen Ursprung aus mehreren Zellen hindgiekwa et al., 2016)
Ahnliche Beobachtungen wurdémden zweikernigen zirkularen Darmmuskeln des Embryos
gemacht: im Gegensatz zur somatischen Muskulienon et al., 2005jst hier nach der
Fusionnur jeweils ein Zellkern rp29positiv (Klapper et al., 2002; Rudolf et al., 201Da

die Testismuskeln, ahnlich wie die zirkulare viszerale Muskulatur Uber weitaus weniger
Kerne als die larvalen Koérperwandmuskeherfligen, sind weitere Parallelen in den

Entstehungsprozess denkbar.

6.2.4. TestisMyoblasten sind eine heterogene Population mit FEund FCM-artigen
Zellen, bei deren Fusion es keine Hinweise auf die Ausbildung von FURMAS gibt

Mit den vorliegenden Daten wurde gezeig@ss Myoblasten fusionieren, um diestisms-
kulatur zu bilden Weiterhin offen bleibt did-rage, wiesich der Fusionsmechanismuaer
TestisMyoblasten konkret darstellt Andere MyoblastenfusiorBrozesse inDrosophila
weisen die Fusion heterotypischer Zellen auf, wobei in der Regel einpdsitive FC bzw.
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Myotube mit mehreren Sfmositiven FCMs fusioniert, um den Muskel zu bild&our et al.,
2000; Dutta et al., 2004; Gildor et al., 2012; RGiamez et al., 2000; Rushton et al., 1995
Soler et al., 2004; Strinkelnberg et al., 20@Ywohl es auch in Vertebraten Hinweise auf
die Beteiligung von IgS#Proteinen an der Myoblastenfusion gibt, konntesher keine
Unterschiede iMlenMyoblasten identifiziertverden. Her wird eine homotypische Zellfusion

angenommeUbersichtsartikelAbmayrundPavlath, 2012; Kim et al., 2015)

Die Auswertung von Reportéfonstrukten furduf und snsweist aufeine Expression beider
IgSFs vor, wahrend und nach der TeMyoblastenfusiorhin. Dabei konnten verschiedene
Expressionsmuster der beiden Konstrukte gezeigt werden, watiei de raumliche
Verteilung von Duf und Sns zu der im Embryo zu unterscheiden sqAdiht 21). Studien
mit Antikdrpernachweisen der IgSFai) Sns md Rst zeigta zwei Schichten von Zellen mit
unterschiedlichem Expressionsmuster auf den zukinftigen Samenblasen, die- aufdFC
FCM-ahnliche Eigenschafterschliel3en lasse(Abb. 30; Kuckwa et al., 2016)Die Testes
Myoblastenwurden infolgedessen als FGhd FCM-artige Zellencharakterisiert.

Im Gegensatz zum Embryo wurde in deestisMyoblastenkeine ringférmige Lokalisation
der Adhasionsmoléile beobachtet, die auf die Anwesenheit von FURMAS hinwdigante
(Kuckwa et al.,, 2016)Erste Daten zetgn vereinzelte AktisFoci auf den Spitzen der
SamenblasenApb. 19). Die seltenen Foci wurdej@doch einige Stunden voAblauf der
ersten Myoblastenfusionen beobsthZum Zeitpunkt der Fusion konnten keineAktin
Anreicherungen beobachtet werden, die AdiiKeit zur FURMAS aufweise(Fritzen, 2017)
FURMAS wurden bisher nur im Verlauf der Bildudgr somatischen Wskulatur im Embryo
beobachte(Kesper et al., 2007; Rochlin et al., 2010; Sens et al., 2010; Onel él), Bei
der Entstehung der viszeralen Muskulatur oderldbt konnten zwar die in der FURMAS
lokalisierenden Signalmolekule identifiziert werden, jedoch wurgher keine ringférmige
Anordnung dieser oder das Auftreten der elektronendichten Strukturen beok@bhreyasi
et al., 2015; Gildor et al., 2012; Mukherjee et al., 2011; Rudolf et al., 2014; Schréter et al.,
2006)

