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Zusammenfassung

Die fiinf inneren Organe des médnnlichen Reproduktionstraktes sind von Muskelschichten
umschlossen. Es handelt sich um drei verschiedene Muskeltypen, von denen zwei multinu-
kleir sind. Uber die Bildung der mehrkernigen, glatten Testesmuskeln ist nur bekannt, dass sie
durch die Fusionen von FC- und FCM-artigen Zellen in Abhadngigkeit von Immunglobulin-
Proteinen entstehen. Ziel dieser Arbeit war es, weitere Proteine zu identifizieren, welche die
Entwicklung dieser Muskulatur steuern. Die Myoblasten, die sich wahrend der Metamorpho-
se auf der Genitalscheibe befinden, sind die Vorldufer der verschiedenen Muskelschichten. Sie
konnen spezifisch isoliert und RNA aus ihnen gewonnen werden. RT-PCR Experimente zeig-
ten, dass diese Myoblasten Gene transkribieren, die an der Differenzierung der Vorldufer der
verschiedenen Muskelschichten beteiligt sein konnten. Die RT-PCR Untersuchungen detek-
tierten zudem Transkripte von Regulatoren der verzweigten F-Aktin Polymerisation. RNAi
vermittelte Reduktion dieser Regulatoren spezifisch in Myoblasten zeigte ihre Relevanz fiir die
Fusion der Myoblasten, jedoch keine Notwendigkeit fiir die Migration der Myotuben auf den
Testis. Im Gegensatz dazu waren die Myotuben nach Herunter-Regulieren des nicht Muskel-
spezifische Myosin II oder zweier Cadherine in ihrer Wanderungsfihigkeit eingeschrinkt.
Verlust von Cadherinen unterband zudem weitgehend die Adhdsion der Muskeln unterein-
ander zu einer dichten Muskelschicht. Ein weiterer Fokus dieser Arbeit lag auf der Suche
nach Komponenten, die die Fusion der Testes-relevanten Myoblasten zeitlich und raumlich
regulieren. Notch und einige Zielgene waren in Testes-relevanten Myoblasten mit RT-PCR
nachzuweisen. Notch, sein Ligand Delta und Cut als Zeichen fiir die Aktivierung des Notch
Signalweges wurden in Testes Myoblasten in situ nachgewiesen. Die Aktivierung des Notch
Signalweges wird fiir eine effiziente Fusion benétigt. Aus den gewonnenen Daten wurde die
Hypothese aufgestellt, dass eine Aktivierung des Notch-Signalwegs die Fusion reguliert und

eine Kooperation mit dem Wnt-Signalwegs postuliert.






Summary

The five inner male reproductive organs are surrounded by muscle sheaths. There are three
different types of muscles, two of which are multinuclear. The formation of the multinuclear,
smooth muscles of the testes is mediated by fusion of FC- and FCM-like cells and requires the
function of members of the immunglobulin family. In this study, further proteins that could
be involved in the development of this muscle sheath were investigated. The myoblasts on the
genital disc are precursors of the different muscle sheaths and can be isolated specifically to
obtain RNA. RT-PCR results revealed genes to be transcribed in those myoblasts that could be
involved in the differentiation of the muscle precursor cells. Additionally, transcripts of regu-
lators of the branched F-actin polymerisation were detectable. RNAi-mediated knock-down
revealed that those regulators are required for fusion of myoblasts but not for the migration of
myotubes onto the testes. In contrast, knock-down of non-muscle myosin II or two cadherins
resulted in defective myotube migration. In addition, loss of cadherins appears to prevent the
attachment of muscles to each other to form a continuous muscle sheath. Another focus of
this study was the identification of further components that regulate fusion of myoblasts in
time and space. Transcripts of Notch and several target genes were detectable in testes myob-
lasts. Notch, Delta and Cut, as a marker for active Notch-signalling could be visualized in situ.
The activity of the Notch pathway is required for efficient fusion. The presented data led to
the hypothesis, that the activity of the Notch pathway regulates fusion and cooperation with

the Wnt pathway can be postulated.






1 Einleitung

1.1 Fusion als entwicklungsbiologische Grundlage der

Entstehung mehrkerniger Zellen

Fusion ist die Grundlage fiir die Entstehung mehrkerniger Zellen. Die einzige andere Mog-
lichkeit Synzytien zu bilden, ist eine unvollstandige Zellteilung ohne Zytokinese!!). Die friihe
Entwicklung des Embryos von Drosophila melanogaster, sowie die Bildung von Kardiomyozy-
ten in Vertebraten sind durch diesen Prozess gekennzeichnet™?. Fusionen hingegen werden
fir die Fertilisation, Organentwicklung, aber auch fiir Reparaturmechanismen und die Im-
munantwort mehrzelliger Organismen benétigt®). Die Fusion von Myoblasten wihrend der
Entwicklung von Drosophila melanogaster ist ein gut untersuchter Prozess. Neben der em-
bryonalen Kérperwand- und Darmmuskulatur werden die embryonalen Pharynxmuskeln,
sowie die der adulten indirekten Flugmuskeln (IFM) als experimentelle Systeme genutzt®,
Diesen Systemen ist gemein, dass es zu einer heterotypischen Fusion einer Fusionskompeten-
ten Myoblaste (,,fusion competente myoblast®, FCM) mit einer Griinderzelle (,,founder cell,
FC) kommt. Im Falle der adulten Flugmuskeln kommt es nicht nur zu einer de novo Bildung
des Gewebes. Einige bereits bestehende larvale Muskeln werden als Vorlage fiir die adulten
dorso-lateralen Muskeln (DLMs) genutzt und {ibernehmen die Funktion der FCs'®8l. Die An-
zahl der Fusionen hiangt von der Art des sich entwickelnden Muskels ab und wird durch die
FCs vorgegeben!”. Im Folgenden werden die Determination der Myoblasten, sowie der Fusi-

onsprozess an sich genauer erldutert.
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1.2 Determination des somatischen Mesoderms hin zu FCs

und FCMs

Die Muskeln des Herzens, des Darms und der Kérperwand entstehen wihrend der Embryoge-
nese aus dem Mesoderm. Durch Wingless (Wg) und Hedgehog (Hh) Signale aus dem Ektod-
erm werden die Segmente in anteriore und posteriore Bereiche unterteilt, Decapentaplegic
(Dpp) sorgt hingegen fiir die dorso-ventrale Unterteilung der Segmente®?. Die Konzentra-
tion von Dpp zusammen mit Wg legt den Bereich des somatischen Mesoderms fest. Dort
sorgt die hohe Expression der Transkriptionsfaktoren Twist und Lethal of Scute fiir die Bil-
dung einer Kompetenz-Domaéne. Eines der ersten Gene, das von Twist angeschaltet wird, ist
der Transkriptionsfaktor mef2l¢11 Alle Zellen dieses Clusters haben nun das Potential, sich
in FCs und FCMs zu entwickeln™!. Nun wird durch eine Notch-Delta vermittelte laterale
Inhibition eine Zelle als Muskelvorliufer festgelegtI3]. Diese exprimiert Delta, wodurch al-
le umliegenden Zellen durch die Aktivitdt des Notch-Signalwegs zu putativen FCMs werden.
Notch induziert unter anderem die Expression von lameduck (Imd)™!, Kapitel [[.7 geht genau-
er auf die Regulation des Notch-Signalwegs ein. Die Muskelvorlaufer durchlaufen asymmetri-
sche Teilungen, wobei entweder zwei FCs oder eine FC und eine adulte Muskelvorlduferzelle
(AMP) entstehen™, Die AMPs werden durch die ungleichmifige Verteilung des Proteins
Numb spezifiziert und durch die Expression von Twist in einem undifferenzierten Zustand
gehalten, bis sie wihrend der Metamorphose benétigt werden!™® (Abbildung [[T)). Die FCs
werden im Folgenden durch eine Kombination an sogenannten Identitats-Faktoren charakte-
risiert. Durch die spezifische Expression und Kombination von unter anderem Vestigel, Drop,
Ladybird-early, Even-skipped, Apterous, Slouch, Kriippel und Nautilus wird die Identitit des
reifen Muskels bestimmt™17-23 Nach der Fusion verliert der Zellkern der integrierten FCM
seine Lmd Expression und iibernimmt das Schicksal der FC!Z).

Die Myoblasten, welche die Darmmuskulatur bilden, werden in verschiedenen mesoder-

malen Bereichen gebildet. Alle FCMs sowie die FCs der zirkuldaren Muskulatur werden in
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Kompetenz -Bereich Laterale Inhibition
| Ektoderm B ...
. Lethal of Scute Notch & Delta
Mesoderm
C Asymmetrische Numb + Fusion
Zellteilung %
ﬁ Founder Zelle
(FC)
Ektoderm -
I Fusions-kompetente Vorlaufer Zem Numb
Myoblasten . Myotube
(FCM) adulter Muskelvorlaufer

(AMP) X/

Twist +

adulte Myogenese
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Determination der Myoblasten wihrend der
Embryogenese. Das somatische Mesoderm bildet sich in Bereichen, in denen Wingless (Wg)
exprimiert wird und die Konzentration von Decapentaplegic (Dpp) gering ist. In Bereichen
mit hoher Dpp-Konzentration entstehen die Vorldufer des Herzens. Dort, wo Hh vom Ektod-
erm exprimiert wird, kann anhand der Dpp-Konzentration das viszerale Mesoderm und der
Fettkorper gebildet werden (A). Im Bereich des somatischen Mesoderms bilden sich abhdn-
gig von der Expression von Lethal of Scute Kompetenz-Bereiche, in denen mittels lateraler
Inhibition durch Notch und Delta Fusionskompetente Myoblasten (FCMs) und Vorlduferzel-
len determiniert werden (B). Die Vorlduferzelle teilt sich asymmetrisch in eine Griinderzelle
(FC) und einen adulten Muskelvorldufer (AMP). Diese asymmetrische Teilung wird durch die
Verteilung von Numb beeinflusst. Die FC fusioniert mit den FCMs und bildet eine Myotube,
wohingegen die AMPs bis zur adulte Myogenese durch Twist in einem undifferenzierten Zu-
stand gehalten werden (C). Modifiziert nach (2256,

Zellclustern mit Bagpipe und Biniou Expression differenziert®42¢, Die FCs der longitudina-
len Muskulatur werden hingegen in HLH54F-positiven Bereichen des Mesoderms determi-
niert®??28 Von dort wandern sie FGF-abhingig Richtung FCMs, mit denen sie dann fusio-
nieren konnen (2253,

Die AMPs werden bereits im Embryo determiniert. Die Differenzierung dieser Zellen wird
durch Twist und Notch unterbunden, wobei Notch tiber das Protein Holes in muscles (Him)
die mef2 Expression regulieren kann!™>I¢34 m Falle der IFMs kann Notch unter anderem
die Expression des Adhésionsmolekiils Sticks and Stones (Sns) in FCMs unterbinden, bis die

Myoblasten mit den Myotuben fusionieren3,
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1.3 Fusion von FC und FCM zur Bildung mehrkerniger

Muskeln

Nachdem FCs und FCMs spezifiziert wurden, kommt es zur heterotypischen Fusion der bei-
den Zelltypen. Dies geschieht im Embryo in zwei voneinander zu unterscheidenden Schritten.
Zunichst fusioniert eine FC mit zwei bis drei FCMs und bildet eine mehrkernige Vorlauferzel-
le. Diese Vorlduferzelle/wachsende Myotube kann nun mit einer bestimmten Anzahl FCMs
verschmelzen (Abbildung [[.7). Die Anzahl der Fusionen ist durch die FC festgelegt. Die zwei
Schritte lassen sich durch ultrastrukturelle Merkmale voneinander unterscheiden. Im zweiten
Fusionsschritt konnen an den Kontaktstellen der FCMs mit der wachsenden Myotube soge-
nannte Prifusionskomplexe und elektronendichte Plaques beobachtet werden!?728), Es wurde
diskutiert, dass die Vesikel, die sich im Prafusionskomplex an der Membran anreichern, ihren
Ursprung im Golgi-Apparat haben!®!. Welche Funktion die elektronendichten Stukturen an
den Kontaktstellen der Myoblaten iibernehmen, ist noch unklar. Sie weisen jedoch Ahnlich-

keiten mit Adhisionsstellen im Epithel oder den Synapsen aufl4%],

ORO,
Q‘Q- ) Doz -]

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Fusionsschritte wahrend der Bildung der Kor-
perwandmuskulatur. Im ersten Fusionsschritt fusionieren eine FC und zwei bis drei FCMs
und bilden eine Vorlauferzelle (A). Diese Vorlauferzelle fusioniert im zweiten Fusionsschritt
mit weiteren FCMs. Die Anzahl an Fusionen im zweiten Fusionsschritt ist abhdngig vom Mus-
kel der gebildet werden soll und wird von den FCs bestimmt (B). Modifiziert nach®!,

Bevor die Myoblasten miteinander fusionieren kénnen, miissen sie miteinander in Kontakt
treten. Dies wird durch Ahésionsmolekiile der Immunglobulin- sowie der Cadherin-Familie
reguliert. NCadherin (NCad) wird an den Membranen beider Zelltypen exprimiert und kann
die Membranen bis auf 22 nm anndhern. Die Mitglieder der Immunglobulin-Familie werden
Zelltyp-spezifisch exprimiert. Dumbfounded (Duf) und Roughest (Rst) konnen auf Seiten
der FC und spiter der wachsenden Myotube gefunden werden®%3]. Die Proteine Sns, Hibris
(Hbs) und Rst sind in FCMs exprimiert[@‘@] (Abbildung [.3). Duf und Sns kénnen spezifisch
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miteinander interagieren, wohingegen Rst und Hbs Homodimere bilden, um die Adhdsion zu

vermitteln.

FCM N

e ' f 'i
N-cad M Arp2/3
Rst/
IrreC @

N-cad

CAR®~._
FC/wachsende Myotube

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Aktin-Regulation wihrend der Myoblasten-
fusion in Drosophila. Die Zelladhision wird auf Seiten der FCMs von Sns, Rst, Hbs und
NCad, auf Seiten der FCs von Duf, Rst und NCad vermittelt. NCad wird durch Schizo von der
Membran entfernt. Rols und Mhcl iibertragen das Adhidsionssignal in der FC/ wachsenden
Myotube ins Zellinnere. Das Adapter-Protein Dock kann mit Sns, Hbs, Duf und Rst interagie-
ren und das Adhésionssignal ins Zellinnere weiterleiten. Der F-Aktin-Fokus in FCMs wird
durch den Arp2/3-Komplex gebildet. Er wird durch den SCAR/Kette-Komplex und durch
WASp/WIP (Vrpl) aktiviert. Blow konkurriert mit WASp um eine Bindung an WIP (Vrpl).
Der SCAR/Kette-Komplex wird durch die Bindung von aktivem Rac1/2 aktiviert. Mbc wie-
derum aktiviert Rac1/2. In der FC/ wachsenden Myotube wird die F-Aktin-Schicht ebenfalls
durch Arp2/3 gebildet. Der Komplex wird iiber SCAR/Kette aktiviert. Modifiziert nach®,

Die Mitglieder der Immunglobuline lokalisieren an den Kontaktstellen der Myoblasten in
ring-artigen Strukturen!®#7 Von diesen Kontaktstellen wird NCad nach der erfolgreichen
Adhision entfernt, da die Membranen fiir die Inititation der Fusion maximal 1 nm von-
einander entfernt sein diirfen®®. Die Entfernung von NCad ist abhingig von dem Guanin-
Nukleotid- Austausch-Faktor (GEF) Schizo/Loner®. Wird NCad nicht von den Membranen
entfernt, konnen die Myoblasten nicht fusionieren. Die Adhdsionsmolekiile sorgen im wei-
teren Verlauf fiir eine Signaltransduktion von der Membran zum Aktin-Zytoskelett. Dies ge-

schieht tiber verschiedene Adapterproteine. In FCs kann das Protein Rols an die intrazelluldre
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Domine von Duf binden®®?2, Uber den Interaktionspartner Mhcl konnte das Adhasions-
Signal ins Zellinnere weitergeleitet werden'®3. Dock kann an die intrazellulire Domine von
Sns, Duf, Hbs und Rst binden und verbindet die Zellmembran mit den Regulatoren der Aktin-
Polymerisation®. Im folgenden Kapitel wird nun zunichst die allgemeine Regulation von

Aktin-Netzwerken vorgestellt.

1.4 Bildung von Aktin-Netzwerke und Funktionen von

Aktin-assozierten Proteinen

Aktin zihlt zu den hiufigsten Proteinen in eukaryontischen Zellen®3), Es existieren drei Aktin-
Populationen in einer Zelle: Aktin-Filamente in Netzwerken, Oligomere aus etwa 13 Aktin-
Monomeren und globulédres Aktin (G-Aktin). Der grofle Pool an G-Aktin ermdglicht eine
schnelle Reaktion der Zelle auf veranderte Umstande; die F-Aktin-Netzwerke konnen inner-
halb kiirzester Zeit angepasst werden. So werden zum Beispiel fiir die Migration und Fusion
von Zellen Netzwerke aus verzweigtem F-Aktin benotigt, wohingegen das Ausbilden von Filo-
podien auflineare Aktin-Filamente angewiesen ist(?¢#7), Obwohl G-Aktin eine gewisse Affini-
tat zueinander aufweist und kurze Oligomere entstehen konnen, ist die Bildung von F-Aktin
auf Polymerisationsfaktoren angewiesen. Die verschiedenen Aktin-Filamente werden durch
unterschiedliche Proteinfamilien gebildet. Dabei sind vor allem zwei Protein-Doménen von
Bedeutung: die WASp-homology2- (WH2-) und die FH2-Doméne. WH2-Domainen finden
sich in einer Vielzahl von Aktin-bindenden Proteinen, unter anderem in den Untereinheiten
des Arp2/3-Komplexes und dem Nukleator Spire. Die FH2-Domaéne hingegen ist spezifisch
fiir die Proteinfamilie der Formine!®¥,

Der Arp2/3-Komplex ist in die Entstehung verzweigter F- Aktin-Netzwerke involviert. Der
Komplex setzt sich aus sieben Untereinheiten zusammen, die gemeinsam an ein bereits be-
stehendes Filament binden. Von diesem Filament aus kann der Komplex nun die Polyme-
risation eines Tochterfilaments initiieren®. Die eigentliche Elongation des Filaments kann
durch Enabled (Ena) vermittelt werden®®®!l, Die Aktivitit des Arp2/3-Komplexes wird durch
Proteine reguliert, die sowohl mit Aktin als auch mit Komponenten des Arp2/3-Komplexes

interagieren konnen, sogenannte ,nucleation-promoting-factors (NPFs). Zu diesen NPFs
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1.4 Bildung von Aktin-Netzwerke und Funktionen von Aktin-assozierten Proteinen

gehoren unter anderem SCAR/WAVE (im Folgenden als SCAR bezeichnet) und das Wiskott-
Aldrich-Syndrom-Protein (WASp). WASp muss {iber Signalkaskaden aktiviert werden, wo-
hingegen SCAR konstitutiv aktiv vorliegt und durch einen Proteinkomplex reguliert wird(®2,
Verzweigtes F-Aktin ist sowohl in Wanderungs- als auch in Fusionsprozesse involviert#53),
Formine konnen in Kombination mit weiteren Ko-Faktoren lineare Filamente de novo po-
lymerisieren®. In Drosophila gibt es sechs Formine: DAAM, Diaphanous (Dia), Fhos (auch
bekannt als Knittrig), Cappuccino (Capu), Formin3 (Form3) und Formin-like (Frl). Formine
werden haufig mit entwicklungsbiologischen Prozessen, wie zum Beispiel Zellmigration oder
Zelladhasion, in Verbindung gebracht. Dabei ist hdufig unklar, welche Aktivitit die Formi-

ne dort ausfithren. So kénnen sie in der Ausbildung von Filopodien, Lammelipodien oder

Adhisionsstrukturen involviert sein®#63),
9
Monomer ]{ Zerteilung ~d N
Bindung Elongation & 7.2 B <
L9V —— — > 8 %
@ 4 — > 4+— 3 Bindung )
» é f 4 1 B
Elongation Monomere 5 ; i 44
durch Formine 1 Verbinden ,«f e :
Schitzen : —_ i & J
: F 4 Y g8
@ > N ‘3 Netzwerke Bundel
% | ib . J G ;{ Verzweigung ‘@f o a
¥4 Geschiitzte o > ﬁk f"B
o Filamente i s &
Profilin-Aktin i Arp2/3 Komplex% Feorny
s P PERSPECTIVES

Bindung an FH1-Doméane Filament

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Dynamiken des Aktin-Zytoskelett. Aktin-
Monomere werden durch Proteine gebunden, was eine Elongation zu Aktin-Filamente durch
Formine ermoglicht. Die Filamente konnen durch Capping Proteine vor dem Abbau ge-
schiitzt werden. Durch den Arp2/3-Komplex kann ein verzweigtes Filament-System entste-
hen. Verbinden sich einzelne Filamente miteinander, entstehen Netzwerke und Biindel. Der
Abbau von Filamenten wird durch eine Zerteilung initiiert. Modifiziert nach!®¢l,
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1 Einleitung

Die Regulation von Aktin besteht nicht nur aus der Polymerisation von neuen Filamenten.
Auch die Depolymerisation, das Zerkleinern der Filamente, die ,, Aktivierung“ des G-Aktins
und die Regulation der Filamentlange gehoren zur effizienten Nutzung des Aktin-Zytoskeletts
dazu (Abbildung|[I.4). Profilin stellt zum Beispiel sicher, dass G-Aktin mit dem (+)- und nicht
mit dem (-)-Ende der Filamente assoziiert. ADF/Cofilin hingegen bindet Aktin-Filamente
und fiihrt in Kombination mit weiteren Proteine dazu, dass die Filamente zerkleinert werden.
Gelsolin gehort zu einer weiteren Proteinfamilie, die Aktin-Filamente binden und zerteilen,
aber auch als Capping Protein vor dem Abbau schiitzten kann. Uberexpression von Gelso-
lin kann zu einer erhohten Migration fithren®”. Capping Proteine schiitzten das (+)-Ende
der Filamente vor Depolymerisation und Coroninl destabilisiert die verzweigten F-Aktin-
Netzwerke®¥), Kiirzlich konnte in Hefe (Saccharomyces cerevisiae) gezeigt werden, dass Smy1
die Lange Formin-abhéngiger Aktin-Netzwerke regulieren kann und damit die Bildung von
zu langen Filamenten unterbindet®®. Auch Kinasen wie Btk29A und Src sind in die Regu-
lation und Organisation von Aktin involviert”d. Bei den aufgezihlten Komponenten han-
delt es sich nur um eine Auswahl an Proteinen, die an der komplexen Regulation von Aktin-
Netzwerken beteiligt ist, welche noch nicht vollstindig entschliisselt werden konnte.