Auch in den Testidyoblasten konnte bisher keine ringférmige Anordnung der Zelladhas
onsmolekile nachgewiesen werden. Die IgSFs lakadis hier, genauso wie Regulatoren der
verzweigten FAktin Polymerisation, auf der gesamten Oberflache der Zellmembran
(personliche Kommunikation D. Buttgerekritzen, 2017; Kuckwa et al2016) Aus diesem
Grund wird angenommen, dass der Ablauf der heterotypischen-Wb&ildastenfusion eher

der Entstehung der Darrader Thoraxmuskulatur adhnelt.
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6.2.5. Die Fusion ist begrenzt auf die ardrioren Spitzen derentstehaxden Samenblasen

Bei der Beobachtung der Myoblastenfusion auf den zukinftigen Samenbkkigénsich,

dass dieFusion zunachstauf einen kleinen Bereich an der anterioren Spitze begrenzt ist
(Abb. 17 und Abb. 29). Weiterhin konntan diesem Bereich keine mitotische Aktivitat der
Myoblasten festgestellt werdeAl{b. 16). Die auf dem Testis ankommenden Muskehren
bereits mehrkernigwobei es keine Hinweise auf Fusionsprozesse auf dem Testis gibt
(Abb. 17). Es scheint also, dass die Myoblastemw der Migration auf den Testis raumlich
stark begrenzt fusionieren. Die fur die Fusion bendétigten Zelladhésionsmolekile sind bereits
lange vorher in den nebeneinander liegenden Myoblasten und auchMydblasten auf den
zukunftigen Paragonieexprimiert(Abb. 21; Kuckwa et al., 2016)Dies stimmt tberein mit
Zellkultur-Versuche, in denen gezeigt werden konntiass die IgSFs allein nicht ausreichen,
um Zellfusion auszulésenShilagardi et al., 2013)in anderen Fusionsprozesseavie der
Entstehung der Hypodermis i@. elegansoder der VirusZell-Fusion sind Schlissel
Regulatorerwie z.B. EFF1, sogenannte Fusogene, bendtigt und ausreichend, um die Fusion
auszulosen (zusammengefasst Aguilar et al., 2013) Zuvor wurde vermutet, dass in
Drosophilaein bisher unidentifiziertes Fusogen aus dem Gafgparat mittels der beoblac

teten elektronendichten Vesikel zum Zeitpunkt der Mastenfusion zur Membran
transportierwird und dort die Fusion auslo@€im et al., 2007)Bis heute konnte jedoch kein
solches Fusogeim Myoblastenidentifiziert werden Bei der Entstehung ddrestismuskeln
musste die Expression des mutmalllichen Fusogens einer sehr strengen réaumlichen und
zeitlichen Regulation unterliegeam die Fusion auf die vorderen Spitzen der Samenblasen zu
initiileren. Alternativ ist ein extrinsisches Signal denkbar, dgszielt die Fusion der
Myoblasten auslést. So konnte beispielsweise Kientakt zum Samenblasenepithel, ein
sekretierter Faktor aus den terminalen Epithelzellen des Testis, aus den mspettifischen
Pigmentzellen oder aus dem umliegenden Fettgewebe ein solched @gstellenDiese
Hypothese kdnnte beispielsweise dueshvivoKo-Kulturenvon Genitalscheiben zusammen
mit verschiedenen anderen Geweltéerprift werden. So gewonnene Erkenntnisse kdnnten
maoglicherweise auch auf die embryonale Myoblastenfusion adeMdskelentstehung im

Vertebraten tbertragen werden.
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6.2.6.Bei der Bildung der Testismuskulatur kdnnten Duf und Rst unabh&ngig

voneinanderagieren

Proteine der IgSiFamilie sind fur die Erkennung und Anheftung der fusionierenden
Myoblasten bei der Entwicklunged larvalen Muskulatu(Bour et al., 2000; Klapper et al.,
2002; RuizzGbmez et al., 2000; Shelton et al., 2009; Strinkelnberg et al.,,20€1Bein
Muskulatur(Soler et al., 2004)derIFM (Gildor et al., 2012und der abdominalen Muskeln
(Dutta et al., 2004¢ssentiellDer Knockdownvon dufundrst (Abb. 23) sowiesns(Kuckwa

et al., 2016)wahrend der Metamorphogehrt auch in den entstehenden Testismuskein
einer verminderten Fusionsrat@aherscheinen IgSHProteine auch an der Fusion destis
Myoblastenbeteiligt zu sein. Trotz dieser Gemeindeit unterscheidet sich die Wirkusig
weise von Duf und Rsh den verschiedenen Systemé&ur das gleichzeitige Fehlen beider
Gene fuhrt bei der embryonalen Myoblastenfusion zu erkennbaren DefBkiierGOmez et

al., 2000; Strinkelnberg et al., 200Djeser Defekt kann durch das Wiedereinbringen von
entweder Duf oder Rst behoben werd@8trinkelnberg et al., 2001Auch bei der Entwik-

lung der ThoraxMuskulatur wahrend der Mamorphose agieren Duf und Rst redundant: Die
Myoblasten fusionieren beinkKnock-down von duf wie im Wildtyp, wobei durch den
doppeltenKnock-down von duf und rst Flugmuskeln mit starken Fusionsdefekten entstehen
(Gildor et al., 2012)Im Gegensatz dazu konnte in desstismuskulatuauch eine reduzierte
Kernanzahl festgestellt werden, wenn ein Elirfkeock-down von duf oder rst vorlag Die
gleichzeitige Verminderunigeider Komponenten verstagiden FusionsdefeKAbb. 23). Des
Weiteren kommt es zu Stérungen der Filamentanordnung bei der Expressidnfy@ns
undhbsRNAI nach der Fusiom der Muskelhille, jedoch nicht best-RNAi (Abb. 22).

Die IgSFProteine sind neben der Myoblastenfusion auch an anderen Entwicklungsprozessen
beteiligt. So wurde beschrieben, dabseide Proteine essentiell rfidie Bildung der Slit
DiaphragmadhnlichenStruktur der Nephrocytesind (Weavers et al., 2009; Zhuang et al.,
2009) AuRRerdem werden Duf und Rst wéahrend der Augenentwicklung zur Anordnung der
Ommatidien bendtig{Ramos et al., 1993; Reiter et al., 199@)er agieren sigedoch nicht
redundant: beim Knoekown vonduf oder rst entstehen Defekte, die beim gleichzeitigen
Fehlen beider Proteine verstarkt werdBao et al., 2010)Die Funktionsweise der Adhas
onsmolekile in den TestMyoblasten scheint ahnlich zur Entwicklung des Asigend
abweichend zu anderen bisher untersucMgoblastenfusios-ProzessenDie Knock-down

Studienlassen auf eine nicht redundante Wirkungsweise von Duf und Rst bei der Entstehung
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der Testismuskeln schliel3en. Dieser grundlegende Unterschied konmteside Hinweis auf

alternative Mechanisnen bei der Myognese darstellen.

6.2.7.In Testismuskeln mit reduzierter Zellkern -Anzahl kommt es zu korrekter

Filament-Organisation, Formgebung der Testes und mannlicher Fertilitat

Trotz einervermindert@ Fusionseffizienz durch dekdnock-down von duf oderrst wahrend

der Entsehung defTestismuskelwurden keineDefekte bei der Ausbildung des Reprodukt
onstraktsoderbeim Ablauf der Spermatogendseobachte{(Abb. 24, Abb. 25 und Abb. 26).