Eine weitere Proteinfamilie, die mit Aktin-Filamenten assoziiert ist, sind Myosine. Myo-
sine sind Motorproteine, die bestehende Aktin-Filamente nutzen kénnen, um verschiedene
zelluldre Prozesse zu beeinflussen. Klassische Myosine finden sich in den kontraktilen Ele-
menten von Muskeln, wo sie fiir die Krafterzeugung genutzt werden. Andere Myosine, wie
zum Beispiel das nicht Muskel-spezifische Myosin II, werden hingegen fiir Transportprozesse
entlang des Aktin-Netzwerkes genutzt. Dort ibernehmen Myosine Funktionen als Mechano-
Sensoren, im Aufbau von intra- und interzelluldren Spannungen sowie Zelladhésion und -
wanderung. Es gibt Beispiele fiir eine direkte Rolle von Myosinen bei der Organisation von

Aktin-Netzwerken7%72,
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1.5 Regulation der Aktin-Polymerisation wihrend der Myoblastenfusion

1.5 Regulation der Aktin-Polymerisation wahrend der

Myoblastenfusion

Wie bereits in Kapitell.3 erwédhnt, konnen wihrend der Fusion von Myoblasten Adapter-
Proteine wie beispielsweise Dock, das Fusionssignal von den Adhdsionsmolekiilen an das
Aktin-Zytoskelett weiterleiten®!. In den Myoblasten werden darauthin unterschiedliche
Aktin-Netzwerke gebildet: auf Seiten der FCMs entsteht ein F-Aktin-Fokus, wohingegen auf
Seiten der FCs/ der wachsenden Myotube eine diinne F-Aktin-Schicht zu erkennen ist. Beide
Netzwerke entstehen Arp2/3-abhingig”?). Auf Seiten der FCMs wird der Arp2/3-Komplex
durch das Formin Dia unterstiitzt”. Der Arp2/3-Komplex wird in den beiden Zelltypen un-
terschiedlich aktiviert. Wie in Kapitel [[.4 bereits beschrieben, kann der Komplex durch die
NPFs SCAR und WASp aktiviert werden. In FCMs werden beide NPFs bendtigt, wohinge-
gen die Bildung der Aktin-Schicht in FCs nur durch SCAR reguliert wird. WASp kann mit
dem WASp-interacting protein (WIP auch bekannt als Verprolinl, Vrpl) interagieren, die
Stabilitat dieses Komplexes kann jedoch durch das FCM-spezifische Protein Blow verandert
werden”?, SCAR befindet sich in einem Komplex mit den Proteinen Kette, Abi und Sral und
wird durch die Bindung von aktivem Rac1 an Sral aktiviert. Wahrend der Bildung der somati-
schen Korperwandmuskeln kann Rac2 die Funktion von Racl iibernehmen!”8. Racl wird auf
Seiten der FCMs durch das GEF Myoblast city (Mbc) aktiviert. Welches GEF diese Funktion
in FCs iibernimmt, ist nicht geklart”? (Abbildung [[.3). Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass
das Verhiltnis von SCAR zu WASp in FCMs wichtig fiir die Fusion der Myoblasten ist und
durch Kette koordiniert wird?8!. Die Proteine, welche in die Fusion der Myoblasten involviert
sind, konnen an den Kontaktstellen der Zellen in ring-artigen Strukturen lokalisieren. Der
F-Aktin-Fokus der FCMs befindet sich im Zentrum dieser, als ,,fusion-restricted myogenic-
adhesive structure” (FURMAS) bezeichneten Struktur. Die Anreicherung von F-Aktin in den
FuRMAS konnte fiir die Weitung der Fusionspore eine wichtige Rolle spielen'®®. Neben der
Regulation von verzweigtem und linearem F- Aktin werden auch Motorproteinen der Myosin-
Familie Funktionen wihrend der Myoblastenfusion zugeschrieben®379],

Vergleicht man die Fusionen von Myoblasten zur Bildung der somatischen Korperwand-

muskeln mit denen zur Bildung der viszeralen Muskulatur, fillt auf, dass die Regulation der
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1 Einleitung

F-Aktin-Polymerisation weniger komplex gesteuert wird. In den Vorldufern der longitudina-
len viszeralen Muskeln wird ausschliefSlich SCAR und dessen regulatorischer Proteinkomplex

zur Aktivierung von Arp2/3 benotigt 8,

1.6 Cadherine konnen durch Adhasion zellulare Prozesse
regulieren

Wie bereits in Kapitel [[.3 erwdhnt, ist NCad in die Adhésion der Myoblasten vor der Fusion
involviert™!. NCad gehért zur Familie der Cadherine. Bei dieser Proteinfamilie handelt es
sich um Transmembranproteine, die sich in verschiedene Klassen unterteilen lassen, unter
anderem die klassischen Cadherine und die Protocadherinel®!. Mitglieder der klassischen
Cadherine wurden héufig nach den Geweben benannt, in denen sie identifiziert wurden: N-
Cadherin im Nervensystem, E-Cadherin in Epithelien und R-Cadherin in der Retina®!, Die-
se Cadherine bilden in derselben Zelle Dimer, welche dann mit Dimeren in anderen Zellen in
Kontakt treten konnen. Der zytoplasmatische Teil der klassischen Cadherine weist Bindedo-
manen fiir Catenine auf. Catenine interagieren mit dem Aktin-Zytoskelett, wodurch die Zel-
ladhision gefestigt wird®ll, Die Proteine sind an Zelladhisionen beteiligt, wobei diese Adhi-
sionen haufig auch Prozesse wie Differenzierung, Zellwanderung oder Gewebebildung beein-
flussen konnen. In Drosophila kann NCad neben der Adhdsion von Myoblasten im Embryo
auch die Migration von Gliazellen beeinflussen®*52/. Ein weiteres Mitglied der klassischen
Cadherine ist ECadherin, in Drosophila Shotgun (Shg). Auch Shg wird in vielen Geweben
zur Wanderung der Zellen benotigt®#84), Wihrend eines als Epithel-zu-Mesenchym Wechsel
(»epithelial-to-mesenchymal-transition, EMT) beschriebenen Prozesses verlassen Epithelzel-
len das Gewebe, 16sen die Zelladhédsionen und beginnen zu migrieren. Dieser Prozess wird
hiufig von einem Expressionswechsel von Cadherinen begleitet®3, So wird zum Beispiel wih-
rend der Bildung des Mesoderms in Drosophila die Shg Expression herunter reguliert, wenn
die Epithelzellen ihre Adhédsionen auflosen. Bevor die Zellen beginnen zu wandern, wird die

Expressoin von NCad initiiert(8¢,
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1.7 Der Notch-Signalweg reguliert die Differenzierung verschiedener Zelltypen

Uber die Klasse der Protocadherine ist weniger bekannt: die extrazellulire Domane ermog-
licht deutlich schwichere Adhésionen und es ist unklar, ob Protocadherine homo- oder he-
terotypische Bindungen eingehen. Die intrazelluldre Domine ist deutlich variabler als bei klas-
sischen Cadherinen. Bisher ist wenig iiber zytoplasmatische Interaktionspartner bekannt, es
gibt Hinweise auf Interaktionen mit dem Aktin- und dem Mikrotubuli-Zytoskelett sowie Inte-
grinen®, Ein Mitglied der Protocadherin-Familie in Drosophila ist Cad99C. Die Expression
von Cad99C in der Fliigelimaginalscheibe ist abhingig von dem Signalmolekiil Hh®¥. Aufer-
dem kann Cad99C die Lange der Mikrovilli in Follikelzellen der Ovarien regulieren und ist in

die Ausrichtung der Epithelzellen wihrend der Speicheldriisenentwicklung involviert821,

1.7 Der Notch-Signalweg reguliert die Differenzierung

verschiedener Zelltypen

Der Notch-Signalweg vermittelt wihrend der Myogenese im Embryo die Differenzierung der
FCs und FCMs (siehe Kapitel [[.2)™3). Des Weiteren kann er in den Follikelzellen wihrend
der Ooogenese die Zellzyklus-Progression beeinflussen. Dabei aktiviert Notch die Expressi-
on von Cut, das wiederum Zielgene ansteuert, die fiir diesen Prozess benotigt werden®2. In
priméren Pigmentzellen im Auge von Drosophila kann Notch die Expression von Adhésions-

(31 in der Fliigelimaginalscheibe wirkt der Signalweg

molekiilen induzieren und inhibieren
tiber die microRNA (miRNA) bantam und dessen Zielgen ena in der Abgrenzung der dorsa-
len und ventralen Bereiche®).

In all diesen Beispielen verbindet der Notch-Signalweg das Schicksal einer Zelle mit dem
seiner direkten Nachbarn. Dies funktioniert iber die Interaktion zweier Membranproteine:
dem Rezeport Notch und den Liganden Delta oder Serrate. Rezeptor und Ligand werden
tiber cis und trans reguliert: befinden sich Rezeptor und Ligand in der gleichen Zelle, wird

eine Aktivierung des Signalwegs unterbunden (cis). Befinden sich Rezeptor und Ligand in

benachbarten Zellen, kann die Signaltransduktion tiber Notch initiiert werden (trans).
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1 Einleitung
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Komponenten des Notch-Signalwegs in Dro-
sophila. Notch und Delta/Serrate werden in benachbarten Zellen exprimiert. Binden Rezeptor
und Ligand in der gleichen Zelle aneinander, wird eine Aktivierung des Signalwegs unterbun-
den (cis-Inhibition). Die Transkription von Zielgenen wird durch Supressor of Hairless und
einen Ko-Repressor unterbunden. Binden die Proteine benachbarter Zellen, kommt es zu ei-
ner trans-Aktivierung. Die Delta/Serrate-exprimierende Zelle wird zum ,,Sender*, die Notch-
exprimierende Zelle zum ,,Empfianger” des Signals. Nach einer Aktivierung wird die extrazel-
luldire Domiane von Notch (NECD) von Kuzbanian und die intrazellulire Doméne (NICD)
von ~-Sekretase vom Protein getrennt. NICD transloziert in den Zellkern. Zusammen mit
Supressor of Hairless und Mastermind bildet NICD einen Komplex, der die Transkription
von Zielgenen initiiert. Modifiziert nach®3,

Das Verhaltnis zwischen cis und trans entscheidet dariiber, welche Zelle zum ,,Sender® und

2697 Kommt es zu einer trans Interaktion von Notch und Del-

welche zum ,,Empfinger* wird!
ta/Serrate, wird zunidchst der grofite Teil der extrazelluliren Domane von Notch (,,Notch ex-
tracellular domain®, NECD) durch die Metalloprotease Kuzbanian entfernt. Im weiteren Ver-
lauf wird die intrazellulire Doméne (,,Notch intracellular domain®, NICD) durch ~-Sekretase
vom Rest des Proteins entfernt und von der Membran Richtung Zellkern transprotiert. An
diesen Transportprozessen sind die Proteine Sanpodo und Importin-a3 beteiligt®**, NICD

bildet im Zellkern zusammen mit Supressor of Hairless (Su(H)) und Mastermind (Mam) ei-

nen transkriptionsaktivierenden Komplex, der die Expression von Zielgenen bewirkt!12%101]
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1.8 Die Bildung der Muskulatur des mdnnlichen Reproduktionstraktes als neues

experimentelles System zur Untersuchung der Myogenese

(Abbildung [I.5). Die Komplexitit des Notch-Signalwegs wird durch eine steigende Anzahl an

miRNAs, welche mit Notch assoziiert werden, stetig erhoht®¢],

1.8 Die Bildung der Muskulatur des mannlichen
Reproduktionstraktes als neues experimentelles

System zur Untersuchung der Myogenese

Neben den bereits erwahnten Prozessen der Myogenese im Embryo und wahrend der Bildung
der Flugmuskulatur ist die Muskulatur der inneren, méannlichen und weiblichen Reproduk-
tionsorgane ein neues System, anhand dessen Muskelentwicklung untersucht werden kann.
Die Muskulatur der inneren Organe des mannlichen Reproduktionstrakts unterscheidet sich
deutlich von anderen Muskelgruppen in Drosophila. Der innere mannliche Reproduktions-
trakt besteht aus den paarigen Testes, in denen sich die Keimzellen entwickeln, den paari-
gen Seminalen Vesikeln, welche {iber den Vas deferens die Testes mit dem Ductus ejaculatus
verbinden und fiir die Lagerung der reifen Spermien von Bedeutung sind. Ebenfalls an den
Ductus ejaculatus angeschlossen sind die paarigen Anhangsdriisen, die auch als Paragonien
bezeichnet werden. Die Spermienpumpe wird fiir den Transport der reifen Spermien aus den
Organen heraus benétigt. Diese fiinf Organe sind von drei verschiedenen Muskelschichten
umgeben: die Spermienpumpe enthilt genau wie die Seminalen Vesikel mehrkernige querge-
streifte Muskeln. Die Muskeln, welche Paragonien und Ductus ejaculatus umschliefen, sind
hingegen einkernig. Von besonderem Interesse ist die Muskulatur, welche die Testes umgibt:
die Muskelschicht besteht aus mehrkernigen Zellen, die den glatten Muskeln von Vertebraten
dhneln1%],

Die inneren Organe des mannlichen Reproduktionstraktes entstehen zusammen mit der
Muskulatur wahrend der Metamorphose. Die Vorldufer dieser Organe, die Gonaden, die Ge-
nitalimaginalscheibe (im weiteren Verlauf dieser Arbeit als Genitalscheibe bezeichnet) und
die Muskelvorlaufer entwickeln sich jedoch bereits im Embryo™I0%3I¥] Die Genitalscheibe
ist die einzige unpaarige Imaginalscheibe in Drosophila und weist einen starken sexuellen
Dimorphismus auf1%1%]_Sje entsteht aus den embryonalen Segmenten A8, A9 und A10,

wobei im Weibchen A8 und A10 und im Méannchen A9 und A10 benétigt werden. Dieser
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1 Einleitung

Dimorphismus wird durch die Proteinvarianten von Doublesex gesteuertT610%1%%] Wie an-
dere Imaginalscheiben auch, wird die Genitalscheibe durch die Expression von Engrailed, Hh,

108, Einige mesodermale Zellen

Wg und Dpp in anteriore und posteriore Bereiche unterteilt!
werden durch die Aktivitit des FGF-Signalwegs zur Genitalscheibe rekrutiert. Diese Zellen
nehmen dort Epithelcharakter an und werden die Paragonien und den Vorldufer des Ductus
ejaculatus bilden(%,

Wihrend der Metamorphose beginnen die einzelnen Teile der Genitalscheibe, sich in die
Organe des adulten Reproduktionstraktes zu entwickeln. Unter anderem wachsen die Berei-
che der Seminalen Vesikel und Paragonien aus™®!. Auch die Testes beginnen in Richtung der
Genitalscheibe hin auszuwachsen. Etwa 30 h nach der Verpuppung (,,after puparium forma-
tion, APF) nehmen Seminale Vesikel und Testes Kontakt miteinander auf und die Epithelien
fusionieren, um ein zusammenhingendes Lumen zu bilden. Die Muskelvorldufer, die sich als

adepitheliale Zellen an der Genitalscheibe angelagert haben, beginnen nach der Fusion von

Seminalen Vesikeln und Testes die Gonaden zu besiedeln (Abbildung [I.€).

A B C

adult

20 h APF 36 h APF

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Entwicklung der Muskulatur der Testes. Die
Testes-relevanten Myoblasten sind tiber den sich entwickelnden Seminalen Vesikeln (vs) als
adepitheliale Zellen zu finden (A). Nachdem die Myoblasten fusioniert sind und die Verbin-
dung zwischen Seminalem Vesikel und Testis (te) entstanden ist, beginnen die mehrkernigen
Myotuben den Testis zu besiedeln (B). Die Myotuben wandern bis zum apikalen Ende des
Testis und bilden eine gleichmiflige Muskelschicht, die das gesamte Organ umschlief3t (C).
pg: Paragonium. I
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1.9 Zielsetzung

Wihrenddessen beginnen auch die Pigmentzellen, welche auf den Testes spezifiziert wurden,
von den Testes auf die Seminalen Vesikel zu wandern. Fiir diese Wanderung wird der Wnt-

1121 Auch die Morphogenese des Ductus ejacu-

Signalweg mit dem Liganden Wnt2 benétig
latus ist von diesem Signalweg abhingig'3. Sobald die Verbindung von Seminalen Vesikeln
und Testes besteht, beginnen die Gonaden sich zu verlingern und die adulte Morphologie
mit zwei-ein-halb Drehungen einzunehmen!™® (Abbildung [[.).

Die Muskulatur der inneren Organe des médnnlichen Reproduktionstraktes entsteht aus
den Muskelvorldufern auf der Genitalscheibe, den Myoblasten. Diese exprimieren den Tran-
skriptionsfaktor Mef2 und proliferieren wihrend der Metamorphose(!'¥!, Die Myoblasten,
welche die Muskeln der Testes bilden werden, befinden sich auf dem sich entwickelnden Semi-
nalen Vesikel (Abbildung [[.§A). Welche Myoblasten die Vorldufer der Muskeln der anderen
Organe sind, konnte bisher nicht gekldrt werden. Die Testes-relevanten Myoblasten iiber dem
Seminalen Vesikel liegen in zwei Schichten vor, welche 28 h APF zu fusionieren beginnen und
erst als mehrkernige Myotuben auf die Testes wandern (Abbildung [[.§B). Die Fusion dieser
Myoblasten ist, vergleichbar mit der Fusion im Embryo und wéhrend der Bildung der adulten
Flugmuskeln, abhéngig von der Expression der Adhasionmolekiile Duf und Sns. Duf wird in
der inneren Zellschicht, den FC-artigen Myoblasten, und Sns in der dufleren Zellschicht, den

FCM-artigen Zellen exprimiertI¥,

1.9 Zielsetzung

Die Entwicklung der somatischen Kérperwandmuskulatur und der adulten Flugmuskeln ist
gut untersucht. Von der Determination der Vorldufer ausgehend, sind Proteine bekannt, die
in die Differenzierung, Fusion und Migration der Myoblasten, sowie in die Bildung der reifen
Muskeln involviert sind. Die Bildung der Muskulatur der inneren Organe des méannlichen Re-
produktionssystems stellt eine Herausforderung dar, wiahrend derer all dieser Prozesse koor-
diniert werden miissen. Die fiinf verschiedenen Muskelschichten werden aus einem begrenz-
ten Pool an Vorldufern gebildet. Es ist vollig unklar, wie die Determination und die Differen-
zierung der Myoblasten in die entsprechenden Vorldufer reguliert wird. Uber die Fusionen
Testes-relevanter Myoblasten konnten hingegen bereits erste Aussagen getroffen werden: die

Myoblasten fusionieren bei 28 h APF auf den sich entwickelnden Seminalen Vesikeln. FC-
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1 Einleitung

und FCM-artige Zellen exprimieren die Adhdsionsmolekiile Duf, Rst und Sns. Die Fusion der
Myoblasten ist beeintrichtigt, wenn duf, sns, hbs und rst herunter reguliert werden. Die Fusi-
onsdefekte haben keine Einfluss auf die weitere Entwicklung der Testesmuskeln oder die Fer-
tilitit der Mannchen™), Bisher ist unklar, welche weitere Proteine fiir die Fusion der Testes-
relevanten Myoblasten benétigt werden. Auch die Migration dieser Myoblasten von den Se-
minalen Vesikeln auf die Testes ist bisher nicht im Detail untersucht worden. Die Muskeln, die
die adulten Testes umschlief3en, unterscheiden sich deutlich von allen anderen Muskeltypen,
die bisher beschrieben wurden: es handelt sich um mehrkernige, glatte Muskeln. Die Bildung
der reifen Muskeln, des Sarkomer-Musters, der Muskelschicht sind ebenfalls Prozesse, die
bisher nicht untersucht wurden. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit versucht werden, ei-
nen Einblick in einige dieser Prozesse zu bekommen. Dazu sollten zundchst Komponenten
identifiziert werden, welche wihrend der Fusion der Myoblasten oder der weiteren Entwick-
lung der ungewohnlichen Muskelschicht exprimiert werden. Reporter-Linien und Nachweise
von Transkripten sollten erlauben, Kandidaten von Interesse zu bestimmen. Auch die Deter-
mination der Myoblasten sollte ein Fokus dieser Arbeit sein. Mit vergleichbaren Methoden
konnten Einblicke in die Spezifizierung der unterschiedlichen Myoblasten gegeben werden.
Die Fusion der Testes-relevanten Myoblasten sollte genauer beschrieben und mit bereits be-
kannten Prozessen verglichen werden. Dazu konnten spezifische Antikorper die Expression
von Proteinen aufzeigen. Funktionelle Studien mittels eines Myoblasten-spezifischen Knock-
downs konnten die Funktion von Proteinen wéihrend der Entwicklung der Muskeln der in-
neren Reproduktionsorgane beleuchten. Des Weiteren sollte ein Fokus auf die Initiation der
Fusion der Testes-relevanten Myoblasten gelegt werden. Der Beginn der Fusion scheint spe-
zifisch bei 28 h APF zu liegen. Ob das umliegende Gewebe oder die Myoblasten selbst den
Zeitpunkt der Fusion regulieren, konnte ebenfalls mit Expessions- und funktionellen Studien

untersucht werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Chemikalien und Medien werden von Thermo Fischer Scientific (Schwerte), Merck (Darm-

stadt), Carl Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Miinchen) bezogen.

2.2 Antikorper

Erstantikorper

anti-Tropomyosin, ab50567 (1:1000) abcam, Cambridge (UK)

aus Ratte

anti-Perlecan (1:2000) Friedrich et al., 2000(114]

aus Kaninchen

anti-Arp3 FMS338 (1:100) Sigma-Aldrich, Miinchen
aus Maus

anti-SCAR, P1C1-Scar (1:20) DSHB, Iowa (USA)

aus Maus

anti-NCadherin, DN-Ex8-s (1:100)  DSHB, Iowa (USA)

aus Ratte
anti-Shotgun, Dcad2 (1:100) DSHB, Iowa (USA)
aus Ratte
anti-NICD, C17.9Cé6 (1:250) DSHB, Iowa (USA)
aus Maus
anti-Delta, C594.9B (1:500) DSHB, Iowa (USA)
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aus Maus

anti-Cut, 2B10-cut (1:500)

aus Maus

DSHB, Iowa (USA)

anti-Pebbled, 1G9-hindsight (1:500)

aus Maus

DSHB, Iowa (USA)

anti-Duf (1:500)

aus Kaninchen

Kreiskother et al., 200613

anti-Sns(1:1000)

aus Meerschwein

Kuckwa et al., 2016111

anti-Lmd(1:2000)

aus Kaninchen

Duan et al., 200114

anti-Frizzled2, 12A7 (1:20)

aus Maus

DSHB, Iowa (USA)

Zweitantikorper

anti-Ratte AlexaFluor488 (1:500)

Jackson ImmunoResearch Laboratories,

West Grove (USA)

anti-Ratte Cy3 (1:500)

Jackson ImmunoResearch Laboratories,

West Grove (USA)

anti-Kaninchen DyLight488 (1:500)

Vector Laboratories, Burlingame (USA)

anti-Kaninchen DyLight549 (1:500)

Vector Laboratories, Burlingame (USA)

anti-Kaninchen Cy5 (1:500)

Jackson ImmunoResearch Laboratories,

West Grove (USA)

anti-Maus DyLight549 (1:500)

Vector Laboratories, Burlingame (USA)

anti-Meerschwein Cy3 (1:500)

Jackson ImmunoResearch Laboratories,

West Grove (USA)




2.4 Oligonukleotide

2.3 Medien und Puffer

PBS NaCl 130 mM
Na,HPO, 7mM
NaH,PO, 3mM

PBT 0,1 %Tween 20 in 1xPBS

F-PBS Paraformaldehyd 3,7 %(w/v) in PBS

Epon Epon 812 51,5 % (v/v)
Epon Hirter DDSA 28 % (v/v)
Epon Hirter MNA 19 % (v/v)
Epon Beschleuniger DMP 1,5 % (v/v)

Maismehl-Agar Maismehl 60 %
Fruktose 7,15%
Trockenhefe 1,2%
Nipagin 0,14 %
Propionsdure 0,6 %
Agar 0,7 %

Lac-Z Farbelosung Phosphatpuffer 7,2 10 mM
NaCl 150 mM
Mg(Cl, 1 mM
K, [Fe(I1)(CN),] 3.3mM
K [Fe(II)(CN),] 3,3mM
X-Gal 0,1%

2.4 Oligonukleotide

Die synthetischen Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen.