Im Gegensatz dazwurden bisher sowohl iDrosophilaals auch in Vertebraten bei einer
Stérung der Myoblastenfusion schwddefekte bei der Entstehung der gestreiften Muskeln
beobachtet, die haufig mit embryonalethalitat einhergehfUbersichtsartikelAbmayrund

Pavlath, 2012; Rochlin et al., 2010; Oneld RenkawitzPohl, 2009) Auch im mannlichen
Reproduktionssystem wurde beschrieben, dass Defekte bei der Morphogenese mannliche

Sterilitdt hervorrufen kan(Linnemannsténs et al., 2014)

Trotz reduzierter ZellkerAnzahl waren in den Knoelown Testes die Samenblasen immer
mit den Testes verbunden und Muskeln vollstdndig auf die Testes gewakider2g und

Abb. 30). Die Filamentanordnung in diesen Fliegen erschien auf lichtmikroskopischer Ebene
wildtypisch, unabhéngig vom Grad des Fusionsdefekid (26). Aus diesem Grund scheint
eine vollstandig ablaufende Myoblastenfusion nicht fur die weitere Entwicklung der Testes
sowie die Anordnung und Anheftung der Testismuskeln und die Bildung der Filamente
bendtigt. Moglichweise liegtir ein kompensierender Mechanismus zu Grunde, der auch bei
Storungen der Muskelbildung die Fertilitat der Mannchen sicherstellt. Diese Vermutung wird
gesttitzt durch Beobachtungenden schnell kontrahierenden Muskelfasern des Zebrafischs:
Beim Fehlen debeiden interagierenden Zelladhasidtreteine Jamb und Jamc verbleiben
die sonst dreikernigen Muskeln einkernig, wobei dennoch die Elongation der Muskeln und die
SarkomeiEntstehung beobachtet werden koén(feowell und Wright, 2011)
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Abb. 30: Schematische Darstellung der Kompensation von Myoblastenfusionsdefekten

Durch heterotypische Zellfusion von Ftigen mit FCM-artigen Myoblastenentstehen mehrkernige,
naszierende Myotuben, die im Anschluss an disiéh auf den Testis migrieren (A). Im Falles eines
Fusionsdefekts, hervorgerufen durch den Knockdown diafrund rst, migrieren die naszierenden Myotuben
trotz reduzierter ZellkerAAnzahl auf den Testis und umschliel3en ihn vollstandig(@)ckwa et al., 2016)

6.2.8. Ausblick

Die Entstehung der Testismuskulatur stellt ein neues Modell zur Untersuchung der &yogen
se dar. Analysen, die im Embryo z.B. aufgrund von Redundanzen oder matétoaipo-

nenten bisher nicht moglich waren, kénnten so mit alternativen Methoderultara8ystem
fortgefihrt werden. Methoden wie z.B. die Isolation von Myoblasten mittels magnetischer
Beads, die fir die Untersuchung der Reproduktionsivhigkulatur entwickelt wurden,
konnten auch im Embry&insatz finden Da die Bildung der adulten Musk in einigen
Aspekten von der Myogenese im Embryo abweicht, kdnnten Gemeinsamkeiten bei den
Ablaufen und den Signalmolekilen weiteren Aufschluss Uber prinzipielle Mechanismen zur

Muskelentstehung liefern und méglicherweise auf Vertebtistedelle Ubertrgen werden.
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Dafur ist es wichtig, den Prozeser Tests-Myoblastenfusion besser zu verstelsawie

Gemeinsamkeiten und Unterschieae somatischen und viszeralen Muskulauerkennen

Wichtige, noch offene Fragen sind, wie die Determinatiorvdeschiedenen Myoblasten auf

der Genitalscheibe erfolgtyie die Fusion zeitlich und raumlich reguliert wirdje die
Signaltransduktion nach Kontaktaufnahme der Ig8Fen TestidVlyoblasten ablauft und ob

es Signalzentren, &hnlich der FURMAS gibt. Di€sagen konnten durch weitere Kneck
down Analysen der im Embryo charakterisiertenrrlBéntitatsgene und wichtiger Kompone

ten der embryonalen Myoblastenfusion wie beispielsweise Rols, Kette, Blow oder Sing evtl.
zusatzlich durch die LeberiBeobachtung deyoblasten geklart werden. Mdégliche Effekte
von RNAI-Konstrukten im Embryader auf Determinationsprozesse der adulten Muskeln
kénnte dabei durch die Nutzung den G&BDARGET-Systems umgangen werd@vicGuire

et al., 2004)

Die bisherigen Analysen befassten sich hauptgdchlimit der Entstehung der
ReproduktionstrakMuskulatur. Ob diese Muskelschichten die Fahigkeliesitzen zu
kontrahierenist weiterhin unbekannt. Sowohl die peritubularen Zellen der Vertebraten als
auch die Muskelschichten der Ovarien sind kontrgl@lermont, 1958; Middleton et al.,
2006) Ein Versuchsaufbau analog der in Middleton et al. 2006 dargestellten Experimente

konnte die Kontraktionsfahigkeit der Reduktionstrakiviuskulatur nachweisen.

Die Migration der entstehenden Muskeln auf den Tessisheint funktionell unabhéangig von
der vorher stattfindenden Myoblastenfusivelche Faktoren fur die korrekte Migration der
Testismuskeln sorgen ist weitgehad unbekannt. Zellmigration ist stark mit
Umstrukturierungen des Aktiund MikrotubuliZytoskeletts verknipfzusammengefasst:in
Coles und Bradke, 2015) Da de Reorganisation von -Rktin auch mit Myoblasten
Fusionsprozessen verbundest, scheint eine duale Funktiobei Fusion und Migration
maoglich Far Mikrotobuliassoziierte Faktoren konnte im Embryo ein Zusammenhang zur
Positionierung der Zellkerne gezeigt werd€olker et al., 2012, @1L4; Metzger et al., 2012,
Schulman et al., 2014Welche Rolle die Mikrotubuli und das Aktifiytoskelett bei der
Entstehung der Testismuskulatur spielen, kénnte durch weitere Kiovak Studien odeex

vivo Kulturen unter Verwendung von Inhibitoren beebendBeobachtungoder durch
Injektion von Inhibitoren in die Puppeméher untersucht werden. Mittels solcher Kultur
Experimente kdonnte auch der Einfluss von Signalwegen wie Wnt, Notch oder FGF auf die
Migration der naszierenden Myotuben genauer analysiert werden.
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8. ANHANG

8.1 Abklrzungsverzeichnis

ADP
AMP
APF
argk
ATP
blow
CK

de
DLM
dock
DSwip1
duf
DVM
EdU
F-Aktin
FC
FCM
FGF
FISH
FURMAS
GEF
GFP
hbs
IFM
IgSF
mbc

mhcl

Adenosindiphosphat

Adulte Muskelvorlauferzelle (adult muscle precursor)
nach der Verpuppung (after puparium formation)
Argininkinase

Adenosintrphosphat

Blown fuse

Creatinkinase

Ductus ejaculatus

dorsale longitudinale Muskulatur/Muskeln

Dreadlock

Drosophila Swiprosin 1

dumbfounded

dorsoventrale Thoraxmuskulatur

5-Ethynyl-2 -@esoxyuridin

filamentdses Aktin

Griunderzelle (founder cell)

Fusionskompetente Myoblaste (fusion competent myoblast)
FibroblasteAWachstumsfaktor (fibroblast growth factor)
fluoreszenten situ-Hybridisierung
fusion-restrictedmyogenic adhesive structure

Guanidin Austauschfaktor (guanidine exchange factor)
Grun Fluoreszierendes Protein

hibris

indirekter Flugmuskeln

Immunoglobulin Superfamilie

myoblast city

myosin heavy chain like
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N-Cad
NLS
PCR
pg
RNAI
rols
rst
SCAR
sing
Siz

sns

te
VS
WASp

N-Cadherin

KernlokalisierungsSignal (nuclear localization signal)
PolymeraseKettenreaktion (polymerase chain reaction)
Paragonium

RNA-Interferenz

rolling pebbles

roughest

Suppressor of cyclic AMP receptor

singlesbar

schizo

sticks andstones

Spermienpumpe

Testis

Samenblase (seminal vesicle)