Bezeichnung Sequenz (5°-3’) T,

twiRT1fwd GAGGAGACGGACGAGTTCAG 62°C
twiRT 1rev GCCTTGCGCAGGCACTTCAG 65°C
DMef2RTfwd GACGAGCTTCCAATCTAAGG 58°C
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DMef2RTrev
NotchRTfwd
NotchRTrev
DeltaRTfwd
DeltaRTfwd
SerRTfwd
SerRTrev
CutRTfwd
CutRTrev
PebRTtwd
PebRTrev
E(spl)m6RTfwd
E(spl)m6RTrev
BibRTfwd
BibRTrev
NumbRTfwd
NumbRTrev
SpdoRTfwd
SpdoRTrev
PonRTfwd
PonRTrev
TtkRTfwd
TtkRTrev
BinRTfwd
BinRTrev
LmdRTfwd
LmdRTrev
VgRTtwd
VgRTrev
Dr-mshRTfwd

GACTGCGGCTCAGCCTTGAC
CGAGCTATGAGGATTGCATC
CATGCCTCATCGCCTGAATGTG
GTACCTTCTCGCTGATCGTCG
GTGACAGTAATCGCCCTGCC
CACCTGCGAGAATACCGCTC
GCATCGAACTGCTGCGTCTTAC
GAGGATTCACACAGCAACGAG
GTTGGGGAACTGTGCCTGAGC
GCACGAGTTCACCAACCACATC
GTGAACGTCAGGTGGCAGTAGC
GCAAAAACAGCTCACAAGCCG
CTGCGAGTGCCAGTAGAAGC
CGTGTTCATCGTCTGCGGTGC
GATCGCACTACGCATAGAGC
GCTCCTTTCGCGATTCCTTTAG
GATTGCGATCCGGTGCACAGAAGC
CAGAGACTTCACTACGAGACCGTG
GTCGACAGTCCAAGGATGACG
GCTACCCACGAATCCTTTTGAG
GATTGGCCACACCCGAGGGATTGC
GCAACCTTCTGTCCGTCTTCGAC
GTCGCTCCTGGTCCACTGAGAC
GCATCATCCTCAAGTTCGCCAC
GTGGCTCGCATGGTGCTGATG
GCAATAAAGCATTCTCGCGTTTG
GCAATTGCTGCGGTCTGTCGTC
GACTTGTATGGCACCGCGAC
GATTCCTGTACTTGCGCCACCTG
CTCTCACATGCAATCCACGATAC

64°C
58°C
64°C
63°C
62°C
62°C
64°C
61°C
65°C
64°C
65°C
61°C
62°C
65°C
60°C
62°C
68°C
66°C
63°C
62°C
70°C
66°C
67°C
64°C
65°C
60°C
65°C
62°C
66°C
62°C



2.4 Oligonukleotide

Dr-mshRTrev

FtzRTfwd
FtzRTrev
LbeRTfwd
LbeRTrev
EveRTfwd
EveRTrev
TinRTfwd
TinRTrev
ApRTtwd
ApRTrev
SlouRTfwd
SlouRTrev
SalmRTfwd
SalmRTrev
KrRTfwd
KrRTrev
SimRTfwd
SimRTrev
NauRTfwd
NauRTrev
DppRTfwd
DppRTrev
tkvRTfwd
tkvRTrev
putRTfwd
putRTrev
medRTfwd
medRTrev
dtgRTfwd

GTTCGGCGATGCTCAGGTACTG
GTCAGCCAGGAGATCAATCATC
CATTGAGCAGGCCATAACCATG
GAGCGTTCCCAGCGATCGAG
CGTTCGACAGTCCCAGTGAG
CTACAACATGGAGAGCCACCATG
GTGCTCTCCGGGAGGTTCAG
GCATCAAGAGCGAGTACATAC
GCTTGGTGGAACCACTGTTGC
CATCCAGTATGAGCGCCACCTAC
CATGGTACGCAGCTGGTGATGC
GACATGGATCAGGACGATATG
GTGGGGGAGTTGACATCCATGC
GATGAACCAGATCGCCCAGTC
GCATGTGTTGCTTCAGGTTGC
GATGTCCATATCAATGCTTC
CCATGAATGCGGCAGCTTGAC
GAGCTGACGGGCAACTCGATATTC
CTTCAGATAGCCGGAGCAGTG
GCAGTCTCAGCTCCGAGGAGC
CGATATACTCGATGGCATTGC
GCTGAAGCCAGACCCCTCCAC
GTCGGCGGGAATGCTCTTCACG
CAGTCCAACAGCTTTACGATG
CAGGTCACGGTTGCAGAAGTC
CTACATTGGCACCTCCGTTTTC
GAATCTACCACTGGCCTTCTG
CAGTCTATGCAACCACCAGATC
ATTGCCTCCAGAGGGATCCAC
GAGGAGAGTTCACCAACACCAG

65°C
62°C
62°C
64°C
62°C
64°C
64°C
59°C
63°C
66 °C
65°C
59°C
65°C
63°C
61°C
54°C
63°C
67 °C
63°C
67°C
59°C
67 °C
67°C
58°C
62°C
60°C
60°C
60°C
62°C
62°C
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dtgRTrev
dadRTfwd
dadRTrev
biRTfwd
biRTrev
shnRTfwd
shnRTrev
dufRT1fwd
dufRT1rev
snsRT1fwd
snsRT1rev
hbsRT1fwd
hbsRT1rev
rstRT1fwd
rstRT1rev
ScarRTfwd
ScarRTrev
WaspRTfwd
WaspRTrev
Vrp1RTfwd
VrplRTrev
Cdc42RTfwd
Cdc42RTrev
Racl1RTfwd
RaclRTrev
MbcRTfwd
MbcRTrev
PakRTfwd
PakRTrev
blowRTfwd

CTTTGACTCCTCTTCAGCATC
AGCAGGCAATCAGATCC
GATCTCTCATGCTCAGAAGTTC
GAATCCGACGCATGTGAGCAG
CTACCGCCACCGGGATTCAAG
GGGGCAACCTTCATACTAC
GTTGAAACTGCGGGAACG
GCACGAGATTCAACAGTCGCAG
GCTGCTGGCGGTC?AGTTGG
CTGCACATCAAGGACGCGAAG
CTCGTAGCTCAGCGAATCAATC
GTGTGGAGCGCAGTGATATTGG
CTTGAGATCCTTGCCATGACGAC
TGCCACCGAGGATCGCAAAG
GCAGCGGTATCACCGTGTAC
CTTTCCACAGCATCGGTATGACG
GGATAATTCGATAGCCACACG
CCTCCACCACCTAACAGACC
CTTGGCCGGCTTCAAAACAGTGC
GCATCTGTGCATAAATCCTCG
CAGGGTGCCTAAATGCTGCTGG
CGTGGGTAAGACATGCCTGC
CGTACTTGAACGGCCTTCAGC
GAGCCGTGGGAAAGACCTG
GATACTTGACCGCTCCGATTTC
GTAGCAGTAATGAGCAGAAGG
GCACCTCTGGACTCTCCTC
CGACTCCTGATGAACTCCAAC
CGAGTGCGATTGACTTATGC
GAGATTGAACACTTCGGAGAGG

58°C
59°C
58°C
62°C
64°C
57°C
56°C
64°C
64°C
63°C
64°C
64°C
65°C
62°C
62°C
64°C
59°C
62°C
59°C
59°C
65°C
62°C
62°C
61°C
62°C
59°C
61°C
61°C
58°C
62°C



2.5 Fliegenstimme

blow GTCCGCGCCCACTTCCGAGCC 71°C
KetteRTfwd CTGGGACCTAAGGCAATATTC 59°C
KetteRTrev CTGCTTAACTGTCAGGGCTGC 63°C
DockRTfwd GACTGGTACAAAGCTCGCAAC 60°C
DockRTrev GCGAGTGGAACTTCCTCTGC 60°C
SchizoRTfwd GTAGCCGATGTGGAGGTCTGC 65°C
SchizoRTrev GTAGTGGACTGGAACGAGATGC 64°C
CrkRTfwd GCATTGGGGATCAGTCTTTTG 59°C
CrkRTrev CCAATTTCCCCGAGGAGTTAC 62°C
RolsRTfwd CTCCAGTCCATCCGACGACTC 65°C
RolsRTrev GGATCCAAGAGGACTCACTATC 62°C
DswipRTfwd GCTGACGCACATCCTCAATCG 63°C
DswipRTrev CTCCACATCGACCTCCGTGAG 65°C
SingRT-fwd GCTACGCCTTCTCCGACAAA 60°C
SingRT-rev GCATGCAATATTCCCGCTGC 60°C
MhcIRTfwd GAAGCAGAGCGCAATAACCTC 61°C
MhclRTrev CATGAACTGGCCGAAGTCGATC  64°C
SharkRTfwd AGGTGTGTCACTACCAGGTGC 63°C
SharkRTrev TTGGCCTGTGCCGAGATGAGT 63°C
ShgRTfwd GCACGGGCGTAATCTTCACCAC  65°C
ShgRTrev GGTCTCTTGTCAATCGGTCG 60°C
cad99CRTfwd GGTTCTACCTCATCGATCCCAAGA 65°C
cad99CRTrev GTTAACGATCACGGGATCGTAGC 64°C

2.5 Fliegenstamme

Linien mit der Kennzeichnung BL wurden bei Bloomington Stock Center (Indiana, USA) be-
stellt; Linien mit der Kennzeichnung v wurden von Vienna Drosophila RNAi Zentrum (Wien,

Osterreich) bezogen.
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RNAIi Linien

Bezeichnung

Bestellnummer

UAS-arp2-RNAi
UAS-arp3-RNAi
UAS-scar-RNAi
UAS-wasp-RNAi
UAS-vrpl-RNAi
UAS-cdc42-RNAi
UAS-racl-RNAi
UAS-mbc-RNAi
UAS-pak-RNAi
UAS-blow-RNAi
UAS-kette-RNAi
UAS-kette;blow-RNAi
UAS-dock-RNAi
UAS-schizo-RNAi
UAS-sgh-RNAi
UAS-zipper-RNAi
UAS-mhcl-RNAi
UAS-daam-RNAi
UAS-dia-RNAi
UAS-fthos-RNAi
UAS-btk29A-RNAi
UAS-gelsolin-RNAi
UAS-CG34414-RNAi
UAS-ena-RNAi
UAS-ncad-RNAi
UAS-shg-RNAi
UAS-cad99C-RNAi
UAS-notch-RNAi

BL27705 und v29944
BL32921 und BL53972
BL31126 und BL36121
v108220

BL38201 und BL36704
BL42861 und BL28021
BL34910 und BL28985

BL51446, BL32355, BL.44424 und BL33722

BL35141

v15817

v103380
v103380;v15817
BL27728

BL39060

BL32439 und BL33892
BL36727 und BL37480
BL51456

v3103921

BL33424

v108347

BL35159 und BL25791
BL31205 und BL41704
BL58278

BL31582 und BL39034
v101642, v1092 und v1093
v27082 und v8024
v3733 und v3739
BL7078



2.5 Fliegenstimme

UAS-delta-RNAi
UAS-serrate-RNAi
UAS-him-RNAi
UAS-mam-RNAIi
UAS-pan;delta-RNAi
UAS-fz2;delta-RNAi

BL28032
BL34700
BL42809
BL28046
v108679;BL28032
v44391;BL28032

UAS-sns-RNAi v108577
UAS-hbs-RNAi v40898
Reporter-Linien

Bezeichnung Bestellnummer

Basigin-GFP
Blow-LacZ
Src64B-GFP
Pak3-GFP
Fimbrin-GFP
Racl-GFP
Rac2-GFP
Misfire-GFP
Mhcl-GFP
Btk29A-GFP
Lameduck-LacZ

Delta-GFP

Mothers against dpp-GFP
Dpp-GFP

Dpp-GFP

Brinker-GFP

Bifid-GFP

Bagpipe-LacZ
bHLH54b-LacZ

G00298, CA06978, G00270 und G00413

TBP3c zur Verfiigung gestellt von J. Kuckwa

YDO0722 und YD1111

CB04117

CC01493

BL52283 und BL52284

BL52286 und BL52287

BL24747

YDO0783

BL50878

Prom +/2 3 1, Prom +/1 2 3 und 1LP3Pvo;
zur Verfiigung gestellt von J. Kuckwa
YDO0337 und YB0141

BL35987

BL36399

BL55499

BL38629

BL35942

zur Verfiigung gestellt von J. Kuckwa

zur Verfligung gestellt von J. Kuckwa
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DSwip1-GFP YB0230 D
Mhec-GFP YD0783M18l
Sls-GFP ZCL2144[11€]
TM1-GFP YC007111€
Zasp66-GFP ZCL0663M18
Ilk-GFP ZCL31111116
NRE-GFP BL30727
weitere Linien

Bezeichnung Bestellnummer
Mef2Gal4 Ranganayakulu et al., 1996117
Mef2Gal4»Dcr2 BL25756
UAS-mCD8-GFP BL32186
UAS-delta-fl BL5614

2.6 Gerate

Binokular Stemi SV6

AxioObserverZ.1 inverses Fluoreszenz Mikroskop

Heizblock HBT 130

PCR Maschine Personal Cycler

Schiittler GFL 3005
Tischzentrifuge Biofuge
Vortexer Rexa 2000
Wasserbad GFL 1002

2.7 Kits

30

Ambigon RNAqueous-Mirco totalRNAI Isolation Kit

Oligotex mRNA Mini Kit

Zeiss, Jena

Zeiss, Stuttgart

HLC BioTech, Bovenden
Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen
Heraeus, Hanau
Heidolph, Schwabach

Biometra, Gottingen

Thermo Fischer Scientific,
Schwerte

Qiagen, Hilden



2.8 sonstiges

Qiagen OneStep RT-PCR Kit

Axon Taq Polymerase

AccuPrime Taq DNA Polymerase, High Fidelity

2.8 sonstiges

Dissoziations-Puffer, C1544
magnetische CD8 Beats (Dynabeads Mouse CD8 (Lyt2))
Elastase, E0127-5MG

Fluoromount G

Pipetten
Objekttrager und Deckgldsschen

Pinzetten

Atto565-Phalloidin
Hoechst 33342

Qiagen, Hilden

Axon Labortechnik,
Kaiserslautern

Thermo Fischer Scientific,

Schwerte

Sigma-Alrich, Miinchen
Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Southern Biotec,
Birmingham (UK)
Gilson, Middelton (USA)
Carl Roth, Karlsruhe
Dumont Swissmade,
Montignez (Schweiz)
Sigma-Aldrich, Miinchen
Thermo Fischer Scientific,

Schwerte
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3 Methoden

3.1 Antikorpernachweis an pupalen und adulten
Reproduktionssystemen

Minnliche weifle Vorpuppen werden in einer Petrischale auf einem feuchten Filter gesammelt
und bis zum zu untersuchenden Alter auf 25 °C gehalten. Die pupalen Testes und die Geni-
talscheibe werden in einem Tropfen PBS frei prapariert. Die Gewebe werden fiir 20 Minuten
in 3,7 % F-PBS fixiert. Die Fixierung wird durch das Entfernen des Fixativs und das drei-
malige Waschen fiir zehn Minuten in PBT abgestoppt. Im Anschluss werden unspezifische
Bindestellen der Antikorper durch 30 Minuten in 5 % Ziegenserum blockiert. Der Erstanti-
korper wird in der gewiinschten Verdiinnung zur Blocklésung hinzugegeben und iiber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Am folgenden Tag wird der Erstantikérper durch dreimaliges Waschen fiir
zehn Minuten in PBT vom Gewebe entfernt. Darauthin wird das Préparat fiir zwei Stunden
mit dem Zweitantikorper inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten in PBT werden mit
Hoechst tiber Nacht bei 4 °C die Kerne markiert.

Die adulten Reproduktionssysteme werden ebenfalls in einem Tropfen PBS prépariert und im
Folgenden wie pupale Gewebe behandelt. Zusitzlich zur Kernmarkierung mit Hoechst wird

das F-Aktin-Zytoskelett mit Phalloidin angefarbt.
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3.2 Nachweis der Expression von Reporterkonstukten

durch die Enzymaktivitat von Galaktosidase

Minnliche weif3e Vorpuppen von LacZ-Reporter enthaltenden transgenen Drosophila Linien
werden auf einem feuchten Filter bei 25 °C gehalten und zu einem gewiinschten Entwicklungs-
zeitpunkt die pupalen Testes und Genitalscheiben in einem Tropfen PBS prépariert. Die adul-
ten Organe der ménnlichen Reproduktionstrakte werden ebenfalls in PBS prapariert. Beide
Gewebe werden im Folgenden gleich behandelt: sie werden fiir 15 Minuten in 0,7 % Gluta-
raldehyd fixiert. Danach wird das Fixativ entfernt und die Gewebe dreimal kurz in PBS ge-
waschen. Nun wird 1 ml der Lac-Z Farbelosung hinzugegeben und die Farbreaktion gestartet.
Diese wird eine Stunde bzw. tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss an die Farbereak-
tion kann das Gewebe in einer Alkoholreihe entwiéssert und in EPON oder direkt in 50 %

Glycerin/PBT eingebettet werden.

3.3 Isolation CD8 markierter Zellen aus pupalen Mannchen

Minnliche weifle Vorpuppen des Fliegenstammes Mef2Gal4»mCD8-GFP werden auf einem
feuchten Filter bis zum gewtiinschten Alter auf 25 °C gehalten. Die pupalen Genitalscheiben
werden in einem Tropfen PBS prapariert und auf Eis gesammelt. Alle weiteren Schritte werden
auf Eis durchgefiihrt. Die Genitalscheiben werden dreimal mit 150 ul Dissoziations-Puffer ge-
waschen. Das Gewebe wird im Anschluss in 15 pl Elastase in fiinf Minuten dissoziiert. Wéh-
rend des Dissoziationsschrittes werden 10 ul magnetische CD8 Beats in 1 ml Puffer resuspen-
diert und fiir eine Minute im Magneten aufgereinigt. Die gewaschenen Beats werden in 10 pl
Dissoziations-Puffer aufgenommen. Zu den Geweben werden im Anschluss an den Dissozia-
tionsschritt 170 pl Dissoziations-Puffer und die gewaschenen CD8 Beats pipettiert. Dies wird
nun fiir 20 Minuten bei 4 °C stetig bewegt. Zur Aufreinigung der CD8 positiven Zellen wer-
den die Beats zwei Minuten im Magneten aus der Losung isoliert. Durch drei Waschschritte in
Dissoziations-Puffer werden Uberreste des Gewebes entfernt. An die Aufreinigung der CD8

positiven Zellen wird eine RNA-Isolation angeschlossen.
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3.4 RNA Isolation aus CD8 positiven Myoblasten

3.4 RNA Isolation aus CD8 positiven Myoblasten

Die aufgereinigten Zellen werden in 100 pl Lysispuffer stark geschiittelt. Es wird 1/2 V
100 %iger Ethanol dazugegeben. Das Lysat wird in die beigefiigten Filtercups pipettiert und
fir zehn Sekunden zentrifugiert. Der Uberstand wird entsorgt und der Filter mit 180 pl
Waschpuffer 1 erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wird mit 180 ul Waschpufter 2/3 zwei-
mal wiederholt. Nach dem dritten Waschschritt wird der Uberstand erneut entsorgt und der
Filter durch ein einminiitiges Zentrifugieren getrocknet. Nun wird der Filter auf ein neues
Auffanggefaf$ gesetzt und die RNA in 10 ul auf 75°C vorgewdrmten Elutionspuffer/Wasser
durch 30 sekiindiges Zentrifugieren eluiert. Dieser Elutionsschritt wird ein weiteres Mal
durchgefiihrt. Zuletzt wird die Konzentration der RNA bestimmt und diese bei —20 °C auf-

bewahrt.

3.5 mRNA Isolation

Zunidchst wird die Oligotex Suspension auf 37 °C erwédrmt, durch starkes Schiitteln homoge-
nisiert und bis zum weiteren Gebrauch bei Raumtemperatur gelagert. Des Weiteren werden
die Puffer OEB und OBB auf jeweils 70 °C und 37 °C erwdrmt. Das Volumen der RNA wird
mit RNAse-freiem Wasser auf 250 pl erhoht und 250 pl OBB Puffer sowie 15 pl Oligotex Sus-
pension dazugegeben. Das Gemisch wird zunéchst fiir drei Minuten bei 70 °C, im Anschluss
tiir zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wird die Losung fiir zwei Mi-
nuten bei 13000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wird auf Eis gelagert.
Das Pellet wird in 400 pl OW2 Puffer gelost, auf eine Spin-Column pipettiert und fiir eine
Minute bei 13000 rpm zentrifugiert. Die Spin-Column wird nun auf ein frisches Eppendorf-
gefaf$ tberfiithrt, 400 pl OW2 Puffer hinzugegeben und erneut eine Minute bei 13000 rpm
zentrifugiert. Erneut wird die Spin-Column auf ein frisches Eppendorfgefafl iberfithrt und
20 pul des vorgewarmten OEB Puffers (70 °C) auf die Sdule gegeben. Es folgt ein weiterer Zen-
trifugationsschritt: eine Mintute bei 13000 rpm. Dieser Elutionsschritt wird ein weiteres mal

wiederholt und die so gewonnene mRNA im Anschluss bei —20 °C gelagert.
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3.6 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wird dazu genutzt DNA Fragmente durch eine Hitze-
sensitive Polymerase zu amplifizieren. Dazu werden Oligonukleotide (Primer) genutzt, die

eine bekannte Region im Gen von Interesse binden kénnen. Das Programm ist wie folgt:

1. Initiale Denaturierung 95°C 5 Min

2. Denaturierung 95°C 0.5 Min

3. Bindung der Primer Tm  0.5-1 Min

4. Elongation 72°C 0.5 Min je 500 bp
Schritte 2 bis 4 werden bis zu 35 Mal wiederholt

5. Finale Elongation 72°C 10 Min
Lagerung bei 4°C

Die Zusammensetzung der Reaktionsansitze ist abhdngig von der genutzten Polymerase

und kann den Handbiichern der Hersteller entnommen werden.

3.7 Reverse-Transkriptase PCR

Die Reverse-Transkriptase PCR ermoglicht die Amplifikation von Transkripten. Dazu wird
zunidchst die RNA in cDNA umgeschrieben und im Folgenden durch das Binden spezifischer
Primer mittels einer PCR amplifiziert. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes kann

dem Handbuch entnommen werden. Das Programm ist wie folgt:

1. Reverse Transkription 50°C 30 Min
2. Initialer Aktivierungsschritt 95°C 15 Min
3. Denaturierung 94°C 1 Min
4. Primerbindung Tm 1Min
5. Elongation 72°C 1 Min

Schritte 3 bis 5 werden je nach RNA Menge 20 bis 40 Mal wiederholt
5. Finale Elongation 72°C 10 Min

Lagerung bei 4°C
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3.8 Haltung von Drosophila melanogaster

3.8 Haltung von Drosophila melanogaster

Fliegen werden auf Futterflaschen bei 18°C bis 25°C gehalten. Als Nahrung dient ein
Maisgrief3-Agar der etwa 2 cm hoch in die Flaschen gefiillt wird. Zur Stammbhaltung wer-
den die Fliegen alle zwei bis vier Wochen auf neue Futterflaschen gesetzt. Zur Analyse und
Verkreuzung werden die Fliegen mittels CO, betdubt und unter einem Stereomikroskop be-

trachtet.

3.9 Gewebespezifische Aktivierung von RNAi und
Fertilitatstests

Jungfriauliche Weibchen der Treiberlinie mit Gal4 unter der Kontrolle einer mesodermspez-
fischen Aktivatorsequenz werden mit Mannchen der gewéhlten UAS-RNAIi-Linie auf mittel-
groflen Flaschen verkreuzt. Die Elterntiere werden nach einer Woche auf eine frische Futter-
flasche gesetzt. Die Nachkommen der Kreuzungen werden entweder im pupalen Alter oder
als adulte Mannchen fiir weitere Analysen genutzt. Um die Fertilitit der mannlichen Nach-
kommen zu untersuchen, wird jeweils eines dieser Mdnnchen mit drei wildtypischen, jung-
fraulichen Weibchen auf kleinen Futterflaschen verkreuzt. Die Elterntiere werden nach einer
Woche entsorgt und nach einer weiteren Woche werden die Nachkommen dieser Kreuzungen

betrachtet.

3.10 Bestimmen der Kernzahl der Testesmuskeln

Minnliche weifle Vorpuppen werden auf einem feuchten Filterpapier bis zu 44 h APF bei
25°C gehalten. Aus den Médnnchen werden die pupalen Testes in einem Tropfen PBS prépa-
riert. Das Gewebe wird wie in ,, Antikorpernachweis an pupalen und adulten Reproduktions-
systemen” beschrieben, behandelt. Ein Antikorper gegen Tropomyosin wird verwendet, um
die Muskeln auf den Testes zu visualisieren. Die Testes werden am Mikroskop mit dem 40er
Objektiv vollstindig fotografiert. Die so gewonnenen Aufnahmen werden mit Hilfe von Ado-
be Photoshop zusammengesetzt, sodass alle Muskeln eines Testes erkannt werden konnen.