Wiskott-Aldrich Syndrom Protein
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8.2Insertionsorte der Proteintrap-P-Elemente in der genomischen Region

8.2.1. Trol gene region: bp 26.901 bikp 27.500

ACATTTTTTTTTTCTTAGCTATGCCATCGAAACATTTTATTCGAGTTCACAGCATGCGCATAAACGTTGATTGTGTTGC
AAGTGAAAAAGTGAAAAGCTTGTTGCGCCGTTGTTGCTTCCGTTGGCACTGCTTCCTGGCTTCTATGCACAGCGTAGAGT
GTCAGCAATAAAGGTAACTAATAGTTAACGAACCAAATGTGTGAAAATTGGCTGCAAAATGTATAAAATTCGATTTAATT
TAAACCTTTGGCGCAAGCGCAGCATTTTCAAAATTAGCCCGACGGCAGCAACATGTTGCGGGCAGAAAAAGGCGAACCTT
CGGCAGCATGTTGCTTTCACCTGGTTGGTTGGCTGCTTTGCAAATGCTCGGGTTCCGTTCTGTTCGGGTTTTATACGTGT
Inservtionsort L311
GGTGCGCCCGGTGTCGTCATCTTCGGCCTTCGGCTTTTGTATTCGTGTTCCCAGTTTTGCCATCAACATTTAAGGCCGCA
GCAATGTTGCCATTAGAGCATATTTTCCCACAGAATTAGTTATATTTATATGAAAGGCAACCGAATAAAAAGAAAGTAAA
GTGTAGAGTGGACTTCGTAACGTATTCAAATGTTTTGAAA

8.2.2. Argk gene region: bp 7601 bis bp 9000

GAAGCACCGACTGCAGTCAGTTGGGTTAAAGAACAGAATATTCCGATCATTGTAACGTTGGACGTTGAATTCTACGGTTG
CAAAGGTGAGCCGTCCTCCAAAGATAATATTTAAAAATCAAGTGAAAATTTCAGACGTTCAAGTATCTAACAGATACAGT
GTCGTTATCTTAGATTTTAATCTTTAATTTAACAGTTTTGTGGCACCCAAAAAATTAAATGCAATCATTACGAAGTGAAT
TCTGGTTAAATTTAATTTCCAATTATATAAAGTGAACTACTATTAGAATTAAATTTTCACGGGTTTGTTGTGGCAAATGA
Insertionsort YB0338
AAATCvAAATTTCGGCTTTTTAAACAGTGAACGCCTCCTTAATTGCAATAACTTTTTTGAAAAGTTTGTAAACATTTTTGC
GGTAATTAGCCAATAAATACAGTGAATGGCTTTTAGATTTGTACATTTAGTGGCCATTAAATGCTGTGCTCAGATTTTGA
ATAAAATTTTATTTACTTGGGCTTTTGCAAATATATGCCAAACCAAATAGTGGAATTCTTATACAATCGTAATGAAAACT
TATAGTTGCAGAAAATTAGTAAAATTAAATTCAATAATTAATAAATAAAGATTTTGAAAGCTAGCTATTTGTTCAGAATT
TGTATTTTTAGTAATTTTCATATGTTTTTAAATTTATCCTTAATTCTTAAGCCTCATGAATATTTCAAGTTATTTAATAT
Insertionsort ZCL0785
TTTT%TGTGCCGTGAGCTTGTGTTGAAGTTTTCACATCCCCAGTTGAGTCATGCGATGCATTTTTGCAAGCCGAAACCG
GTTACCGGCGAGAAGAAATTTATACGGGCGGCTATGAGCTGTAAAGCTTTAAGTTTATAGTTATGCAGTTTCAGATTTTT
TTTTTTTTTTGCATTTTGCCAGACAGACTGCAGAAACTTGTTTGGCCCACCGCTGTCACGGTCTGGCAGCCGCTGACGAT
TCGTCCGTCCGTCAGTCTGATGCATTTTGTATACCATTTAGTTGTGCAATTTTTTTGCGGCCAAATGCCAATGAACGGAG
GACTGTACCGCTTGCCAAGTGCTGTGGATGGAGGGAGGGTGGGTAGGTTATAGCGGTATT