Nun wird die Anzahl der Kerne von jeweils 20 Muskeln pro Testis von zehn Testes bestimmt.
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Die so gewonnene Mittlere Anzahl von Kernen pro Muskel kann fiir die Bestimmung des

Fusionsindex F, genutzt werden:

MittlereKernzahlMef2Gal4d >> RN Ai + MittlereKernzahl RN Ai

Der F, ermdglicht eine Klassifizierung der Defekte:

F;>0,8 kein Fusionsdefekt
0,8>F, 20,7  schwacher Fusionsdefekt
0,7>F,>0,55 moderater Fusionsdefekt
0,55>F, 20,35 starker Fusionsdefekt
0,35>F, Fusionsblock
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4 Ergebnisse

4.1 Auf der Suche nach Proteinen, die an der Entwicklung
des mannlichen Reproduktionstraktes beteilig sind

Die Muskeln um die ménnlichen Reproduktionsorgane wurden im Rahmen vorangegange-
ner Arbeiten charakterisiert™®! Die Analyse der Kernzahl und des Filamentsystem zeig-
ten, dass wahrend der Metamorphose drei verschiedene Muskelarten entstehen. Es wurden
einige Komponenten, die an der Entwicklung dieser Muskeln beteiligt sind, gefunden, und
in der Einleitung bereits vorgestellt. Diese Komponenten stellen vermutlich jedoch nur einen
Bruchteil der Proteine dar, die an den Prozessen der Myogenese und der Funktionalitét der
unterschiedlichen Muskeln beteiligt sind. Daher wurde zu Beginn dieser Arbeit mit zwei Her-
angehensweisen versucht, Komponenten zu identifizieren, die in diesen Prozesse involviert
sind. Die Auswahl der zu untersuchenden Proteine stellte sich aus drei Gruppen zusammen:
(1) Proteine, von denen bekannt ist, dass sie an der embryonalen Myogenese beteiligt sind; (2)
Proteine, die wiahrend der Metamorphose in Mannchen exprimiert werden und (3) Proteine,

die an der Determination verschiedener Zelltypen beteiligt sind.

4.1.1 Charakterisierung der Muskulatur um die mannlichen

Reproduktionsorgane

Im Rahmen der Charakterisierung der Muskulatur der weiblichen Reproduktionsorgane wur-

den Sarkomer-Komponenten mit GFP markiert!!!, Myosin heavy chain (Mhc) kann in den
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A-Banden der Sarkomere gefunden werden. Tropomyosinl (TM1) lagert sich an die Aktin-
Filamente und ist demnach in allen Bereichen des Sarkomers, auf3er den Z-Scheiben zu detek-
tieren. Sallimus (Sls) verankert die dicken Myosinfilamente an der Z-Scheibe und ist demnach
ebenfalls an den Z-Scheiben zu finden. Die Proteine Integrin linked kinase (Ilk) und Zasp66

sind Komponenten der Sarkomere, die an den Z-Scheiben lokalisieren™ €],

Abbildung 4.1: Charakterisierung der Muskulatur von Testes und Seminalen Vesikeln. Die
Muskulatur und die Kerne der Testes wurden mit Phalloidin und Hoechst sichtbar gemacht.
Das Aktin-Filamentsystem entspricht dem von glatten Muskeln in Vertebraten (A). Die Ex-
pression der Sarkomer-Komponenten Mhc-GFP (B), TM1-GFP (C) und Zasp66-GFP (D) ist
ebenfalls in dem fiir glatte Muskulatur typischen Muster zu finden. Die EZM-Komponente
Perlecan kann mit einem Antikorper iiber der Muskelschicht visualisiert werden (E). Die Se-
minalen Vesikel sind von quergestreiften Muskeln umgeben (F). Mhc-GFP ist in diesen Mus-
keln exprimiert (G). Die Expression von Sls-GFP (H) und Zasp66-GFP (I) spiegeln das regel-
méflige Sarkomer-Muster der Muskeln wider. Perlecan kann mit einem Antikérper um die
Muskulatur der Seminalen Vesikel nachgewiesen werden. Mafistabsbalken 20 pm.

Zu Beginn wurden GFP-Trap-Linien dieser Proteine genutzt, um die Muskeln des mannli-
chen Reproduktionstraktes genauer zu beschreiben. Das Aktin-Filamentsystem der Muskeln
kann durch Phalloidin visualisiert werden. Abbildung f.JA zeigt die glatten Muskeln des Tes-
tes. Mhc-GFP sowie TM1-GFP wurden in diesen Muskeln exprimiert (Abbildung .1B und
C). Zasp66-GFP wurde in den Z-Scheiben und zusitzlich in den Zellkernen der Testesmus-
keln exprimiert (Abbildung @.ID). Um die Muskulatur weiter zu charakterisieren, wurde ein
Antikorper gegen die Extrazelluldre Matrix (EZM)-Komponente Perlecan genutzt. Die EZM
war in adulten Testes gleichmif3ig iber den Muskeln zu finden (Abbildung f.1E). Die Semi-
nalen Vesikel waren von einer Schicht quergestreifter Muskeln umgeben (Abbildung .1F).

Mhc-GFP konnte in den Muskeln exprimiert werden und lokalisierte im Kern dieser Zellen
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(Abbildung B.1G). Sls-GFP und Zasp66-GFP, die beide an den Z-Scheiben der Sarkomere lo-
kalisieren, wurden in den Muskeln der Seminalen Vesikeln sichtbar (Abbildung §.1H und I).
Perlecan markiert die Grenzen zwischen den einzelnen Muskeln (Abbildung f.1J). Im Duc-
tus ejaculatus, welcher ebenfalls von quergestreiften Muskeln umschlossen wird, konnten
durch die Expression von Mhc-GFP, Sls-GFP, TM1-GFP und Zasp66-GFP die Z-Scheiben
sowie die A-Banden sichtbar gemacht werden (Abbildung f.2A-E). Die EZM war auch hier
iber den Muskeln nachzuweisen (Abbildung §.2F). Die weiteren Muskeltypen der Spermi-
enpumpe und des Paragoniums wiesen ebenfalls eine Expression der Sarkomer- und EZM-
Komponenten in den entsprechenden Bereichen auf (Abbildung f.2G-Q und T). Ausschlief3-
lich in den Muskeln des Paragoniums konnte noch das Protein IlIk-GFP nachgewiesen wer-
den, das ebenfalls an den Z-Scheiben der Sarkomere lokalisierte (Abbildung f.2R). Mit Hilfe
publizierter GFP-Trap Linien konnte das Sarkomer-Muster der Muskulatur des mannlichen

Reproduktionstraktes beschrieben werden.

4.1.2 Wenige GFP-Trap- und Promotor-Reporter-Linien deuten auf
eine Rolle der Proteine in der Muskelentwicklung des

Reproduktionstraktes hin

Um einen ersten Eindruck zu bekommen, ob ein Protein in die Entwicklung der Muskula-
tur des mannlichen Reproduktionstraktes involviert ist, wurden GFP-Trap- und Promotor-
Reporter-Linien genutzt. In den meisten Féllen befindet sich am C- oder N-Terminus des
Proteins von Interesse ein GFP-Anhang oder Fragmente des Proteins sind an ein GFP gekop-
pelt. In einigen Fallen ist das GFP durch ein Lac-Z ersetzt worden. Aus diesen Linien wurden
die méannlichen Reproduktionstrakte prapariert und direkt unter dem Mikroskop hinsichtlich
einer GFP-Fluoreszenz in Myoblasten/Myotuben oder Muskeln untersucht. In den Lac-Z Li-
nien wurde mittels einer Lac-Z Farbung oder eines Nachweises mit einem Antikorper gegen
B3-Galaktosidase das Signal sichtbar gemacht. Um einen Uberblick iiber die gesamte Entwick-
lung der Muskulatur zu bekommen, wurden drei Zeitpunkte analysiert: Genitalscheiben und
Testes bei 24-26 h APF (vor der Fusion), Genitalscheiben und Testes bei 30-40 h APF (nach
der Fusion und wéihrend der Wanderung) und adulte Reproduktionstrakte. Tabelle £.1] fasst

die Ergebnisse der Analysen der Reporter-Linien zusammen.
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Ductus ejaculatus B Spermienpumpe H

Mhc-GFP

TM1-GFP

Perlecan e : Perlecan

Zasp66-CGFP | —

Paragonium

Mho-GFP fl ‘s’ +

Perlecan

Zasp66-GFP il

Abbildung 4.2: Charakterisierung der Muskulatur von Ductus ejaculatus, Spermienpum-
pe und Paragonien. Die Muskulatur des Ductus ejaculatus ist quergestreift, die Z-Scheiben
der Sarkomere sind mit Phalloidin zu erkennen (A). Mhc-GFP kann in der Muskulatur nach-
gewiesen werden (B). Die Expression der Sarkomer-Komponenten Sls-GFP (C), TM1-GFP
(D) und Zasp66-GFP (E) spiegelt das regelméaflige Muster der quergestreiften Muskeln wider.
Ein Antikorper gegen Perlecan visualisiert die EZM u, die Muskulatur des Ductus ejaculatus
(F). Die Muskeln der Spermienpumpe liegen ficherartig vor und weisen ein quergestreiftes
Sarkomer-Muster auf (G). Die Expression von Mhc-GFP (H), Sls-GFP (I), TM1-GFP (]J) und
Zasp66-GFP (K) kann in den Muskeln der Spermienpumpe nachgewiesen werden. Die EZM-
Komponente Perlecan kann mit einem Antikorper visualisiert werden (L). Die quergestreifte
Muskulatur des Paragoniums wird mit Phalloidin (M) und Mhc-GFP (N) sichtbar gemacht.
Sls-GFP (O), TM1-GFP (P), Zasp66-GFP (Q) und IIk-GFP (R) zeigen das quergestreifte Mus-
ter der Sarkomere. Rac2-GFP wird in der Muskulatur des Paragoniums exprimiert (S). Maf3-
stabsbalken 20 um.
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Tabelle 4.1: Ubersicht der Expression von GFP-Trap- und Promotor-Reporter-Linien wih-
rend der Entstehung des ménnlichen Reproduktionstraktes

Protein Linie 24-26 h APF 30-40 h APF adult
Basigin G00298 ub. in Membra- | ub. in Membra- | k. S.

nen nen
Basigin CA06978 ub. in Membra- | ub. in Membra- | k. S.

nen nen
Basigin G00270 ub. in Membra- | ub. in Membra- | k. S.

nen nen
Basigin G00413 ub. in Membra- | ub. in Membra- | k. S.

nen nen
Blow TBP3c k. S. n. d. n. d.
Src64B YD0722 k. S. k. S. k. S.
Src64B YDI1111 k.S. k.S. k.S.
Pak3 CB04117 k.S. k.S. k.S.
Fimbrin CC01493 n. d. k. S. k. S.
Racl BL52283 ub. ub. k. S.
Racl BL52284 ub. ub. n. d.
Rac2 BL52286 ub. ub./Anreicherung Muskeln des Pa-

im Bereich des | ragoniums
Paragoniums
Rac2 BL52287 n. d. ub. Muskeln des Pa-
ragoniums

Misfire BL24747 k. S. n. d. k. S.
Mhcl YDO0783 ub. n. d. ub.
Btk29A BL50878 k.S. n. d. n.d.
Lameduck Prom +/231 k. S. k. S. n. d.
Lameduck Prom +/123 k. S. n. d. n. d.
Lameduck 1LP3Pvo k. S. n. d. k. S.
Delta YDO0337 k. S. k. S. k. S.
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Delta YB0141 k.S. k.S. k. S.
Mothers BL35987 k. S. k. S. k. S.
against dpp

Dpp BL36399 k.S. k.S. k.S.
Dpp BL55499 k. S. k. S. k. S.
Brinker BL38629 k. S. n. d. k. S.
Bifid BL35942 k. S. k. S. k. S.
Bagpipe k. S. k. S. k. S.
bHLH54b k. S. k. S. k. S.
DSwipl YB0230 D k. S. k.S. k.S.

k.S: kein Signal
ub.: ubiquitér
n.d.: nicht determiniert

Das Immunglobulin-Familienmitglied Basigin war in den Membranen aller Zellen auf den
Genitalscheiben und pupalen Testes zu erkennen. In adulten Organen war hingegen kein Si-
gnal zu sehen. Die GTPase Racl konnte ebenfalls in allen Zellen der Genitalscheibe und der
pupalen Testes visualisiert werden. Auch hier war in adulten Organen kein Signal zu erken-
nen. Die GTPase Rac2 war ebenfalls in allen Zellen der Genitalscheibe exprimiert, es konn-
te jedoch eine Verstarkung des Signals im Bereich des auswachsenden Paragoniums bei 30-
40 h APF beobachtet werden. In adulten Paragonien war ein GFP-Signal in der Muskulatur
auszumachen (Abbildung f.2S). Die anderen Organe wiesen hingegen kein Signal auf. Alle
weiteren untersuchten Linien konnten kein spezifisches Signal in den Myoblasten/Myotuben
oder Muskeln zu den analysieren Zeitpunkten aufweisen. Da die Anzahl der nutzbaren Li-
nien gering und die Abwesenheit eines GFP/Lac-Z Signals kein Ausschlusskriterium fiir die
untersuchten Proteine darstellt, wurden im weiteren Verlauf die Expression von Transkripten

in den Myoblasten analysiert.
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4.1.3 Die Transkripte von Determinationsfaktoren und Aktin
Regulatoren konnen in Myoblasten der Genitalscheibe

nachgewiesen werden

Die Analyse der Expression von Transkripten in Myoblasten sollte weiter Einblicke in die Mo-
lekiile geben, die an der Entwicklung der verschiedenen Muskeltypen beteiligt sein konnten.
Dazu wurden die Myoblasten mit Mef2Gal4»mCD8-GFP markiert. Das mCD8-GFP wurde
dazu genutzt, die Myoblasten mit Hilfe magnetischer Beats von den anderen Zellen der Geni-
talscheibe zu trennen. Aus den so aufgereinigten Zellen wurde RNA isoliert, die im Weiteren
fir RT-PCRs genutzt wurde. Um nicht nur einen Einblick zu bekommen, ob ein Transkript
vorhanden ist, sondern auch Schliisse auf die Funktion ziehen zu kénnen, wurde RNA zu vier
unterschiedlichen Zeitpunkten isoliert: 8 h APF (frithe Determination), 16 h APF (spéte De-
termination), 24 h APF (kurz vor der Fusion) und 30 h APF (nach der Fusion und vor dem
Wandern). Tabelle {.2 fasst die Ergebnisse zusammen. Zunéchst wurden die Transkripte von
bekannten Determinationsfaktoren untersucht: der Myoblasten-spezifische Transkriptions-
faktor Mef2 konnte zu allen vier Zeitpunkten nachgewiesen werden. Es konnten Transkripte
aus dem Notch-Signalweg und dem Dpp-Signalweg amplifiziert werden. Viele der Faktoren,
die im Embryo in die Determination von FCs und FCMs involviert sind, konnten ebenfalls
in den Myoblasten der Genitalscheibe nachgewiesen werden (lameduck, ladybird early, apte-
rous). Andere, wie zum Beispiel fushi tarazu, slouch und kriippel konnten hingegen nicht am-
plifiziert werden. Des Weiteren wurde der Fokus auf Molekiile gelegt, die bereits aus der em-
bryonalen Myogenese bekannt sind. Die Transkripte der Adhesionsmolekiile Duf, Sns, Hbs
und Rst konnten zu allen vier Zeitpunkten nachgewiesen werden. Die analysierten Regulato-
ren der F-Aktin-Polymerisation, die im Embryo an der Fusion der Myoblasten beteiligt sind,
wurden ebenfalls von 8 h bis 30 h APF transkribiert. Weiterhin konnten die Transkripte von

u. a. schizo, sing, shark und cadherinen amplifiziert werden.
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Tabelle 4.2: Ubersicht der Transkriptexpression in Myoblasten der Genitalscheibe

Determination

Transkript 8h APF | 16 h APF | 24h APF | 30 h APF
twist - + + +
mef2 + + + +
notch + + + -
delta + + + +
serrate - - + +
cut + + + +
pebbled + + - +
E(sp)m6 n.d + + n.d.
big brain + + + +
numb + + + +
sanpodo + + + +
partner of numb + + + +
tramtrack + + + +
biniou - - + +
lameduck + + + +
vestigle - - + +
drop + + + +
fushi tarazu - - - -
ladybird early + + + +
even skipped + + + +
tinman - - - -
apterous + + + +
slouch - - - -
salm + + + +
kriippel - - - -
single minded + + + +
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nautilus + + + +
dpp + + + +
thickveins + + + T
punt + + + +
medea + + + +
dpp target gene - + + +
daughters against dpp + + + +
bifid - + + -
schnurri + + + T
Adhesionsmolekiile

Transkript 8h APF | 16 h APF | 24 h APF | 30 h APF
duf + + + +
sns + + + +
hbs + n.d. + +
rst + n.d + +
Aktin Regulatoren

Transkript 8h APF | 16 h APF | 24 h APF | 30 h APF
scar + + + +
wasp + + + -
vrpl + + + +
cdc42 + n.d + +
racl n.d. + + n.d
mbc + n.d + +
pakl + + + +
blow - + + +
kette + + + T
dock n.d. + + n.d
schizo + + + +
crk + n.d + +
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Sonstiges

Transkript 8h APF | 16 h APF | 24 h APF | 30 h APF
rols - + + +

Dswipl n.d. - + +

sing + + + +

mhcl + + + +

shark + + + +
Cadherine

Transkript 8h APF | 16 h APF | 24 h APF | 30 h APF
shotgun + + + +

cad99C - + + +

+: Transkript nachweisbar
-: Transkript nicht nachweisbar
n.d.: nicht determiniert

4.2 Die Regulation von Aktin wahrend der

Myoblastenfusion

Die Transkripte von Regulatoren der F-Aktin-Polymerisation konnten aus isolierter cDNA
von Myoblasten der Genitalscheibe amplifiziert werden. Wahrend der embryonalen Myoge-
nese sind diese Proteine an der heterotypischen Fusion der Myoblasten beteiligt. Im weiteren
Verlauf dieses Kapitels liegt der Fokus nun auf der Rolle der F-Aktin Umstrukturierung wéh-
rend der Fusion der Testes-relevanten Myoblasten, speziell auf der Regulation des Arp2/3

Komplexes.

4.2.1 Lifeact-GFP lokalisiert an den Membranen der Myoblasten

Wihrend der Fusion der Myoblasten im Embryo kommt es zu einer Akkumulation von F-
Aktin an den Kontaktstellen der fusionierenden Zellen. Auf Seiten der FCMs wird ein Aktin-

Fokus, auf Seiten der FCs eine diinne Aktin-Schicht ausgebildet. Beide Akkumulationen
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werden durch die verzweigte Polymerisation von F-Aktin geformt, die durch den Arp2/3-
Komplex reguliert wird®, Die Untersuchung, ob dhnliche Strukturen auch in den Myob-
lasten tiber den Seminalen Vesikeln zu beobachten sind, wurden mittels der Expression von
Lifeact-GFP und mCD8-RFP in allen Myoblasten durchgefiihrt. Ab 28 h APF sind erste mehr-
kernige Myotuben zu erkennen, daher wird der Zeitpunkt des Fusionsbeginns auf 28 h APF
festgelegt und die Zellen als Myoblasten/Myotuben beschrieben. Zu diesem Zeitpunkt konnte
Lifeact-GFP in allen Myoblasten/Myotuben an den Membranen visualisiert werden. Es konn-
ten keine Kontaktstellen zwischen fusionierenden Zellen beobachtet werden (Abbildung §.3A
und B). Lifeact-GFP akkumulierte in den Myoblasten/Myotuben zum Epithel des Seminalen
Vesikel hin (Abbildung f.3A" und B’). In einigen Myoblasten waren lange Lifeact-GFP positi-
ve Filopodien auszumachen (Pfeilkopfe Abbildung §.3).

' Mef2Gal4>>
A . lifeact-GFP;mCD8-RFP
Seminales Vesikel 28-h APF

9% ¥ lifeact-GFP i@

Abbildung 4.3: Lifeact-GFP kann an der Membran der Myoblasten und Myotuben visuali-
siert werden. Die Myoblasten und Myotuben der Genitalscheibe sind mit mCD8-RFP mar-
kiert. Bei 28 h APF lokalisiert Lifeact-GFP in allen Myoblasten und Myotuben an der Mem-
bran (A und B). Myoblasten und Myotuben angrenzend zum Epithel weisen eine Anreiche-
rung von Lifeact-GFP auf (A’ und B’). Vereinzelt sind Lifeact-GFP positive Filopodien zu
erkennen (Pfeilkopfe, A-B’). Maf3stabsbalken 20 pm.
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Mef2Gal4>>lifeact-GFP
A Seminales Vesikel 28 h APF

lifeact-GFP
0 sec

Mef2Gal4>>lifeact-GFP
Testis 36 h APF

/) lifeact-GFP
0 sec

Abbildung 4.4: Myoblasten und Myotuben auf dem Seminalen Vesikel weisen dynami-
sche Filopodien auf. Lifeact-GFP in allen Myoblasten und Myotuben spiegelt das Aktin-
Zytoskelett wider. Live-Aufnahmen von Myoblasten und Myotuben bei 28 h APE Filopo-
dien bilden sich innerhalb von 198 Sekunden {iber mehrere Zelllingen hinweg (Pfeilkopfe,
A-D). Innerhalb der nédchsten 132 Sekunden wird dieses Filopodium wieder abgebaut (E-F).
Myotuben auf dem Testis weisen bei 36 h APF mehr Filopodien auf als bei 28 h APF auf dem
Seminalen Vesikel. Diese sind stabil und werden weder verlangert noch verkiirzt (Pfeilkopfe,
G-L). Sterne markieren Basis und Spitze der Filopodien.

Bei den in Abbildung f.3 dargestellten Geweben handelte es sich um fixierte Priparate, in

denen mit Hoechst die Zellkerne markiert wurden. Um den dynamischen Prozess der Fusion

50



4.2 Die Regulation von Aktin wihrend der Myoblastenfusion

und der Lifeact-GFP Expression verfolgen zu kénnen, wurden die Myoblasten {iber dem Se-
minalen Vesikel in Live- Aufnahmen beobachtet. Es war nicht méglich den Fusionsprozess zu
visualisieren, hingegen konnte das dynamische Verhalten der bereits beschriebenen Filopodi-
en dokumentiert werden. Einige Myoblasten bildeten innerhalb von kurzer Zeit Filopodien
tiber mehrere Zelllingen hinweg aus (Abbildung f.4A-D). Diese wurden in einem ebenfalls
sehr kurzen Zeitraum wieder abgebaut (Abbildung f.4E und F). Um zu untersuchen, ob die
Filopodien eine Bedeutung fiir die Migration der Myotuben auf den Testes haben, wurden
Live-Aufnahmen bei 36 h APF aufgezeichnet. In einem Zeitraum von 324 Sekunden blieben
die Filopodien der Myotuben stabil, es konnte kein Ausstrecken oder Abbauen beobachtet
werden (Abbildung §.4G-L). Das Ausbilden von Lifeact-GFP positiven Filopodien deutet auf

eine aktive F-Aktin-Polymerisation hin.

4.2.2 Arp3 und SCAR werden in Testes-relevanten Myoblasten
exprimiert

Die Polymerisation von verzweigtem F-Aktin wird durch den Arp2/3-Komplex initiiert. Die
Aktivierung dieses Komplexes kann durch SCAR oder WASp geschehen™®!, Die Transkrip-
te beider Molekiile konnten in den Myoblasten nachgewiesen werden. Spezifische Antikor-
per gegen Arp3 und SCAR sollten Aufschluss dariiber geben, ob auch die Proteine in den
Testes-relevanten Myoblasten/Myotuben exprimiert werden. Genitalscheiben wurden aus
Mef2Gal4»mCD8-GFP Miannchen prépariert, in denen alle Myoblasten durch ein GFP-Signal
markiert sind. Der Antikorper gegen Arp3 erkannte in den Myoblasten bei 24 h APF das Pro-
tein in der dufleren Schicht der Myoblasten (Abbildung f.5A-A”). Bei 30 h APF, wenn die
Fusion abgeschlossen ist, kann Arp3 in den mehrkernigen Myotuben nachgewiesen werden
(Abbildung §.3B-B”). Um zu bestimmen, in welchem Zelltyp Arp3 exprimiert wird, wurde
ein spezifischer Antikorper gegen das Adhdsionsmolekiil Duf verwendet. Duf wird bei 24 h
APF nur in der inneren Schicht, den FC-artigen Myoblasten, exprimiert!™!, Arp3 und Duf
wiesen keine Kolokalisation in den Myoblasten auf (Abbildung f.53C-C”). Auch das Protein
SCAR konnte in den Stadien vor der Fusion in der dufleren Schicht der Myoblasten mit einem
Antikorper nachgewiesen werden (Abbildung f.3D-D”). Nach der Fusion war SCAR in der

einzelnen Schicht
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Mef2Gal4>>mCD8-GFP Mef2Gal4>>mCD8-GFP Mef2Gal4>>mCD8-GFP
A Seminales Vesikel 24 h APF B Seminales Vesikel 30 h APF C Seminales Vesikel 24 h APF

Pg
VSD

" mCD8-GFP mCD8-GEP

Mef2Gal4>>mCD8-GFP Mef2Gal4>>mCD8-GFP ' Mef2Gal4>>mCD8-GFP
pg Seminales Vesikel 24 h APF = Seminales Vesikel-30 h APF Seminales*Vesikel 24 h APF

pg - N

mCD8-GFP 4 : 8- e HED8-GFP

v 4
mCD8-@FP K mCD8-GFP

Abbildung 4.5: Arp3 und SCAR werden in Myoblasten auf dem Seminalen Vesikel expri-
miert. mCD8-GFP markiert die Myoblasten, Hoechst die Zellkerne. Ein spezifischer Anti-
korper gegen Arp3 erkennt das Protein bei 24 h APF in der dufleren Myoblastenschicht iiber
dem Seminalen Vesikel (A-A”). Bei 30 h APF ist das Protein weiterhin in den Myotuben nach-
weisbar (B-B”). Das Adhésionsmolekiil Duf kann mit einem spezifischen Antikérper in der
inneren Schicht der Myoblasten, den FC-artigen Zellen, visualisiert werden. Arp3 kolokali-
siert bei 24 h APF nicht mit Duf (C-C”). SCAR kann mit einem spezifischen Antikorper bei
24 h APF in der dufleren Schicht der Myoblasten nachgewiesen werden (D-D”). Auch bei
30 h APF ist das Protein in Myotuben exprimiert (E-E”). Bei 24 h APF kolokalisieren Duf
und SCAR nicht in den FC-artigen Zellen (F-F”). vs: Seminale Vesikel; pg: Paragonium; Kis-
ten markieren den vergroéf8erten Bereich in ’ und ”. Maf3stabsbalken 20 um.

Myotuben zu finden (Abbildung .5E-E”). Auch SCAR wies keine Kolokalisation mit dem Ad-
hésionsmolekiil Duf auf (Abbildung f.5F-F”). Sowohl Arp3 als auch SCAR scheinen demnach

in den FCM-artigen Zellen exprimiert zu werden.
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4.2.3 Eine Reduktion von Regulatoren der verzweigten
F-Aktin-Polymerisation fiihrt zu Fusionsdefekten in

Testesmuskeln

Transkripte und Proteine einiger Regulatoren der verzweigten F- Aktin-Polymerisation konn-
ten in den Myoblasten und Myotuben der Genitalscheibe nachgewiesen werden. Ob diese
Expression eine Bedeutung fiir die Entwicklung der Muskulatur hat, wurde durch RNAi Stu-
dien ermittelt. Die RNAi-Linie gegen das Gen von Interesse wurde mit der Treiber-Linie
Mef2Gal4»Dcr2 verkreutzt und die ménnlichen Nachkommen analysiert. Sollte der Knock-
down eines Kandidaten zu frither Letalitdt fithren, wurden die Versuche ohne die Verstar-
kung durch Dcr2 wiederholt. Die Organe des adulten Reproduktionstraktes wurden prépa-
riert und mit Phalloidin und Hoechst gefarbt, um das Aktin-Filamentsystem und die Zellker-
ne zu visualisieren. Wenn moglich wurden jeweils zwei unabhingige Linien analysiert und
die Ergebnisse verglichen. Tabelle 8.1 fasst diese Ergebnisse zusammen. Der Knock-down der
Arp2/3-Komponenten resultierte jeweils einmal in vollig wildtypischen Organen und Muskel-
schichten. Jeweils eine Linie wies hingegen Defekte in der Morphologie der Testes auf (Abbil-
dung f.6A und F). Die Muskelschichten der Testes hatten Locher, das regelmaf3ige Muster war
gestort (Abbildung f.6A’ und F’). Die somatischen Organe zeigten eine wildtypische Musku-
latur (Abbildung §.6B-D und G-J). Nur im Facher der Spermienpumpe in arp2 Knock-down
Minnchen waren einige Muskeln verkiirzt, andere fehlten (Abbildung f.6E). scar wurde mit
zwei unabhdngigen Linien herunter reguliert, wobei eine Linie erneut in wildtypischen Or-
ganen resultierte. Die zweite Linie wies, vergleichbar mit Arp2 oder Arp3, eine Verdickung
im apikalen Bereich der Testes auf, dort waren Locher in der Muskulatur zu finden und die
Muskeln bildeten keine gleichméflige Schicht (Abbildung f.7A und A). Die anderen Orga-
ne zeigten keine Defekte in der quergestreiften Muskulatur (Abbildung f£.7B-E). Der Knock-
down von wasp hatte keine offensichtlichen Effekte auf die Entwicklung der verschiedenen
Muskeltypen. Bei Vrpl konnten wieder zwei unabhédngige Linien verglichen werden. In bei-
den Fillen fithrte der Knock-down dazu, dass die Testes im apikalen Bereich verdickt waren
und die Muskelschicht 16chrig war (Abbildung f.7F und F”). Die Organe, in denen querge-
streifte Muskeln zu finden sind, wurden von dem Knock-down von vrpl nicht beeinflusst

(Abbildung B.7G-]).
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Mef2Gal4>>Dcr2;arp2-RNAi
A' ~ N v29944 Testis adult Seminales Vesikel adult
Testis adult

Paragonium adult Ductus ejaculatus adult Spermienpumpe adult

Testis adult Seminales Vesikel adult

Paragonium adult Ductus ejaculatus adult Spermienpumpe adult

Abbildung 4.6: Myoblasten-spezifischer Knock-down von arp2 resultiert in schwachen De-
fekten. Der Treiber Mef2Gal4»Dcr2 wurde fiir einen Myoblasten-spezifischen Knock-down
verwendet. Phalloidin visualisiert das Filamentsystem der Muskeln, Hoechst die Zellkerne.
Der Knock-down von arp2 mit der Linie v29944 fiihrt zu einer gestorten Morphologie der
Testes. Der apikale Bereich ist verdickt und der Testis ist nicht gedreht (A). Die Muskulatur
im verdickten Bereich weist vereinzelte Defekte auf, die Muskeln bilden keine durchgéngige
Schicht (A’). Seminales Vesikel (B), Paragonium (C) und Ductus ejaculatus (D) weisen keine
Defekte in der Muskulatur auf. Das Filamentsystem der Muskeln der Spermienpumpe zei-
gen ebenfalls keine Defekte, es fehlen jedoch einzelne Muskeln (E). Testes von arp3-RNAi
(BL32921) Ménnchen sind im apikalen Bereich verdickt (F), die Muskelschicht weist einige
Locher auf (F’). Die Organe somatischen Ursprungs weisen eine wildtypische, quergestreif-
te Muskelschicht auf (G-]J). Kdsten markieren den vergrofierten Bereich in © Mafistabsbalken
20 pm.
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4.2 Die Regulation von Aktin wihrend der Myoblastenfusion

Vergleichbare Defekte in der Morphologie und der Muskulatur der Testes wurde durch das
herunter Regulieren von racl, mbc, kette und kette in Kombination mit blow hervorgerufen.
Im Gegensatz dazu hatte der Knock-down von cdc42, pak, blow, dock und schizo keinen Ef-
fekt auf die Entwicklung der Organe des méannlichen Reproduktionstraktes. Die Defekte, die
durch den Knock-down der Regulatoren der verzweigen F-Aktin-Polymerisation hervorge-
rufen wurden, konnten Auswirkungen auf die Fertilitit der Mdnnchen haben. Daher wurden
Fertilitatstests durchgefiihrt, bei denen die Mannchen aus den RNAi-Kreuzungen mit wild-
typischen Weibchen verpaart wurden. Die Kreuzungen wurden beziiglich der Nachkommen
untersucht. Einige RNAi-Kreuzungen brachten Mannchen hervor, bei denen die Fertilitit im
Vergleich mit Kontroll-Ménnchen deutlich reduziert war: arp2, scar, mbc und kette. Bei allen
anderen RNAi-Kreuzungen war die Fertilitit der Mannchen vergleichbar mit den Kontrol-
len (Abbildung f.8). Die geringen Defekte, die durch das herunter Regulieren von Regulato-
ren der verzweigten F- Aktin-Polymerisation spezifisch in Myoblasten hervorgerufen wurden,
lassen vermuten, dass die untersuchten Proteine wenig Einfluss auf die Entwicklung der Tes-
tesmuskeln haben. Es war jedoch nicht méglich, in der dichten, sich iiberlappenden Muskel-
schicht einzelne Muskeln und deren Kernzahl zu bestimmen. Um also Einfliisse der Proteine
auf die Myoblastenfusion erkennen zu konnen, wurden Testes der Knock-down Ménnchen
bereits 44 h APF prépariert. Zu diesem Zeitpunkt konnten die einzelnen Muskeln unterschie-
den und die Kernzahl bestimmt werden. Von Knock-down und Kontroll-Testes wurden je-
weils von 200 Muskeln die Kernzahl bestimmt und der Mittelwert berechnet (sieche Tabel-
le B.2)). Zundchst wurde der prozentuale Anteil der Muskeln mit einer spezifischen Kernzahl
betrachtet. Dabei fiel auf, dass in den Kontrollen die Mehrzahl an Muskeln eine Kernzahl

zwischen zwei und vier aufwiesen (Abbildungen f.9und §.10).
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Testis adult Seminales Vesikel adult

Paragonium adult Ductus ejaculatus adult Spermienpumpe adult

Testis adult Seminales Vesikel adult

Paragonium adult Ductus ejaculatus adult Spermienpumpe adult

Abbildung 4.7: Knock-down von scar und vrpl via RNAi fithrt zu schwachen Defekten
in Testes. Mef2Gal4»Dcr2 reduziert die Transkriptmenge spezifisch in Myoblasten. Das Fil-
amensystem wird mit Phalloidin, die Zellkerne mit Hoechst sichtbar gemacht. Myoblasten-
spezifischer Knock-down von scar (BL31126) resultiert in einer stark verdickten apikalen Re-
gion in Testes (A). Die einzelnen Muskeln tiberkreuzen sich und bilden keine gleichmaflige
Schicht um das Organ (A’). Seminales Vesikel (B), Paragonium (C), Ductus ejaculatus (D)
und Spermienpumpe (E) zeigen ein wildtpyisches, quergestreiftes Muskelmuster. Reduzierte
Mengen an vrpl (BL36704) in Myoblasten sorgen fiir eine Verdickung des apikalen Berei-
ches der Testes (F). In diesen Bereichen sind Locher in der Muskulatur zu erkennen (F’). Die
Organe somatischen Ursprungs weisen keine Defekte in der Muskulatur auf (G-J). Kasten
markieren den vergrof8erten Bereich in . Maf3stabsbalken 20 pm.
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Abbildung 4.8: Die Fertilitit der Mannchen aus RNAi Knock-down Kreuzungen ist re-
duziert. Myoblasten-spezifischer Knock-down von arp2 (v29944), scar (BL31126), mbc
(BL51446) und kette (v103380) verringert die Fertilitdit der Mannchen deutlich im Vergleich
zu Kontrollen. Sterne markieren sterile Kreuzungen. n=30.

Nach dem herunter Regulieren von arp2, arp3, scar, wasp und vrp1 stieg die Anzahl der ein-
und zweikernigen Muskeln deutlich an. Eine Reduktion von cdc42 hatte hingegen kaum einen
Effekt auf die prozentuale Verteilung der Kernzahlen (Abbildung.9). Auch der Knock-down
von mbc, blow, kette und kette und blow in Kombination sorgte fiir eine Verschiebung des
prozentualen Anteils der ein- und zweikernigen Muskeln. racI und pak Knock-down hatte
einen schwicheren Effekt auf die Kernzahlen, dock und schizo Knock-down hingegen keinen
(Abbildung f.10). Eine Moglichkeit, die Effekte auf die Kernzahl der Testesmuskeln zu klassi-
fizieren, ist der Fusionsindex F, (vergleiche Kapitel B.I0). Dabei wurde die mittlere Kernzahl
der Knock-down Situation mit der mittleren Kernzahl der Kontrollen verglichen und in fiinf
Kategorien unterteilt: Fusionsblock, starke Fusionsdefekte, moderate Fusionsdefekte, schwa-
che Fusionsdefekte oder keine Fusionsdefekte. Die Klassifizierung der Ergebnisse zeigte, dass
das herunter Regulieren von arp2, arp3, scar, vrpl, mbc und kette und blow in Kombination
zu starken Fusionsdefekten fithrte. Eine Reduktion von wasp, blow, kette, racl und pak fithr-
te hingegen nur zu schwachen bis moderaten Fusionsdefekten. Der Knock-down von cdc42,
dock und schizo hatte keinen Effekt auf die Fusionseffizienz der Myoblasten (Tabelle §.3). Ei-
ne Reduktion der Regulatoren der verzweigten F-Aktin-Polymerisation hatte kaum Einfluss
auf die korrekte Bildung der Organe des minnlichen Reproduktionstraktes und die Fertilitat
dieser Mannchen. Eine Rolle dieser Proteine wiahrend der Fusion konnte durch die reduzierte

Fusionseffizienz der Myoblasten gezeigt werden.
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cdc4? BL28021
Mef2Gald>>Dcr2;cdc42 BL28021
cdc 42 BL42861
Mef2Gal4>>Dcr2;cdc42 BL42861
vrpl BL36704
Mef2Gal4>>Dcr2;vrp1 BL36704
vrpl BL38201

Mef2Gal4>>Dcr2;vrp1 BL38201

wasp v108220
Mef2Gal4>>Dcr2;wasp v108220 m1i
scar BL36121 m?
Mef2Gald>>Dcr2;scar BL36121 m3
scar BL31126 m4
Mef2Gal4>>Dcr2;scar BL31126 m5
mo6

arp3 BL53972
Mef2Gal4>>Dcr2;arp3 BL53972
arp3 BL32921
Mef2Gald>>Dcr2;arp3 BL32921
arp2 v29944
Mef2Gald>>Dcr2;arp2 v29944

arp2 BL27705

Mef2Gald>>Dcr2;arp2 BL27705

Muskeln mit spezifischer Kernzahl %

Abbildung 4.9: Prozentualer Anteil an Muskeln mit spezifischer Kernzahl in Testes aus
RNAi-Kreuzungen im Vergleich zu Kontroll-Testes. In Kontroll-Testes weist die Mehrzahl
an Muskeln zwei bis vier Kerne auf. Testes mit einem Myoblasten-spezifische Knock-down
von Regulatoren der verzweigten F-Aktin-Polymerisation weisen eine erhohte Prozentzahl
an Muskeln auf, die weniger als drei Kerne besitzten. n=200.

58



4.2 Die Regulation von Aktin wihrend der Myoblastenfusion

schizo BL39060
Mef2Gal4>>Dcr2;schizo BL39060
dock BL27728
Mef2Gald>>dockBL27728
kette;blow v109980;v15817

Mef2Gald>>Dcr2;kette;blow...
kette v103380
Mef2Gald>>Dcr2;kette v103380
blow v15817

Mef2Gald>>Dcr2;blow v15817

pak BL35141 1
Mef2Gald=>>Dcr2;pak BL35141 m2
mbc BL33722 m3
Mef2Gal4>>Dcr2;:mbc BL33722 ma
mbc BL44424 ms

m6

Mef2Gal4>>Dcr2:mbc BL44424
mbc BL32355
Mef2Gal4>>Dcr2;mbc BL32355
mbc BL51446
Mef2Gald>>Dcr2;mbc BL51446
racl BL28985
Mef2Gald>>Dcr2;racl BL28985

racl BL24910

Mef2Gal4>>Dcr2;racl BL34910

Muskeln mit spezifischer Kernzahl %

Abbildung 4.10: Prozentualer Anteil an Muskeln mit spezifischer Kernzahl in Testes aus
RNAi-Kreuzungen im Vergleich zu Kontroll-Testes. In Kontroll-Testes weist die Mehrzahl
an Muskeln zwei bis vier Kerne auf. Testes mit einem Myoblasten-spezifische Knock-down
von Regulatoren der verzweigten F- Aktin-Polymerisation weisen eine erhohte Prozentzahl an
Muskeln auf, die weniger als drei Kerne besitzen. Knock-down von dock und schizo resultiert
nicht in einer verringerten Kernzahl. n=200.
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Tabelle 4.3: Ubersicht iiber den Fusionsindex des Myoblasten-spezifischen Knock-downs der
Regulatoren der verzweigten F-Aktin-Polymerisation

Linie F, Fusionsdefekt
Mef2Gal4»Dcr2;arp2 BL27705 0,69 | moderat
Mef2Gal4»Dcr2;arp2 v29944 0,45 | stark
Mef2Gal4»Dcr2;arp3 BL32921 0,53 | stark
Mef2Gal4»Dcr2;arp3 BL53972 0,66 | moderat
Mef2Gal4»Dcr2;scar BL31126 0,39 | stark
Mef2Gal4»Dcr2;scar BL36121 0,67 | moderat
Mef2Gal4»Dcr2;wasp v108220 0,67 | moderat
Mef2Gal4»Dcr2;vrpl BL38201 0,63 | moderat
Mef2Gal4»Dcr2;vrpl BL36704 0,53 | stark
Mef2Gal4»Dcr2;cdc42 BL42861 0,81 | kein
Mef2Gal4»Dcr2;cdc42 BL28021 0,9 | kein
Mef2Gal4»Dcr2;racl BL34910 0,85 | kein
Mef2Gal4»Dcr2;racl BL28985 0,75 | schwach
Mef2Gal4»Dcr2;mbc BL51446 0,44 | stark
Mef2Gal4»Dcr2;mbc BL32355 0,81 | kein
Mef2Gal4»Dcr2;mbc BL44424 0,7 | schwach
Mef2Gal4»Dcr2;mbc BL33722 0,7 | schwach
Mef2Gal4»Dcr2;pak BL35141 0,74 | schwach
Mef2Gal4»Dcr2;blow v15817 0,59 | moderat
Mef2Gal4»Dcr2;kette v103380 0,56 | moderat
Mef2Gal4»Dcr2;kette;blow v109980;v15817 | 0,38 | stark
Mef2Gal4»dockBL.27728 1 kein
Mef2Gal4»Dcr2;schizo BL39060 0,97 | kein
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4.3 Die Regulation von Aktin wahrend der Wanderung der
Myotuben

Wie im Kapitel gezeigt, haben Regulatoren der verzweigten F-Aktin-Polymerisation ei-
ne Funktion in der Fusion der Myoblasten. Die Ergebnisse zeigten jedoch auch, dass die Mi-
gration der Myotuben auf den Testes und die Bildung der gleichméafligen Muskelschicht mit
Ausnahme der Situation im apikalen Bereich der Testes nicht beeintrachtigt war. Da F-Aktin-
Polymerisation hdufig mit Wanderungsprozessen in Zusammenhang gebracht wird, sollte
im Folgenden der Frage der Migration unabhéngig von verzweigter F- Aktin-Polymerisation
nachgegangen werden. Dazu wurde zunichst einmal die Wanderung auf dem Testis genauer
charakterisiert. Bereits 32 h APF hatten einige mehrkernige Myotuben den Testis erreicht und
mit der Wanderung begonnen (Abbildung {.11A). Innerhalb von 14 Stunden besiedelten die
Myotuben das Organ (Abbildungf.11B-H). Die Zellen wiesen zunichst noch die runde Form
der Myoblasten auf, begannen aber bereits 40 h APF mit dem Ausstrecken. Die Zellen lagen
einzeln vor und wiesen wihrend der Wanderung keine Kontaktstellen auf (Abbildung f.1TA-
H). Die Besiedelung des Testis mit Myotuben ist ein schneller Prozess, die bisher gewonnenen
Ergebnisse lassen darauf schliefen, dass er vermutlich ohne die Verzweigung von F-Aktin

funktioniert.

~ Mef2Gal4>>mCD8-GFP et 1 =
A = ~ JTestis 32 h APF oA Testis 34 hAPF Testis 38 h APF
S * .

-~

- ~ v 4
_ .7 Testis 48 APF » - Testis 46 h'APF
N b .

*

Abbildung 4.11: Myotuben besiedeln die Testes innerhalb von 14 Stunden. mCD8-GFP mar-
kiert die Myotuben auf den Testes. Bei 32 h APF haben die ersten Myotuben den Testes er-
reicht (A). Bei 34 h APF sind bereits zwei Drittel des Testis besiedelt (B). Zwei Stunden spater
hat sich die Lauffront der Myotuben in apikale Richtung verschoben (C). Bis 42 h APF wan-
dern die Myotuben Richtung Testes Spitze, dabei beginnen die ersten Zellen sich zu strecken
(D-E). 44 h APF haben die ersten Myotuben die Hubregion des Testis erreicht (G) und be-
ginnen nun das Organ zu umschliefen (H). Pfeilkopf markiert die Lauffront der Myotuben,
Stern die Hubregion der Testes.
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4.3.1 Myosine sind in die Wanderung der Myotuben involviert

Um die Frage zu beantworten, ob die Besiedelung der Testes durch Myotuben auf Aktin-
Netzwerke zuriickgreift, wurde im Folgenden das nicht Muskel-spezifische Myosin II ana-
lysiert. Dieses Myosin findet sich nicht in den Sarkomer-Strukturen der Muskeln und kann
demnach Transportprozesse unabhdngig von Muskelkontraktionen erfiillen. Die Funktion
dieses Myosins ist hingegen abhingig von der Anwesenheit filamentéser Aktin-Netzwerke!”!,
In Drosophila gibt es jeweils nur ein Gen, welches fiir die leichte und die schwere Kette dieses
Myosins kodiert: spaghetti squash (sqh) und zipper. Proteomics-Studien ergaben zudem, dass
Zipper in pupalen Testes angereichert vorliegt (personliche Kommunikation S. M. K. Gért-

ner). Da ein Nachweis der Proteine durch einen Antikérper nicht méglich war, wurde ein

Myoblasten-spezifischer Knock-down von sgh und zipper durchgefiihrt.

I Mef2Gal4>>Dcr2;sgh-RNAi Mef2Gal4>>Dcr2; sqgh-RNAI
A o \E BL32430f§ B BL33892
Sti Testis adult Testis adult

Mef2Gal4>>Dcr2;zipper-RNAi

C' D
BL37480 BL37480 BL36727
Testis adult Testis adult Testis adult

Mef2Gal4>>Dcr2;zipper-RNAi Mef2Gal4>>Dcr2;zipper-RNAi

Abbildung 4.12: Myoblasten-spezifischer Knock-down von Myosin II resultiert in mor-
phologischen Defekten im Testis. Mef2Gal4»Dcr2 sorgt fiir einen Myoblasten-spezifischen
Knock-down, Phalloidin visualisiert das Filamentsystem, Hoechst die Zellkerne. Das herun-
ter Regulieren von sqh fiithrt zu einer Verdickung im apikalen Bereich der Testes und zu einer
reduzierten Anzahl an Drehungen (A). Die Muskelschicht ist zerstort, die Muskeln liegen
vereinzelt vor und weisen kaum Kontakte zueinander auf (A’ und B). Der Knock-down von
zipper spezifisch in Myoblasten resultiert in morphologischen Defekten. Der Testis ist stark
verdickt und die Drehungen sind nicht zu erkennen (C). Die Muskeln auf diesen Testes liegen
vereinzelt vor, es ist keine regelméflige Schicht auszumachen (C’ und D). Késten markieren
den vergrofierten Bereich in © Mafistabsbalken 20 um.
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Erneut wurden jeweils zwei Linien genutzt, die vergleichbare Ergebnisse erbrachten (Tabel-
leB.1). Die Testes von sgh Knock-down Madnnchen wiesen weniger Drehungen als der Wildtyp
und eine Verdickung des apikalen Bereichs auf (Abbildung f.12A).