Anhang| ¢ & ¢

8.3 Alignment der potentiellen Argininkinasen vonDrosophila

*
Argk MFALWYLIFAVDE IRKRLAWLFSSNKPAAPALDNKPANPAPAKESAPAPAPAPEPKPAVVPPAPKPDPPKPAPAVAKP TPVPVP AIAPAPPKEEP APKPKPEPVPSPVVAPPKPIPPPAKP SEPPKOADKMP IPLPKSLEEANINGONGN 150
CG5144 MLLHLKLRL 9
CG4546 ~  ——mm—m—mo -Imwwm_mppuarvm-sm VOYRK¥LERAGVIDALSKALIKLYEE---gNKPEDATIREVRKEMCESCP -~~~ DDAQYBVMKNDLEEAKE - ———————-— 121
CG30274 FENEIIGNIDEIFVP DDLH o 36
¢ Yo o 1 FROP R o 20 im 3005 caning B sisiis i i 80T (e F05 s weie s 805, o 90k 20055000 L0570 12055000 L8000 areos TR0 150

291

Regk 98T
CG5144 ———————] LVI B o

114
CG4546 —====——-] HIS VGIF 226
CG30274  —====—— I SRT CFSVITES INCGI DV!'VVE'QI!'LVP!. 148
Argk I A i { ----up 417
CG5144 A ADY! K () e 240
CG4546 I NE! A EKVRSA 354
CG30274 298
Argk 562
CG5144 386
CG4546 501
CG30274 442

Nukleotid Bindestelle »active site loop*

Argk
CG5144
CG4546
CG30274

Abb. 31: Vergleich der Aminosauresequenzen vorrosophilaArgk, CG5144, CG4546 und CG30274

ACluxstlalMultiple Sequence Al i gn merrAtgifinkiuasem, did dugck BlagSoctie mit eCieatiekinase irpsophi@Gandomeidentiéiziert
wurden.Argk besitzt die groRte Ahnlichkeit zu CreatinkinaSehwarze Kasten markieren Bereictig fiir eine Funktion als Argininkinase essentiell sind: NBe# (Cantwell
et al., 2001) AdeninNukleotid BindestelldMuhlebach et al., 1994; Strongd Ellington, 1995Ju nd  Aac t i YAezi et al.t2604;ICantwpll'et al., 200BusschlieRlich
Argk und CG5144 weisen das fir die Kinase Funktion essentielle N&&Y auf.
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8.4. Argk ist das einzige wahrend der embryonalen Myogenespezifisch
Im somatischen und viszeralen Mesoderm transkribierte

PhosphagerGenim DrosophilaGenom

Abb. 32: in situ-Hybridisierungen mit antisense RNASonden gegemargk, CG5144 CG4546und CG30274
Transkripte vorargk sind in der frihen Embryonalentwicklung im Blastoderm (A) sowie im Mesoderm wahrend
des Keimstreifrlickzugs (B) zu detektieren. In spateredi&@iaC) istargk mMRNA sowohl in den wachsenden
Muskeln (Pfeilkopf im vergroRerten Ausschnitt) als auch in den FCMs (Sternchen im vergro3erten Ausschnitt)
sichtbar (AC ausKuckwa, 2010) In wildtypischen Embryonen lasst sich mit RAgonden gege@G5144ein

zu argk vergleichbares Signalmuster nachweigBtickwa, 2010) Im Gegenatz zur wildtypischen Situation
zeigt die antisense Sonde ge@@5144in argk-defizienten Embryonen der Lin@f(3L)BSC170ein Signal im

ZNS (D). Detektion derCG4546 mRNAs zeigen eine Farbgnin den pentascolopedialen Bereichen der
Chordotonalorgan€E). RNA-Sonden gegeil®G30274zeigen ein Signal im Kopfbereich von Embryonen ab
Stadium 16 (F).



