..
-

Abbildung 4.13: Myoblasten-spezifischer Knock-down von zipper fiihrt zu einer fehlerhaf-
ten Anordnung der Muskeln der Spermienpumpe. Die Organe somatischen Ursprungs der
RNAi Knock-down Ménnchen von sqh weisen keine Defekte in der Bildung der einzelnen
Muskeln oder der Muskelschichten auf (A-H). Knock-down von zipper mittels der Linie
BL37480 resultiert ebenfalls nicht in Defekten der Muskelbildung der somatischen Organe
(I-L). Seminales Vesikel (M), Paragonium (N) und Ductus ejaculatus (O) sind von wildtypi-
schen, quergestreiften Muskeln umgeben, wohingegen der Facher aus Muskeln in der Sper-
mienpumpe nicht zu erkennen ist, wenn zipper mittels der Linie BL36727 herunter reguliert
wird (P). Maf3stabsbalken 20 pm.
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Die Muskulatur dieser Testes zeichnete sich durch Locher und ungeordnet liegende Muskeln
aus (Abbildung f.12A" und B). Auch eine Reduktion von zipper fithrte zu einer deutlichen
Verdickung des apikalen Bereiches der Testes und die Drehungen waren deutlich reduziert
(Abbildung f.12C). Die Muskeln lagen vereinzelt {iber die Testes verteilt, das Muskelmuster
hatte deutliche Locher (Abbildung f.12C’ und D). Die somatischen Organe dieser Mannchen
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wiesen im Gegensatz zu den Testes kein Defekte auf (Abbildung §.13A-O). Nur die Spermi-
enpumpen zeigten einen fehlerhaften Facheraufbau, wenn zipper mit der Linie BL36727 her-
unter reguliert wurde (Abbildung f.I3P). Neben der leichten und der schweren Kette von
Myosin II wurde das Protein Myosin heavy chain like (Mhcl) untersucht. Die Reduktion von
mhcl sorgte allerdings nicht fiir Defekte in der Entwicklung des Reproduktionstraktes (Ta-
belle B.1). Die Defekte, die durch das herunter Regulieren von sqh und zipper hervorgerufen

wurden, wurden weiter charakterisiert.

Mef2Gal4>>Dcr2;sqgh-RNAi Mef2Gal4>>Dcr2;sqh-RNAi
A / BL32439 B BL32439
Testis adult ; ““Testis agiult

N
NCad Perlecan

Mef2Gal4>>Dcr2;zipperRNAI ‘Mef2Gal4>>Dor2;zipperRNAi
C BL37480 D = ~BL37480

Testis adult Testis adult

S -

Perlecan

Abbildung 4.14: EZM und Anheftung der Muskeln werden nicht durch den Knock-down
von sqh und zipper beeinflusst. Ein spezifischer Antikorper gegen Perlecan visualisiert die
EZM, NCad markiert die Zell-Kontakte zwischen Myoblasten. Phalloidin und Hoechst vi-
sualisieren das Filamentsystem und die Zellkerne. Der Knock-down von sgh in Myoblasten
resultiert in reduzieren Kontakten zwischen einzelnen Muskeln auf dem Testis. An den noch
vorhanden Kontakten kann NCad nachgewiesen werden (A). Die EZM-Komponente Perle-
can kann an den einzelnen Muskeln visualisiert werden (B). Das herunter Regulieren von
zipper in Myoblasten fiihrt ebenfalls zu verringerten Zell-Zell-Kontakten. NCad lokalisiert
an diesen Kontaktstellen (C). Der Verlust der grof3flichigen Zell-Kontakte verdndert die Lo-
kalisation von Perlecan an den Muskeln nicht (D). Maf3stabsbalken 20 um.

Dazu wurden zunéchst die Zell-Zell-Kontakten in adulten Testes untersucht. An diesen Kon-
taktstellen wird das Protein NCad lokalisiert. Die Muskeln in den Knock-down Situationen
zeigten reduzierte Kontaktstellen, dort, wo sie sich jedoch beriihrten, konnte auch eine Lo-
kalisation von NCad nachgewiesen werden (Abbildung #.14A und C). Auch die Bildung der
EZM wurde nicht beeinflusst (Abbildung §.14B und D). Um zu iiberpriifen, ob die durch den
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Knock-down hervorgerufenen starken Defekte der Testes einen Einfluss auf die Fertilitdt der
Minnchen haben, wurden Fertilitatstests durchgefiihrt. Die Fertiltidt der Mdnnchen war nach
einem Knock-down von sqh etwas reduziert, eine Reduktion von zipper oder mhcl spezifisch

in Myoblasten hatte keinen Einfluss auf die méannliche Fertilitit (Abbildung [.15).

m Mef2Gal4>>(Dcr2;)RNAi  m Kontrolle
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Abbildung 4.15: Das herunter Regulieren von sqh, zipper und mhcl beeintrachtigt die Fer-
tilitait kaum. Der Myoblasten-spezifische Knock-down von sgh (BL32439) reduziert die Fer-
tilitait der Mannchen um 50 % im Vergleich zu Kontroll-Médnnchen. Die Fertilitit von sqh
(BL33892), zipper und mhcl Knock-down Ménnchen entspricht der der Kontroll-Ménnchen.
n=30.

Fertilitdt %

Um ausschlieflen zu konnen, dass die Defekte in adulten sgh und zipper Knock-down Testes
ein sekundérer Effekt aus ineffizienter Fusion sind, wurden die Kernzahlen bestimmt. Die
prozentuale Verteilung der Muskeln mit spezifischer Kernzahl zeigte einn geringeren Anstieg
an zweikernigen Muskeln im Vergleich zu den Kontrollen (Abbildung f.16). Der Fusionsin-
dex klassifiziert die Defekte jedoch als schwach bis nicht vorhanden (Tabelle £.4). Eine Re-
duktion der leichten und schweren Kette von Myosin 1II fiihrte zu starken Defekten in der
Bildung des gleichmiafligen Muskelmusters. Dieser Effekt ist unabhangig von der Fusion, da
keine Fusionsdefekte nachgewiesen werden konnten. Es spricht hingegen fiir einen Defekt
in der Migration der Myotuben auf dem Testis. Das ldsst darauf schliefSen, dass Myosin und

demnach auch F-Aktin eine Rolle in der Migration der Myotuben tibernimmt.
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mhcl BL51456
Mef2Gal4>>Dcr2;mhcl BL51456
zipper BL37480

Mef2Gal4>>Der2 zipper BL37480 mi
zipper BL36727 m2
Mef2Gald>>Dcr2;zipper BL36727 m3
sqh BL33892 ma
Mef2Gal4>>Dcr2;sqgh BL33892 =5
sqh BL32439 "

Mef2Gal4>>Dcr2;sqgh BL32439

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Muskeln mit spezifischer Kernzahl %

Abbildung 4.16: Eine Reduktion von sqh, zipper und mhcl in Myoblasten beeinflusst die
Kernzahl nicht. In Kontroll-Testes sowie Knock-down-Testes ist die Anzahl der Muskeln mit
zwei bis vier Kernen vergleichbar. n=200.

" f
Tabelle 4.4: Ubersicht iiber den Fusionsindex des Myoblasten-spezifischen Knock-downs der
Myosine

Linie F Fusionsdefekt

Mef2Gal4»Dcr2;sqh BL32439 0,76 | schwach

Mef2Gal4»Dcr2;sqgh BL33892 0,78 | schwach

Mef2Gal4»Dcr2;zipper BL36727 | 0,83 | kein

Mef2Gal4»Dcr2;zipper BL37480 | 0,76 | schwach

Mef2Gal4»Dcr2;mhcl BL51456 | 0,94 | kein

4.3.2 Formine scheinen keine Funktion in der Wanderung der

Myotuben zu libernehmen

Aktin-Filamente scheinen fiir die Wanderung der Myotuben von Bedeutung zu sein, da ei-
ne Reduktion von Myosin II zu Migrationsstorungen fiithrte. In Wanderungsprozessen sind
Aktin-Netzwerke sehr dynamisch und Filamente werden polymerisiert und depolymerisiert.

Die Regulatoren der verzweigten F-Aktin-Polymerisation scheinen in den Testes-relevanten
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4.3 Die Regulation von Aktin wihrend der Wanderung der Myotuben

Myoblasten/Myotuben jedoch eher fiir die Fusion als fiir die Wanderung benotigt zu werden.

Daher wurden im Folgenden Komponenten der linearen F- Aktin-Polymerisation untersucht.

Formine sind eine Proteinfamilie, die lineare Filamente polymerisieren konnen®,

Mef2Gal4>>Dcr2;DAAM-RNAI
v103921 i Seminales Vesikel adult
Testis adult

Paragonium adult Spermienpumpe adult

Abbildung 4.17: Myoblasten-spezifischer Knock-Down des Formins daam resultiert in
wildtypischen Muskelschichten. daam wird mittels Mef2Gal4»Dcr2 spezifisch in Myoblas-
ten herunter reguliert. Phalloidin und Hoechst visualisieren das Filamentsystem und die Zell-
kerne. Die Morphologie der Testes entspricht dem Wildtyp (A). Das Filamentsystem der Tes-
tesmuskeln (A’) und der Muskeln um Seminales Vesikel (B), Paragonium (C), Ductus ejacula-
tus (D) und Spermienpumpe (E) ist wildtypisch. Késten markieren den vergrofierten Bereich
in > Maf3stabsbalken 20 pm.

Drei der funf Drosophila Formine wurden betrachtet: DAAM, Dia und Fhos. Die Formine
wurden spezifisch in Myoblasten herunter reguliert und die adulten Organe des Reproduk-
tionstraktes analysiert. Der Knock-down von daam hatte keinen Effekt auf die Morphologie
der Testes (Abbildung f.17). Die Muskeln aller Organe des Reproduktionstraktes entsprachen
dem Wildtyp (Abbildung #.17A-E). Fiir den Knock-down von dia und fhos konnten die glei-
chen Ergebnisse erzielt werden (Tabelle B.1)). Die Fertilitit der daam und dia Knock-down
Minnchen war mit den Kontrollen vergleichbar (Abbildung §.1§). Da der Knock-down von
fhos zu einer spdten pupalen Letalitét fithrte, konnten keine Fertilitatstests durchgefiihrt wer-
den. Die korrekte Bildung der gleichméfliigen Muskelschicht um die Testes in den Formin
Knock-down Midnnchen ldsst nicht auf eine Rolle dieser Formine in der Migration der Myotu-

ben schliefRen.
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Abbildung 4.18: Fertilitétstests der Formin Knock-down Minnchen zeigen keine Redukti-
on der Fertilitit. Das herunter Regulieren der Formine daam und dia reduziert die Fertilitét
der Méannchen im Vergleich zu den Kontroll-Ménnchen nicht. n=30.

4.3.3 Knock-down von Aktin-bindenden Protein resultiert in einer

wildtypischen Testesmuskulatur

Weitere Kandidaten, die einen Einblick in die F-Aktin-abhéngige Wanderung der Myotuben
bringen konnten, sind Aktin-bindende Proteine. Ena, Gelsolin, Btk29A und CG34417 wurden
im Rahmen einer Proteomics-Studie in pupalen Testes angereichert gefunden (personliche
Kommunikation S. M. K. Gartner) und nun spezifisch in Myoblasten herunter reguliert. Des
Weiteren wurde eine konstitutiv-aktive Proteinvariante von twinstar (tsr) in allen Myoblasten

exprimiert.
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Mef2Gal4>>Dcr2;ena-RNAi Mef2Gal4>>Dcr2;ena-RNAi
A BL31582 BL39034
Testis adult Testis adult

Mef2Gal4>>Dcr2;gelsolin-RNAI Mef2Gal4>>Dcr2;gelsolin-RNAi
C BL31205 D BL41704
Testis adult Testis adult

Mef2Gal4>>Dcr2;btk29A-RNAI Mef2Gal4>>Dcr2;btk29A-RNAI
E BL35159 F BL25791
Testis adult Testis adult

Mef2Gal4>>Dcr2;CG34417-RNAI Mef2Gal4>>tsr-S3A
G BL58778 BL9236
Testis adult Testis adult

Abbildung 4.19: Knock-down von ena in Myoblasten hat keine Effekt auf das Fil-
amentsystem der Testesmuskeln. Der Myoblasten-spezifische Knock-down wird durch
Mef2Gal4»Dcr2 vermittelt. Das Filamentsystem wird durch Phalloidin visualisiert und die
Zellkerne mit Hoechst markiert. Das herunter Regulieren von ena hat keine Einfluss auf das
Muskelmuster der Testes (A und B). Knock-down von gelsolin resultiert in einer wildtypischen
Muskelschicht um den Testis (C und D). Eine Reduktion der Kinase btk29A in Myoblasten
sorgt fiir eine wildtypische Muskulatur um den Testis (E und F). Knock-down von CG34417
hat keine Auswirkung auf die Bildung der Testesmuskeln (G). Die Uberexpression von tsr-
S3A hat keinen Effekt auf die Entwicklung der Testesmuskeln (H). Mafistabsbalken 20 um.

In allen Fille wiesen die Mannchen morphologisch wildtpyische Testes auf. Die Muskulatur
entsprach ebenfalls dem Wildtyp (Abbildung f.19). Seminales Vesikel, Paragonium, Ductus

ejaculatus und Spermienpumpe wiesen keine Defekte in der quergestreiften Muskulatur auf
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m Mef2Gal4>>(Dcr2;)RNAi  m Kontrolle

Fertilitdt %

Abbildung 4.20: Der Knock-down verschiedener Aktin-bindender Proteine hat keine Ein-
fluss auf die ménnliche Fertilitit. Mdnnchen mit einem Myoblasten-spezifischen Knock-
down von btk29A, gelsolin, CG34417 und ena weisen keine Reduktion der Fertilitat im Ver-
gleich mit Kontroll-Méannchen auf. n=30.

(Tabelle B.1)). Die Fertilitit der Mannchen aus den RNAi-Kreuzungen, in denen ena, gelsolin,
btk29A und CG34417 herunter reguliert wurden, war mit den Kontroll-Mannchen vergleich-
bar (Abbildung .20). Die hier analysierten Aktin-bindenden Proteine scheinen nicht in die

Wanderung der Myotuben auf dem Testis involviert zu sein.

4.4 Rolle der Cadherine wahrend der Entwicklung der

Testesmuskeln

Cadherine sind Transmembranproteine, die hdufig in Adhidsionsstrukturen gefunden und in
Wanderdungsprozessen involviert sind™¥, Auch wird postuliert, dass NCad wihrend der
Fusion der Myoblasten zur Bildung der somatischen Kérperwandmuskulatur fiir eine starke
Adhésion der Zellen sorgt. Vor der Fusion muss NCad aktiv von der Kontaktstelle entfernt
werden, da der Abstand zwischen den Membranen vor der Fusion verringert werden muss!®,
In Drosophila gibt es 17 verschieden Proteine, die zur Familie der Cadherine gehoren®!). Ei-
ne Beteiligung einiger dieser Cadherinen an der Entwicklung der Organe des ménnlichen

Reproduktionstraktes wurde genauer untersucht.

70



4.4 Rolle der Cadherine wihrend der Entwicklung der Testesmuskeln

Mef2Gal4>>mCD8-GFP Mef2Gal4>>mCD8-GFP

es Vesikel 24 h APF | B Seminales Vesikel 30 h APF

mCD8-GFP

Mef2Gal4>>mCD8-GFP © 4 Mef2Gal4>>mCD8-GFP
i3 BS Vesikel 24 -h APF Seminales Vesikel 30 h APF

:

5% mCD8-GFP

mCD8-GFP |

Abbildung 4.21: Shotgun und NCadherin lassen sich auf Genitalscheiben nachweisen. Myo-
blasten werden durch die Expression von mCD8-GFP visualisiert, die Zellkerne mittels
Hoechst. Auf Genitalscheiben bei 24 h APF detektiert ein spezifischer Antikérper Shg im Epi-
thel unterhalb der Myoblasten (A-A”). Bei 30 h APF ist diese Signal weiterhin auszumachen
(B-B”). NCadherin kann bei 24 h APF mit einem spezifischen Antikoérper in allen Myoblas-
ten nachgewiesen werden (C-C”). Die Expression von NCad ist in den Myotuben iiber dem
Seminalen Vesikel bei 30 h APF zu erkennen (D-D”). vs: Seminale Vesikel; Kisten markieren
den vergrofierten Bereich in " und ”. Maf3stabsbalken 20 pm.

4.4.1 NCadherin wird in Myoblasten, Myotuben und adulten Muskeln
exprimiert

Um einen Eindruck zu bekommen, ob Cadherine in den Myoblasten der Genitalscheibe ex-
primiert werden, wurden spezifische Antikorper gegen Shg und NCad verwendet. Genital-
scheiben von MefGal4»mCD8-GFP Minnchen wurden prépariert, in denen alle Myoblasten

durch GFP markiert wurden. Der Antikorper gegen Shg erkannte das Protein bei 24 h und
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30 h APF im Epithel der Seminalen Vesikel. In den Myoblasten/Myotuben konnte das Prote-
in nicht nachgewiesen werden (Abbildung f.21A-B”). Das Protein NCad war im Vergleich zu
Shg nicht im Epithel der Seminalen Vesikel, sondern in den Myoblasten und Myotuben bei
24 h bzw. 30 h APF zu detektieren (Abbildung §.2]C-D”). Da von den beiden Cadherinen nur
NCad in den Muskelzellen nachzuweisen war, wurde der Antikorper verwendet, um die Ex-
pression von NCad auf dem Testes zu verfolgen. Die ersten Myotuben, die den Testes bei 30 h

APF erreichten, exprimierten NCad an den Kontaktstellen der Zellen (Abbildung f.22A-A”).

Mef2Gal4>>mCD8-GFP S Mef2Gal4>>mCD8-GFP wine
Testis 30 h APF : . Testis 44 h APF Testis adult

mCD8-GFP ; *mCDEIGFP |:| NCadherin

Abbildung 4.22: NCadherin ist in Myotuben auf dem Testes exprimiert. Myotuben auf den
Testes sind mit mCD8-GFP markiert, Hoechst visualisiert die Zellkerne. Der spezifische An-
tikorper gegen NCad weist das Protein an den Zellgrenzen der Myotuben bei 30 h APF nach
(A-A”). Bei 44 h APF ist NCad zwischen den einzelnen Myotuben lokalisiert (B-B”). In adul-
ten Testes ist NCad an den Kontaktstellen der einzelnen Muskeln zu erkennen (C-C”). Kasten
markieren den vergrofierten Bereich in * und . Mafistabsbalken 20 pm.

44 h APF haben die Myotuben fast den gesamten Testes besiedelt und beginnen bereits sich zu
strecken. Zu diesem Zeitpunkt konnte NCad an den Kontaktstellen zwischen den einzelnen
Myotuben nachgewiesen werden (Abbildung §.22B-B”). In der adulten Muskelschicht war
NCad ebenfalls an den Kontaktstellen der Muskeln exprimiert (Abbildung §.22C-C”). Die
Expression deutet darauf hin, dass NCad wéihrend der gesamten Entwicklung der Testesmus-

keln an der Adhésion der Muskelzellen beteiligt ist.
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4.4 Rolle der Cadherine wihrend der Entwicklung der Testesmuskeln

4.4.2 Knock-down von ncad und cad99C unterbindet die Adhasion der

Muskelzellen

Die Expression von NCad deutet auf eine Funktion des Proteins wiahrend der Muskelentwick-
lung der Testes hin. Daher wurden funktionelle Studien mittels RNAi durchgefiihrt. ncad, so-
wie shg und das nicht-klassische Cadherin cad99C wurden spezifisch in Myoblasten herunter
reguliert und die Organe des adulten Reproduktionstraktes hinsichtlich der Muskelentwick-
lung analysiert (Tabelle B.T). Der Knock-down von ncad und cad99C fiihrte zu stark verform-
ten Testes mit deutlichen Verdickungen (Abbildung f.23A und C). Die Muskulatur dieser

Mef2Gal4>>Dcr2;cad99c-RNAi

© v3733
N, Testis adult

\

Abbildung 4.23: Knock-down von ncadherin und cad99C beeinflusst die Entwicklung der
Testes. Myoblasten-spezifischer Knock-down durch Mef2Gal4»Dcr2, Phalloidin visualisiert
das Filamentsystem, Hoechst die Zellkerne. Das herunter Regulieren von ncad resultiert in
morphologischen Defekten. Die Testes sind nicht gedreht und weisen Verdickungen auf (A).
Die Muskelschicht weist Locher auf (A’). Testes von shg Knock-down Ménnchen entsprechen
morphologisch dem Wildtyp (B). Das Muskelmuster ist nicht gestért (B’). Eine Reduktion
von cad99C fiihrt zu nicht gedrehten und verdickten Testes (C). Die Muskulatur ist gestort,
die Schicht weist Locher auf (C’). Késten markieren den vergrof3erten Bereich in . Maf3stabs-
balken 20 um.
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Testes wies grofle Locher auf (Abbildung B.23A’ und C’). Im Gegensatz dazu hatte die Re-
duktion von shg keinen Effekt auf die Morphologie oder die Muskelbildung der Testes (Ab-
bildung §.23B und B’). Seminales Vesikel, Paragonium und Ductus ejaculatus der Mannchen
aus diesen RNAi-Kreuzungen waren mit dem Wildtyp vergleichbar (Tabelle 8.1 und Abbil-
dung §.24A-C). Die Spermienpumpen zeigten nur im Falle des Knock-downs von ncad Auf-
falligkeiten (Tabelle 8.1). Eine Reduktion von ncad in Myoblasten fithrte dazu, dass vereinzelte
Muskeln der Spermienpumpe sich auflerhalb des Fichers befanden (Pfeile, Abbildung f.24D-
E). Der spezifische Antikorper gegen NCad konnte verwendet werden, um die Efhizienz des

Mef2Gal4>>Dcr2;ncad-RNAi
vioosl} B
Seminales Vesikel adult

Mef2Gal4>>Dcr2;ncad-RNAi

v1093 C

Mef2Gal4>>Dcr2;ncad-RNAi
v1093

Mef2Gal4>>Dcr2;ncad-RNAi
D v1093
Spermienpumpe adult

yd

Mef2Gal4>>Dcr2;ncad-RNAi

G v1093

Testis adult

Paragonium adult

Mef2Gal4>>Dcr2;ncad-RNAi
= v1092

\ Spermienﬁpe adult

Mef2Gal4>>Dcr2;ncad-RNAi
H o v1093
1 ;_'[eﬂs,tis adult

&

Perlgéan

Ductus ejaculatus adult

Mef2Gal4>>ncad-RNAi
v101642
Spermienpumpe adult

Mef2Gal4>>Dcr2;ncad-RNAi
¥ . .v1093
| Testisiadult

i 4
Pelieéan

Abbildung 4.24: Die Lokalisation einzelner Muskeln im Ficher der Spermienpumpe wird
durch den Knock-down von ncad beeinflusst. Myoblasten-spezifischer Knock-down durch
Mef2Gal4»Dcr2, Phalloidin visualisiert das Filamentsystem, Hoechst die Zellkerne. Semina-
les Vesikel (A), Paragonium (B) und Ductus ejaculatus (C) von ncad Knock-down Ménnchen
weisen keine Defekte in der Muskulatur auf. In Spermienpumpen von ncad Knock-down
Mainnchen sind vereinzelt Muskeln auflerhalb des Fachers zu finden (Pfeile, D-F). Die Ex-
pression von NCad in ncad Knock-down Mannchen kann mittels des spezifischen Antikor-
pers nicht mehr an den Zellgrenzen zwischen den Muskeln nachgewiesen werden (G). Die
EZM-Komponente Perlecan ist in den Muskeln von ncad Knock-down Testes exprimiert (H-
I). Maf3stabsbalken 20 um.
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ncad Knock-downs zu tiberpriifen. In adulten Testes konnte nach dem herunter Regulieren
von ncad kein NCad an den Zellgrenzen der Muskeln mehr nachgewiesen werde (Abbil-
dung f.24G). Dies deutet darauf hin, dass der Knock-down effizient genug ist, um eine Lo-
kalisation des Proteins zu unterbinden. Die gestorte Muskelschicht des Testes warf die Frage
auf, ob die EZM nach einem Knock-down von ncad in diesen Organen gebildet werden kann.
Der Antikorper gegen Perlecan zeigte, dass die EZM-Komponente wie im Wildtyp tiber den
Muskeln des Testes lokalisierte, die Bildung der EZM also nicht beeintrichtigt war (Abbil-
dung §.24H und I).

m Mef2Gal4>>(Dcr2;)RNAi  m Kontrolle
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Abbildung 4.25: Der Knock-down von ncad beeintriachtigt die mannliche Fertilitdt nicht.
Das Myoblasten-spezifische herunter Regulieren von ncad, cad99C und shg reduziert die Fer-
tilitat der Mannchen im Vergleich zu Kontroll-Mannchen nicht. n=30.

Trotz der starken Defekte der Testes, die durch den Knock-down von ncad und cad99C hervor-
gerufen wurden, war die Fertiltit der Mdnnchen nicht beeintrachtigt (Abbildungf.25). Um zu
tiberpriifen, ob die drei Cadherine eine zusitzliche Rolle wiahrend der Fusion haben, wurden
die Kernzahlen der Muskeln der Knock-down Testes bestimmt (Tabelle B.2). Der prozentuale
Anteil an zwei bis vierkernigen Muskeln war in den Knock-down Situationen von ncad, shg
und cad99C mit den Kontrollen zu vergleichen (Abbildung f.26). Dies spiegelt sich auch im
Fusionsindex wider: eine Reduktion von ncad, shg oder cad99C hat keine Fusionsdefekte zur
Folge (Tabelle £.5). Die RNAi-Experiment lassen schlielen, dass die Adhésion der Myotuben

untereinander durch NCad und Cad99C wichtig fiir die Integritit der Muskelschicht ist.
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cad99cv3739
Mef2Gald>>Dcr2;cad99c v3739

cad99cv3733 ml

Mef2Gal4>>Dcr2;cad99c v3733 m2

shg v8024 m3

Mef2Gal4>>Dcr2;shg v8024 4

ncad v1093 m>5

Mef2Gal4>>Dcr2;ncad v1093 m6
0% 20% 40% 60% 80%  100%

Muskeln mit spezifischer Kernzahl %

Abbildung 4.26: Knock-down von cadherinen hat keinen Einfluss auf die Kernzahl der Tes-
tesmuskeln. Die Mehrzahl an Muskeln auf Testes der Knock-down Ménnchen (ncad, shg,
cad99C) hat vergleichbar mit den Kontrollen eine Kernzahl von zwei bis vier. n=200.

Tabelle 4.5: Ubersicht iiber den Fusionsindex des Myoblasten-spezifischen Knock-downs der
Cadherine

Linie F Fusionsdefekt

Mef2Gal4»Dcr2;ncad v1093 0,91 | kein

Mef2Gal4»Dcr2;shg v8024 0,82 | kein

Mef2Gal4»Dcr2;cad99¢c v3733 | 0,85 | kein

Mef2Gal4»Dcr2;cad99¢ v3739 | 0,88 | kein

4.5 Rolle des Notch-Signalwegs wahrend der
Myoblastenfusion

4.5.1 Die Expression von NRE-GFP und Cut deuten auf eine Aktivierung

des Notch-Signalwegs in Testes-relevanten Myoblasten hin

Wihrend der Entwicklung der Organe des médnnlichen Reproduktionstraktes entstehen drei

verschiedene Muskeltypen aus einem begrenzten Pool an Myoblasten. Dies setzt eine hohe
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regulatorische Kontrolle der Zelldetermination voraus. Daher sollte im Folgenden die Fra-
ge der Determination der Testes-relevanten Myoblasten adressiert werden. In den Analysen
der RT-PCR Ergebnisse fiel auf, dass Transkripte von Komponenten des Notch-Signalwegs
in den Myoblasten der Genitalscheibe nachgewiesen werden konnten. Da die Aktivitdt des
Notch-Signalwegs haufig mit einer Funktion in der Determination von Zellen in Zusammen-
hang gebracht wird™ wurde im weiteren Verlauf eine Reporter-Linie untersucht, die eine

Aktivitdt des Notch-Signalwegs widerspiegelt: Notch Response Element (NRE)-GFP.

Mef2Gal4>>mCD8-RFP; ™
A NRE-GFP BL30727f] A
Seminales Vesikel 30h APF

Mef2Gal4>>mCD8-RFP;
NRE-GFP BL30727
Seminales Vesikel 30h APF
>4
—
VS 3

—

NRE-GFP

Abbildung 4.27: NRE-GFP ist in Myoblasten iiber dem Seminalen Vesikel exprimiert. NRE-
GFP spiegelt die Aktivitit des Notch-Signalwegs wider, Mef2Gal4»mCD8-RFP markiert die
Myoblasten. Bei 30 h APF ist NRE-GFP in Zellen iiber dem Seminalen Vesikel sichtbar (Pfeil-
kopfe, A und B). Bei einigen dieser Zellen handelt es sich um Myoblasten (Pfeile, A’ und B’).
vs: Seminale Vesikel; Maf3stabsbalken 20 pm.

Erst auf Genitalscheiben 30 h APF konnte eine GFP Expression in Zellen {iber dem Seminalen
Vesikel beobachtet werden (Pfeilkopfe, Abbildung f.27A und B). Eine Markierung der Myo-
blasten mit Mef2Gal4»mCD8-RFP zeigte, dass es sich bei einigen der NRE-GFP positiven
Zellen um Myoblasten handelte (Pfeile, Abbildung f.27A’ und B’). Um die ersten Hinweise,
dass der Notch-Signalweg in den Stadien der Fusion und der Wanderung aktiv sein konn-
te, zu tberpriifen, wurden spezifische Antikorper genutzt. NICD erkennt die intrazellulére
Domine des Notch Proteins, weiterhin wurden Antikérper gegen Delta, Cut und Pebbled

verwendet. Der Antikorper gegen NICD erkennt das Protein bei 24 h APF in der dufleren
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Myoblastenschicht iiber dem Seminalen Vesikel (Abbildung §.28A-A”). Auch 30 h APF kann
Notch in den Membranen der Myotuben nachgewiesen werden (Abbildung §.28B-B”). Del-
ta, der Interaktionspartner von Notch, kann ebenfalls in den Myoblasten (24 h APF) und
Myotuben (30 h APF) tiber dem Seminalen Vesikel detektiert werden (Abbildung {.28C-D”).
Nach einer Aktivierung des Notch-Signalwegs konnen die Transkriptionsfaktoren Cut und
Pebbled hoch- oder runter reguliert werden und werden daher héufig als Marker fiir die Ak-
tivierung genutzt®3. Cut und Pebbled konnten bei 28 h APF in den Kernen der Myoblas-
ten/Myotuben iiber dem Seminalen Vesikel durch spezifischen Antikorper visualisiert wer-
den (Abbildung f.28E-F”). Die Expression des NRE-GFP bei 30 h APF sowie der Nachweis
der Notch Zielgene Cut und Pebbled in den Kernen der Myoblasten/Myotuben 28 h APF deu-
ten auf eine Rolle des Notch-Signalwegs unabhingig von der deutlich frither stattfindenden

Determination der Zellen hin.

4.5.2 Knock-down von notch und delta resultiert in Fusionsdefekten

Um im Weiteren auf die Prozesse, in die Notch und Delta involviert sind, schlieflen zu kon-
nen, wurde durch Mef2Gal4»Dcr2 ein Myoblasten-spezifischer Knock-down herbeigefiihrt.
Neben notch und delta wurden der zweite Ligand serrate sowie die Interaktionspartner ho-
les in muscles (him) und mastermind (mam) herunter reguliert. Die Testes der Knock-down
Minnchen waren gedreht und nicht vom Wildtyp zu unterscheiden (Tabelle B.1 und Abbil-
dung f.29A). Die Muskulatur der Testes wurde durch den Knock-down von notch, delta,
serrate, him oder mam nicht beeinflusst, sie zeigte das wildtypische, glatte Muster (Abbil-
dung f.29A-E). Auch die somatischen Organe wiesen keine Defekte in der Muskulatur auf
(Tabelle B.1)). Die Fertilitit der Mdnnchen war nur durch die Reduktion von serrate um etwa
50 % beeintrichtigt, in den anderen Fillen war die Fertilitit mit der der Kontroll-Mannchen

zu vergleichen (Abbildung §.30).
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Mef2Gal4>>mCD8-GFP ... Mef2Gal4>>mCD8-GFP
Seminales Vesikel 24h h APF Seminales VesikelrSoiTAP

Mef2Gal4>>mCD8-GFP

L™

Seminales Vesike

VS

mCD8-GFP

mCD8-GFP

Mef2Gai4>>’mCD8—GFP Mef2Gal4>>mCD8-GFP
E Seminales Vesikel 28 h APF Seminales Vesikel 28 h APF

VS

mCD8-GFP
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4 Ergebnisse

Abbildung 4.28: Komponenten des Notch-Signalwegs sind in Myoblasten iiber dem Semi-
nalen Vesikel exprimiert. mCD8-GFP markiert spezifisch die Myoblasten, Hoechst die Zell-
kerne. Der spezifische Antikorper gegen die intrazelluldire Domdne von Notch (NICD) er-
kennt das Protein bei 24 h APF in den Myoblasten iiber dem Seminalen Vesikel (A-A”) Es ist
eine Anreicherung in der dufleren Schicht der Myoblasten zu erkennen (A”). Bei 30 h APF
kann NICD an der Membran der Myotuben visualisiert werden (B-B”). Der Ligand Delta wird
durch einen spezifischen Antikorper bei 24 h APF in den dufleren Myoblasten detektiert (C-
C”). Bei 30 h APF lokalisiert Delta an den Membranen der Myotuben (D-D”). Die Proteine
Cut und Pebbled konnen bei 28 h APF in den Kernen der Myoblasten/Myotuben visualisiert
werden (E-F”). vs: Seminales Vesikel; pg: Paragonium; Késten markieren den vergrofierten
Bereich in ” und ”. Maf3stabsbalken 20 pm.

Mef2Gal4>>delta-RNAi
BL28032
Testis adult

Mef2Gal4>>notch-RNAi Mef2Gal4>>notch-RNAi

BL7078 BL7078
Testis adult Testis adult

\

Mef2Gal4>>Dcr2;serrate-RNAI Mef2Gal4>>Dcr2;him-RNAi
C BL34700 BL42809
Testis adult Testis adult

Mef2Gal4>>Dcr2;mam-RNAi
E BL28046
Testis adult

Abbildung 4.29: Ein Myoblasten-spezifischer Knock-down von Komponenten des Notch-
Signalwegs hat keinen Einfluss auf das Filamentsystem der Testesmuskeln. Mef2Gal4»Dcr2
fithrt zu einem Knock-down spezifisch in Myoblasten, Phalloidin und Hoechst visualisieren
das Filamentsystem und die Zellkerne. Testes aus Mdnnchen in denen notch herunter reguliert
ist, weisen eine wildtypische Morphologie auf (A). Das Filamentsystem der Testesmuskeln
entspricht dem Wildtyp (A’). Knock-down der Liganden delta (B) und serrate (C), sowie von
him (D) und mam (E) beeintrachtigt die Bildung der Muskelschicht um den Testis nicht .
Kisten markieren den vergrofierten Bereich in . Mafistabsbalken 20 pm.
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W Mef2Gal4>>(Dcr2;)RNAi  ® Kontrolle
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Abbildung 4.30: Eine Reduktion von Komponenten des Notch-Signalwegs in Myoblas-
ten hat kaum Einfluss auf die Fertilitit der Mannchen. Mannchen mit dem Myoblasten-
spezifische Knock-down von notch, delta, serrate, him und mam sind in der Fertilitdt ver-
gleichbar mit Kontroll-Méannchen. n=30.

Da der Knock-down von Komponenten des Notch-Signalwegs keinen Einfluss auf die Wan-
derung der Myotuben zu haben schien, wurde eine Funktion in der Fusion der Myoblasten
genauer untersucht. Dafiir wurden die Kerne der Testesmuskeln in den Knock-down Situa-
tionen bestimmt. Ein herunter Regulieren von notch und delta sorgte fiir einen prozentualen

Anstieg der ein- und zweikernigen Muskeln auf den Testes im Vergleich zu den Kontroll-

Situationen.
serrate BL34700
Mef2Gal4>>Dcr2;serrate BL34700 1
delta BL28032 m2
Mef2Gald>>delta BL28032 m3
notch BL7078 m4
Mef2Gald>>notch BL7078 E5
I | | | | 1
0% 20% 40% 60% 80% 100% W6

Muskeln mit spezifischer Kernzahl %

Abbildung 4.31: Der Knock-down von notch erhoht die Anzahl an zweikernigen Muskeln
auf dem Testis. Die Mehrzahl an Muskeln auf notch Knock-down Testes ist zweikernig. Ein
herunter Regulieren von delta erhéht die Anzahl an ein- und zweikernigen Muskeln. serrate

Knock-down Testes haben eine mit den Kontrollen vergleichbare Verteilung der Muskeln mit
spezifischer Kernzahl. n=200.
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4 Ergebnisse

Eine Reduktion von serrate hatte eine Reduktion an vierkernigen Muskeln zur Folge, der Ef-
fekt war aber deutlich geringer als bei notch und delta (Abbildung f.31)). Die Bestimmung
des Fusionsindex zeigte, dass ein herunter Regulieren von notch und delta zu moderaten Fu-
sionsdefekten fiihrte. Der F, fiir serrate klassifiziert die Defekte hingegen als schwach (Ta-
belle {.6). Zusammenfassend ergaben die Ergebnisse aus den funktionellen Untersuchungen,
dass Notch und Delta zusammen fiir eine effiziente Fusion der Myoblasten bendtigt werden.
Dabei kénnte Zielgene des Notch-Singalweg entweder direkt in die Fusion involviert sein,

oder aber fiir die Determination der FC- und FCM-artigen Zellen benétigt werden.

Tabelle 4.6: Ubersicht iiber den Fusionsindex des Myoblasten-spezifischen Knock-downs der
Komponenten des Notch-Signalwegs

Linie F, Fusionsdefekt
Mef2Gal4»notch BL7078 0,68 | moderat
Mef2Gal4r»delta BL28032 0,59 | moderat

Mef2Gal4»Dcr2;serrate BL34700 | 0,79 | schwach

4.5.3 Die Determination von FC- und FCM-artigen Zellen ist

unabhangig von Notch

Eine Reduktion von notch und delta fiihrte zu einer Beeintrachtigung der Fusionsefhizienz.
Diese Defekte konnen entweder direkt durch eine Funktion von Notch-Zielgene wihrend
der Fusion oder aber auch durch indirekte, sekunddre Effekte hervorgerufen werden. Diese
Fragestellung wurde im Folgenden néher betrachtet. Zunachst wurde die Effizienz des notch
Knock-downs mit dem spezifischen Antikorper gegen das Zielgen Cut analysiert. Cut konn-
te im Wildtyp in Myoblasten und Myotuben bei 28 h APF im Kern nachgewiesen werden.
Dies lief$ auf eine Aktivierung des Notch-Signalwegs schliefien. In Myotuben, in denen notch
herunter reguliert wurde, konnte der spezifische Antikoérper Cut nicht mehr nachweisen, was
einen effizienten Knock-down vermuten lasst (Abbildung f.32A-A”). Wihrend der embryona-
len Myogenese ist Notch in die Determination von FCs und FCM:s involviert!2¥), Um zu iiber-
priifen, ob diese Funktion konserviert ist, und der beobachtete Fusionsdefekt auf eine fehler-

hafte Determination von FC- und FCM-artigen Zellen ist, wurden Genitalscheiben aus notch
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4.5 Rolle des Notch-Signalwegs wihrend der Myoblastenfusion

Knock-down Ménnchen prépariert und mit Antikorpern die Zelltyp-spezifischen Adhisions-
molekiile Duf und Sns nachgewiesen. Im Wildtyp wird Duf in den inneren, den FC-artigen
Myoblasten exprimiert. Sns kann hingegen in der duf3eren Zellschicht, den FCM-artigen Zel-
len, detektiert werden™¥), Abbildung f-32B-B” zeigt, dass Duf in notch Knock-down Myob-
lasten in FC-artigen Zellen nachgewiesen werden konnte. Auch Sns konnte vergleichbar mit
dem Wildtyp in notch Knock-down Zellen in den FCM-artigen Myoblasten detektiert werden
(Abbildung #.32C-C”).

Ein weiterer Faktor, der an der Determination von FCMs im Embryo beteiligt ist, ist der
Transkriptionsfaktor Lmd. Auch in den Myoblasten iiber dem Seminalen Vesikel konnte Lmd
in den FCM-artigen Zellen nachgewiesen werden (Abbildung §.32D-D”). Diese Expression
wurde nicht durch eine Reduktion von notch beeinflusst (Abbildung f.32E-E”). Die Analysen
der notch Knock-down Situation zeigten, dass eine Reduktion von notch keinen Einfluss auf

die Determination der Myoblasten in FC- und FCM-artigen Zellen hatte.

4.5.4 Eine Reduktion von Komponenten des Wnt-Signalwegs hat
keinen Einfluss auf die Kernzahl der delta Knock-down

Testesmuskeln

In einer parallelen und eng angegliederten Promotion von S. Fender wurden primér Signal-
ketten analysiert, die die Migration der Myotuben auf die Testes steuern. Dabei wurde ein
weiterer Signalweg gefunden, der zwischen 24 h und 30 h APF in den Myoblasten aktiviert
werden konnte: der Wnt-Signalweg. Es konnte gezeigt werden, dass ein Wnt-Rezeptor, Frizz-
led2 (Fz2), in den Myoblasten/Myotuben {iber dem Seminalen Vesikel exprimiert wird.

Der Knock-down dieses Rezeptors oder von Pangolin (Pan), einem Transkriptionsfaktor, der
von Wnt angesteuert wird, hatte keinen Effekt auf die Morphologie der Testes, die Bildung
der Muskeln, die den Testes umgeben, und die Kernzahl dieser Muskeln (persoénliche Kom-
munikation S. Fender). In vielen Prozessen gibt es eine Kooperation zwischen dem Notch-
und dem Wnt-Signalweg™!, Ob eine solche Verbindung der beiden Signalwege auch in der
Entwicklung der Testesmuskeln besteht, wurde zunédchst mit einem Antikorper gegen Fz2
untersucht. In notch Knock-down Myoblasten konnte Fz2 vergleichbar mit dem Wildtyp in
den Membranen der Zellen nachgewiesen werden (Abbildung f.32F-F”). Im weiteren Verlauf
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Mef2@gld>> Mef2Gal4>> Mef2Gal4>>
A notch-RNAi;mCD8{GFP notch-RNAi;mCD8-GFP C notch-RNAi;mCDS-GFP
Seminales Vg d ‘ Seminales Vesikel 24 h APF Seminales Vesikel 24 h APF
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MCD8-GFP

— e
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D Mef2Gal4>>mCD8-GFP Mef2Gal4>> Mef2Gal4>>
Seminales Vesikel 24 h APF : > notch-RNAi;mCD8-GFP notch-RNAi;mCD8-GFP
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Abbildung 4.32: Knock-down von notch in Myoblasten unterbindet eine Expression von
Cut im Zellkernen. Die Myoblasten sind mittels mCD8-GFP und Hoechst markiert. Myob-
lasten, in denen notch herunter reguliert ist, zeigen bei 30 h APF keine Expression von Cut
in den Kernen (A-A”). Der spezifische Antikorper gegen das Adhdsionsmolekiil Duf erkennt
bei 24 h APF das Protein in der inneren Schicht der Myoblasten, den FC-artigen Zellen (B-
B”). In notch Knock-down Myoblasten bei 24 h APF wird Sns in der dufleren Myoblasten-
schicht exprimiert (C-C”). Das Protein Lmd wird in Kontroll- und RNAi Myoblasten bei 24 h
APF in den Kernen der dufleren Myoblastenschicht nachgewiesen (D-E”). Der Wnt-Rezeptor
Frizzled2 wird in 24 h APF Myoblasten exprimiert, wenn notch herunter reguliert ist (F-F”).
vs: Seminales Vesikel; pg: Paragonium; Késten markieren den vergrof3erten Bereich in ’ und
”. Maf3stabsbalken 20 um.
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MefRGal4>>pan|delta-RNAi
v1086719;BL28032 Testis adult Seminales Vesikel adult

Paragonium adult Ductus ejaculatus adult Spermienpumpe adult

Mef2Gal4>>fz2;delta-RNAi
Testis adult Seminales Vesikel adult

Paragonium adult Ductus ejaculatus adult Spermienpumpe adult

Abbildung 4.33: Knock-down von delta und frizzled2 beeintrichtigt die Bildung der Tes-
tesmuskeln nicht. Mef2Gal4 sort fiir einen Myoblasten-spezifischen Knock-down, Phalloidin
markiert das Filamentsystem, Hoechst die Zellkerne. Das herunter Regulieren von delta in
Kombination mit pan hat keinen Einfluss auf die Morphologie des Testis (A). Das Filamentsys-
tem des Testis ist wildtypisch (A). Die Muskulatur des Seminalen Vesikels (B), des Paragoni-
ums (C), des Ductus ejaculatus (D) und der Spermienpumpe ist quergestreift und wildtypisch
angeordnet. Der Knock-down von delta zusammen mit fz2 resultiert in Mannchen mit wild-
typischen Testes (F und F’). Die somatischen Organe weisen keine Defekte in der Muskulatur
auf (G-J). Kasten markieren den vergrofierten Bereich in . Maf3stabsbalken 20 pm.
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4 Ergebnisse

wurden der Knock-down von delta entweder mit fz2 oder pan kombiniert. Die adulten Or-
gane der Reproduktionstrakte wiesen jedoch keine Abweichungen vom Wildtyp auf, wenn

entweder pan;delta oder fz2,delta herunter reguliert wurden.

m Mef2Gal4>>(Dcr2;)RNAi - m Kontrolle
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Abbildung 4.34: Eine kombinierte Reduktion von Komponenten des Notch- und Wnt-
Signalwegs in Myoblasten hat keinen Einfluss auf die Fertilitit der Mannchen. Mannchen
mit dem Myoblasten-spezifische Knock-down von pan;delta und fz2;delta sind in der Fertili-
tat vergleichbar mit Kontroll-Méannchen. n=30.

e s, I
Mef2Galarrizziedidels pu N @ ] ™
v44391;BL28032

w3

pangolin;delta v108679;BL28032 w4

Mef2Gal4>>pangolin;delta ">

v108679;B1L28032 m6

0% 20% 40% 60% 80%  100%
Abbildung 4.35: Der Knock-down von delta zusammen mit pan oder fz2 erh6ht die Anzahl

an zweikernigen Muskeln auf dem Testis. Ein herunter Regulieren von delta in Kombination
mit pan und fz2 erhoht die Anzahl an zweikernigen Muskeln auf den Testes. n=200.

86



4.5 Rolle des Notch-Signalwegs wihrend der Myoblastenfusion

Die Testesmorphologie war nicht beeintrachtigt und die Muskulatur aller Organe entsprach
dem Wildtyp (Abbildung f.33). Auch die Fertilitit der Mannchen wurde durch eine Redukti-
on von pan,delta oder fz2;delta nicht vermindert (Abbildung §.34). Die Anzahl an zweikerni-
gen Muskeln war im Vergleich zu den Kontrollen hoher, wenn pan;delta oder fz2;delta herun-
ter reguliert wurden. Vergleicht man jedoch den Einzel Knock-down von delta mit dem von
pan;delta oder fz2;delta, kann ein erhohter Anteil zweikerniger Muskeln beobachtet werden
(vergleiche Abbildungen und [.31). Der Fusionsindex reduzierte sich von moderat auf
schwach, wenn zusitzlich zu delta pan oder fz2 herunter reguliert wurden (vergleiche Tabel-
len §.7 und £.6). Die Expression von Fz2 scheint unabhéngig von der Aktivitit des Notch-
Signalwegs, wohingegen die reduzierten Kernzahlen im kombinierten RNAi Ansatz eine Ver-

bindung der Signalwege vermuten ldsst.

Tabelle 4.7: Ubersicht iiber den Fusionsindex des Myoblasten-spezifischen Knock-downs von
pansdelta und fz2;delta

Linie F. Fusionsdefekt

(2

Mef2Gal4»pangolin;delta v108679;BL28032 | 0,71 | schwach

Mef2Galdr»frizzled2;delta v44391;B1L28032 | 0,67 | moderat

4.5.5 Notch istin die Determination von Myoblasten invovliert

Im Rahmen der Studien zur Aktivierung des Notch-Signalwegs wahrend der Entwicklung der
Organe des mannlichen Reproduktionstraktes konnte eine Rolle wihrend der Myoblastenfu-
sion gefunden werden. Weiterhin wurde eine Funktion von Notch-Zielgenen in der Deter-
mination von FC- und FCM-artigen Zellen ausgeschlossen. Zusitzlich zu den RNAi Studien
wurde das ,volle Lange® Protein Delta spezifisch in Myoblasten exprimiert. Dies fithrte zu

einer Verdickung der apikalen Bereiche der Testes (Abbildung f.36A).
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Mef2Gal4>xgelta-fl
A D 14 Testis adult Seminales Vesikel adult

El S

Paragonium adult Ductus ejaculatus adult Spermienpumpe adult

Abbildung 4.36: Die Uberexpression von Delta in Myoblasten fiihrt zu Defekten in der Mus-
kulatur von Testes und Paragonien. Die Expression des ,,volle Lange“ Proteins Delta in allen
Myoblasten mit Mef2Gal4 resultiert in einer Verdickung des apikalen Bereiches der Testes
(A). Die Muskelschicht ist gestort, es sind Locher zu erkennen (A’). Die Muskulatur des Se-
minalen Vesikels entspricht dem Wildtyp (B). Die Paragonienmuskeln weisen Defekte auf:
neben quergestreiften sind auch glatte Muskeln zu finden. Die Muskelschicht weist Locher
auf (C). Ductus ejaculatus (D) und Spermienpumpe (E) weisen eine wildtypische Muskula-
tur auf. Késten markieren den vergrof3erten Bereich in > Mafistabsbalken 20 pm.

In diesen Bereichen waren Locher in der gleichmifSigen Muskelschicht zu erkennen (Ab-
bildung §.3§A’). Die Muskulatur des Seminalen Vesikels, des Ductus ejaculatus und der Sper-
mienpumpe wiesen keine Storungen auf (Abbildung §.3dB, D und E). Die Muskulatur des
Paragoniums unterschied sich hingegen deutlich von der wildtypischen Situation. Die Mus-
keln dhnelten eher den glatten Muskeln der Testes, wobei noch ein regelmifiigeres Sarkomer-
Muster erkennbar war (Abbildung §.3§C). Diese Daten deuten darauf hin, dass der Notch-
Signalweg Zielgene aktiviert, die eine Funktion in der Determination der glatten Muskeln

ubernehmen konnten.
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5 Diskussion

5.1 GFP-Trap- und Promotor-Reporter-Linien ermoglichen
einen Einblick in die Sarkomer-Strukturen der Muskeln
des mannlichen Reproduktionstraktes

Die Testes von Drosophila werden als einzige Organe des inneren méannlichen Reprodukti-
onstraktes von Muskeln umschlossen, die den glatten Muskeln von Vertebraten dhneln. Im
Gegensatz zu den glatten Muskeln von Vertebraten sind diese jedoch mehrkernig und unter-

1021, Die Sarkomer-

scheiden sich damit deutlich von allen bisher beschriebenen Muskeltypen!
Strukturen der Muskeln wird erst gebildet, wenn die Myotuben den Testis umschliefien. In
klassischen Sarkomeren von quergestreiften Muskeln konnen verschiedene Bereiche unter-
schieden werden, welche in glatten Muskeln schlechter voneinander abgetrennt werden!22),

Mit Hilfe von GFP-Trap-Linien konnte gezeigt werden, dass die Sarkomer-Strukturen
der Testesmuskeln der ungleichmifligen Anordnung der kontraktilen Elemente von glatten
Muskeln entsprechen (vergleiche Abbildung f.1A-D). Weitere GFP-Trap-Linien konnten das
Sarkomer-Muster der quergestreiften Muskulatur in allen anderen Muskeln des ménnlichen
Reproduktionstraktes widerspiegeln (vergleiche Abbildung f.2). Die Muskeln der Paragonien
und des Ductus ejaculatus dhneln der Epithel-Schicht um die einzelnen Ovariolen des weibli-
chen Reproduktionstraktes. Sie sind einkernig und scheinen unabhéngig von Fusionsprozes-
sen zu entstehen!™8, Die Muskelschichten aller Organe sind von einer EZM umgeben, die
vermutlich erst gebildet wird, wenn die Entwicklung der Muskeln weitgehend abgeschlossen
ist.

Die Analyse weiterer Linien fithrte nicht zur Detektion von Komponenten, die spezifisch in
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den Muskeln der Testes oder ihrer Vorldufer exprimiert werden. Eine Reporter-Linie zeigte
ein Signal in der adulten Muskulatur: Rac2-GFP war deutlich in den einkernigen Muskeln
der Paragonien auszumachen. Bereits wihrend der Metamorphose konnte eine Anreicherung
des GFP-Signals tiber den sich entwickelnden Paragonien beobachtet werden. Rac-GFPasen
werden hdufig mit Migrationsprozessen in Verbindung gebracht. Dabei wirken sie meist als
Regulatoren der F-Aktin-Polymerisation!23, Welche Funktion Rac2 in diesen Zellen erfiillen
konnte ist unklar.

GFP-Trap-Linien konnen einen ersten Eindruck dariiber vermitteln, ob Proteine zu be-
stimmten Zeitpunkten in bestimmten Geweben exprimiert werden. Da es sich jedoch um
kiinstlich eingebrachte und veranderte Proteine handelt, sollten die Ergebnisse solcher Expe-
rimente mit Vorsicht behandelt werden. Im Falle der GFP-Trap-Linien konnen die Proteine
durch das Anhdngen des GFPs in ihrer Struktur und Form beeinflusst werden und somit
auch fehlerhaft lokalisiert werden. Haufig ist eine Akkumulation GFP-markierter Proteine
im Nukleus zu beobachten. Wenn es sich bei den Fusions-Proteinen nicht um das ,,volle Lan-
ge“ Protein markiert mit GFP handelt, schriankt dies die Aussagekraft weiter ein. Demnach
konnen solche Fusions-Proteine genutzt werden um einen ersten Eindruck zu bekommen, ob
Proteine in bestimmten Geweben exprimiert werden, die Ergebnisse sollten allerdings durch

zusatzliche Studien Giberpriift werden.

5.2 Determinationfaktoren in den Myoblasten der
Genitalscheibe

Die Genitalscheibe stellt die Myoblasten fiir fiinf verschiedene Muskelgruppen bereit. Es ist
bekannt, dass die Vorldufer der glatten Testesmuskeln sich auf den Seminalen Vesikeln befin-
den und bei 28 h APF zu fusionieren beginnen™!!. Die quergestreiften Muskeln der Organe
somatischen Ursprungs werden ebenfalls aus Myoblasten gebildet, die auf der Genitalscheibe
zu finden sind. Welche Zellpopulationen die Vorlaufer welcher Muskeln sind ist allerdings
noch ungeklédrt. Die Bildung fiinf verschiedener Muskelgruppen aus einem Pool an Myob-

lasten erfordert eine hohe regulatorische Kontrolle der Determination bzw. Differenzierung.
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5.2 Determinationfaktoren in den Myoblasten der Genitalscheibe

RT-PCRs konnten die Transkripte vieler Faktoren nachweisen, die fiir eine Rolle in der De-
termination von Zellen bekannt sind (vergleiche Tabelle f.2). Twist und Mef2 sind sowohl
in der Determination des Mesoderms im Embryo als auch in AMPs von Bedeutung. Vor
allem Twist erhalt die Spezifizierung der Zellen als Myoblasten und unterbindet die weite-

124-126] Daher wird der Transkriptionsfaktor auch in den Myoblasten der

re Differenzierung!
Genitalscheibe benotigt. Notch und Delta steuern im Embryo mittels lateraler Inhibition die
Determination von FCs und FCMs"24127 Wihrend der Metamorphose wird die Aktivitit
des Notch-Signalwegs hingegen bendtigt, in den AMPs der DLMs die endgiiltige Differenzie-
rung bis zum Zeitpunkt der Fusion zu unterbinden!®3. In den Myoblasten der Genitalscheibe
werden Notch, Delta sowie Mitglieder und Zielgene des Signalwegs exprimiert. Auf die Funk-
tion, die Notch in den Testes-relevanten Myoblasten erfiillen konnte, gehen die Kapitel 5.9 bis
.11 genauer ein. Ein weiterer Signalweg, der bereits in der Determination des Mesoderms
eine Rolle spielt, ist Dpp. Auch Komponenten dieses Signalwegs wie der Ligand und die Re-
zeptoren, Thickveins und Punt, werden in den Myoblasten der Genitalscheibe transkribiert.
Dpp kann als Morphogen durch eine konzentrationsabhéngige Weise die Gen-Expression

(28] Im Falle der Myoblasten auf der Genitalschei-

tiber grofle Abstinde hinweg spezifizieren
be konnte Expression von Dpp spezifizieren, ob die Myoblasten glatte oder quergestreifte, ein-
oder mehrkernige Muskeln bilden.

Im Embryo werden zur Differenzierung der einzelnen Muskeln spezifische Kombinatio-
nen von Transkriptionsfaktoren in den FCs exprimiert!?], Viele dieser Transkriptionsfakto-
ren konnten auf Transkript-Ebene auch in den Myoblasten der Genitalscheibe nachgewiesen
werden. Sie konnten dort eine vergleichbare Funktion iibernehmen und fiir eine Differenzie-
rung in Testes-relevante oder Seminale Vesikel-relevante Myoblasten sorgen. Der Hinweis auf
viele Transkriptionsfaktoren ermdéglicht nun eine genauere Analyse der verschiedenen Zellty-
pen. Antikorper konnten Aufschluss dariiber geben, welche Proteine in welchen Myoblasten
exprimiert werden. Anschlieflend konnte mit funktionellen Studien untersucht werden, ob

diese Faktoren tatsdchlich eine Funktion in der Determination bzw. Differenzierung der ein-

zelnen Myoblasten oder der Myoblasten distinkter Muskeltypen haben.
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5.3 Rols und Mhcl kénnen in den Myoblasten der
Genitalscheibe nachgewiesen werden

Neben den Transkriptionsfaktoren konnten in den Myoblasten der Genitalscheibe viele Kom-
ponenten gefunden werden, von denen bekannt ist, dass sie in der Myoblastenfusion im Em-
bryo eine Rolle spielen. Auf die Regulatoren der verzweigten F-Aktin-Polymerisation und die
Cadherine gehen die Kapitel .4 bis .§ genauer ein. Des Weiteren konnten die Transkrip-
te von rols, mhcl, Dswip1, shark und sing in den Myoblasten der Genitalscheibe amplifiziert
werden. Aus dem Embryo ist bekannt, dass Rols und Mhcl spezifisch in FCs an der Kon-
taktstelle zu FCMs exprimiert werden. Es wird vermutet, dass Rols als Adapter Protein das

(5129 wohingegen Mhcl, ein In-

Adhisionssignal an das Aktin-Zytoskelett iibertragen kann
teraktionspartner von Rols, als Motor-Protein an der Erweiterung der Fusionspore beteiligt
sein konnte®3, Sing, DSwip-1 und Shark werden mit der Progression des Fusionsprozesses in
Verbindung gebrachtI3%-132] ‘Weitere Analysen konnten kliren, ob die Proteine in den Testes-
relevanten Myoblasten oder den Myoblasten der anderen Organe exprimiert werden. Man
kann vermuten, dass die Transkripte in den Vorldufern der Muskeln, die mehrkernige Zellen
bilden, nachgewiesen werden konnen. Fiir Rols konnte bereits eine Expression in FC-artigen
Myoblasten, vergleichbar zur embryonalen Myogenese, nachgewiesen werden (personliche
Kommunikation Dr. D. Buttgereit). Abweichende Funktionen fiir Mhcl als Motor-Protein,
Shark als Kinase und DSwip1 als Ca?"-bindendes Protein konnten allerdings ebenso in den

nicht fusionierenden Myoblasten iibernommen werden. Weitere Untersuchungen sind not-

wendig um die Rolle der Faktoren in den Myoblasten der Genitalscheibe zu ermitteln.

5.4 Aktin in den Myoblasten liber dem Seminalen Vesikel

Wihrend der Fusion der Myoblasten bei der Bildung der somatischen Kérperwandmuskeln
kommt es zu einer Anreicherung von F-Aktin an der Kontaktstelle zwischen FC und FCM.
Diese Anreicherung wird unter anderem durch die Aktivitat des Arp2/3-Komplexes hervorge-
rufen. Der Arp2/3-Komplex wird in beiden Zelltypen von NPFs reguliert, die ringformig um
die Kontaktstelle lokalisieren. Die Aktivitit des Arp2/3-Komplexes wird fiir das Voranschrei-

ten der Fusion benotigt™. Auch bei der Bildung der adulten Flugmuskeln werden F-Aktin
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5.4 Aktin in den Myoblasten iiber dem Seminalen Vesikel

Foci in Abhingigkeit von WASp und SCAR gebildet™3], In den Testes-relevanten Myoblas-
ten scheint es hingegen keine Anreicherung von F-Aktin in Foci zu geben. F-Aktin lokalisiert
zum Zeitpunkt der Fusion gleichméflig an den Membranen aller Myoblasten {iber dem Se-
minalen Vesikel (vergleiche Abbildung f£.3). Neben F-Aktin in der Membran konnten zum
Zeitpunkt der Fusion auch Filopodien, welche von den Myoblasten ausgestreckt wurden, be-
obachtet werden. Die Filopodien der Myoblasten, die sich {iber dem Seminalen Vesikel be-
fanden, waren im Gegensatz zu denen der Myotuben auf dem Testis dynamisch. In einem
kurzen Zeitraum (330 Sekunden) konnte das Ausstrecken und der Abbau von Filopodien be-
obachtet werden. Im gleichen Zeitraum blieben die Filopodien der Myotuben stabil (verglei-
che Abbildung [.4). Eine Rolle von Filopodien wiahrend der Myogenese wurde kiirzlich in der
Entwicklung der Flugmuskeln beschrieben!31. Die Myotuben der DLMs weisen iiber ihre ge-
samte Lange Aktin-basierende Filopodien auf, die fiir die Kontaktaufnahme mit den Myoblas-
ten eine Rolle spielen. Die Filopodien werden ausgestreckt, um die wandernden Myoblasten
zur Myotube hinzuleiten. Sie werden auflerdem fiir die Adhidsion zwischen Myoblasten und

1341, Eine vergleichbare Funktion der

Myotuben benétigt, ihr Fehlen fiihrt zu Fusionsdefekten!
Filopodien in den Testes-relevanten Myoblasten ist unwahrscheinlich. Die Zellen befinden
sich vor der Fusion bereits in engem Kontakt, ein Rekrutieren der Myoblasten ist demnach
nicht nétig. Stattdessen kénnten die Filopodien eine Reaktion der Zellen auf den Verlust eines
Signals sein. In lebenden Puppen befinden sich die Genitalscheibe und die Testes eingebettet
in Fettzellen bereits vor dem Verbinden dicht beieinander. Es ist recht wahrscheinlich, dass
die Myoblasten bei 28 h APF ein Signal von Testes und/oder dem Fettkorper erhalten. Die-
ses Signal konnte die Fusion induzieren, die Verbindung zwischen Seminalem Vesikel und
Testis einleiten oder die Myoblasten auf die Wanderung vorbereiten. In den Live-Aufnahmen
ist diese Nahe zwischen Seminalen Vesikeln, Testes und Fettkorper nicht mehr gegeben. Die
Filopodien kénnten demnach ein Versuch der Myoblasten sein, dieses Signal zu erreichen.
Trotz einer gleichméfligen Verteilung von F-Aktin an den Membranen der Testes-
relevanten Myoblasten ist eine Regulation der Polymerisation dennoch wahrscheinlich. Die

Proteine Arp3 und SCAR, welche in die Polymerisation von verzweigtem F-Aktin involviert

sind, scheinen in FCM-artigen Zellen exprimiert zu werden (vergleiche Abbildung [£.5). Bei
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5 Diskussion

der Analyse der Lokalisation einiger Proteine kam es im Rahmen dieser Arbeit zu uneindeu-
tigen Ergebnissen. Haufig konnten in vergréflerten Aufnahmen Anreicherungen von Prote-
inen in einer Zellschicht beobachtet werden, die in Ubersichtsaufnahmen nicht auszumachen
waren. Diese Varianz im Expressions-Profil ist vermutlich auf die variable Penetration des An-
tikorpers in den Geweben zuriickzufithren. Zusétzlich kann eine genutzte Mikroskopeinstel-
lung, die fiir eine Verstidrkung des Signals und das Entfernen von Hintergrundsignalen sorgt,
dazu fiihren, dass schwache Signale nicht dargestellt werden (personliche Kommunikation D.
Buttgereit). Eine Zelltyp-spezifische Expression des NPFs wire jedoch nicht ungewdhnlich.
Im Embryo wird SCAR zwar in FCs und FCMs exprimiert, WASp hingegen ist spezifisch in
FCMs zu finden®7377, (Jberraschend wire hingegen eine Beschriankung von Arp3 auf einen
Zelltyp. Dies wiirde bedeuten, dass der Arp2/3-Komplex nur in FCM-artigen Zellen aktiviert
wiirde und an der Polymerisation von verzweigtem F-Aktin beteiligt sein konnte.

Man geht davon aus, dass die Anreicherung von F-Aktin an den Kontaktstellen von FC
und FCM im Embryo und in der Myogenese der Flugmuskeln in die Weitung der Fusions-
poren involviert ist®), Diese Weitung wird vermutlich auf beiden Seiten der Fusionspore in-
itiiert. Eine weitere Funktion der Arp2/3-abhiangigen F-Aktin-Polymerisation konnte in den
FCMs wihrend der Bildung der adulten Flugmuskeln beschrieben werden. Die Myoblasten
strecken sich, sodass die Kontaktfliche zur Myotube hin vergrofiert wird. Die folgende An-
ndherung der Zellmembranen vor der Fusion ist ebenfalls abhéngig von der Polymerisation
verzweigten F-Aktins®¥, In der Studie von Dhanyasi und Kollegen wurden Mutanten analy-
siert, in denen die Polymerisation von verzweigtem F-Aktin in beiden Zelltypen, Myoblast
und Myotube, unterbunden wurde. Man koénnte jedoch vermuten, dass eine einseitige Akti-
vierung des Arp2/3-Komplexes ausreicht, um die oben beschriebenen Prozesse zu initiieren.
Dafiir spricht, dass WASp sowohl in Myoblasten als auch in Myotuben vorhanden ist, eine

133, Die Polyme-

Expression in einem Zelltyp hingegen fiir eine erfolgreiche Fusion ausreicht!
risation von verzweigtem F-Aktin in FCM-artigen Zellen kénnten demnach fiir die Vergré-
Berung der Zell-Zell-Kontakte und die Anndherung der Zellmembranen geniigen und eine

Fusion der Myoblasten ermoglichen.
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Testes-relevanten Myoblasten

5.5 SCAR und WASp aktivieren den Arp2/3-Komplex

wadhrend der Fusion der Testes-relevanten Myoblasten

Die Expression von Regulatoren der Polymerisation verzweigten F-Aktins warf die Frage auf,
ob die Fusion von FC- und FCM-artigen Zellen eine Abhdngigkeit von diesem Prozess auf-
weist. Der Myoblasten-spezifische Knock-down von Regulatoren der verzweigten F-Aktin-
Polymerisation ergab mit einigen Linien Verdickungen in den apikalen Bereichen der Testes
(Arp2, Arp3, SCAR, Vrpl, Racl, Mbc und Kette). Die Phidnotypen waren vergleichbar: in
den verdickten Bereichen waren einige Locher in der durchgdngigen Muskelschicht zu beob-
achten. Der stérkste Effekte konnte durch den Knock-down von scar hervorgerufen werden
(vergleiche Abbildung .7). Die Muskulatur wies nicht nur Locher auf, die Muskeln verliefen
nicht parallel zueinander. Die Verdickungen der Testes sowie die Locher in der Muskelschicht
deuten auf eine eingeschrankte Integritat der Muskulatur hin. Durch das Voranschreiten der
Keimzellentwicklung im Inneren der Testes erhoht sich der Druck auf die Muskelschicht. Die
eingeschriankte Integritit der Muskelschicht fithrt zu Lochern und somit zu Verdickungen in
den Bereichen, in denen der Druck zu grof$ wurde.

Die Fertilitiat der RNAi-Knock-down Miannchen war nur in wenigen Féllen beeintrachtigt.
Ahnliches konnte bereits fiir ein herunter Regulieren der Adhasionsproteine Duf und Sns

U Im Falle eines arp2, mbc oder kette Knock-downs war die Mehr-

beschrieben werden!
zahl der Méannchen hingegen steril. Dies konnte auf eine spatere, physiologische Funktion
des Arp2/3-Komplexes hindeuten: in Vertebraten konnte gezeigt werden, dass die Kontrak-
tion von glatten Muskeln auf die Polymerisation verzweigter F- Aktin-Netzwerke angewiesen
ist(133,

Eine genauere Analyse der Testesmuskeln ergab, dass in fast allen Knock-down Situatio-
nen die Fusionseffizienz der Myoblasten beeintrichtigt war (vergleiche Tabelle B.2, Abbildun-
gen f.9 und sowie Tabelle {.3). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Regulatoren der ver-
zweigten F-Aktin-Polymerisation eine wichtige Funktion in der Fusion der Testes-relevanten
Myoblasten iibernehmen. Es deutet auflerdem darauf hin, dass der Arp2/3-Komplex wie in

FCMs im Embryo sowohl durch SCAR (mit Kette) als auch durch WASp (mit Vrp1) aktiviert

werden kann.
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5 Diskussion

Das herunter Regulieren von racl und pak hatte einen geringen Einfluss auf die Fusion:
der F, klassifiziert die Defekte nur als schwach. Dies lasst sich durch die hohen Redundanzen
in diesen Proteinfamilien erklaren. Wahrend der Myoblastenfusion zur Bildung der Korper-
wandmuskulatur hat der Verlust von racI keinen Effekt auf diesen Prozess. Nur in Kombi-
nation mit Rac2 kénnen starke Fusionsdefekte hervorgerufen werden!”8). Fiir die Kinase Pak
konnten im Embryo vergleichbare Redundanzen beobachtet werden™¢, Weiterhin kénnte
auch die Effizienz des Knock-downs von racl und pak nicht der von beispielsweise scar ent-
sprechen und demnach deutlich schwéchere Defekte hervorrufen.

Kette und Blow interagieren wihrend des zweiten Fusionsschrittes in der Bildung der so-
matischen Korperwandmuskulatur™7), Der Verlust der Proteine sorgt fiir starke Defekte im
Embryo, resultiert in Testesmuskeln hingegen nur in moderaten Defekten. Diese Defekte wur-
den verstérkt, wenn blow und kette gemeinsam herunter reguliert wurden. Dies deutet darauf
hin, dass auch in Testes-relevanten Myoblasten eine Verbindung zwischen den Funktionen
von Blow und Kette besteht.

Der Knock-down von dock, cdc42 und schizo hatte keinen Einfluss auf die Fusionsefhizienz
der Myoblasten. Im Embryo ist die Fusion der somatischen Myoblasten in dock Mutanten
ebenfalls nicht beeintrichtigt. Dies kann jedoch auf die maternal bereitgestellte mRNA zu-
riick gefithrt werden!®, In Testes-relevanten Myoblasten scheint Dock keine Funktion in der
Fusion zu iibernehmen. Das herunter Regulieren von dock mit einer Verstarkung durch Dcr2
fithrt zu larvaler Letalitat, wodurch die Effizienz des Knock-downs nicht in Frage gestellt wer-
den kann. Ebenfalls vergleichbar zur Fusion der somatischen Myoblasten scheint Cdc42 in

(38

Testes-relevanten Myoblasten nicht als Aktivator von WASp zu fungieren™8, Anders als im

Embryo scheint hingegen Schizo keine Rolle in der Entfernung von NCad von den Kontakt-

stellen der Myoblasten iiber dem Seminalen Vesikel zu spielen!®],

5.6 Die Fusion Testes-relevanter Myoblasten unterscheidet

sich von anderen Fusionsprozessen

Vergleicht man die verschiedenen Prozesse der Myoblastenfusion im Embryo mit der der

Testes-relevanten Myoblasten, fallen Unterschiede auf. In FCs und FCMs der somatischen
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5.6 Die Fusion Testes-relevanter Myoblasten unterscheidet sich von anderen Fusionsprozessen

und viszeralen Myogenese konnen vor der Fusion F-Aktin Anreicherungen an den Kontakt-
stellen beobachtet werden. Diese Akkumulationen kénnen in Testes-relevanten Myoblasten
nicht beobachtet werden. F-Aktin ist hingegen an den Membranen aller Myoblasten zu fin-
den. In der Fusion somatischer Myoblasten wird der Arp2/3-Komplex in FCs durch SCAR
und FCMs durch SCAR und WASp aktiviert®®. Die Fusion von longitudinalen viszeralen

Muskeln ist hingegeben abhingig von SCAR und unabhingig von WASpE%,

A zirkulare viszerale B longitudinale viszerale C somatische D Testes-relevante
Myoblastenfusion Myoblastenfusion Myoblastenfusion Myoblastenfusion

OO0000 QDO OO0
gle]ele]ele QQ 00000

FC-artig

O
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G
(=D

SCAR-abhangige Arp2/3 Aktivierung ~ SCAR- und WASp-abhangige Arp2/3 Aktivierung

Abbildung 5.1: Vergleichendes Modell der Myoblastenfusion wiahrend der somatischen, vis-
zeralen und Testes-relevanten Myogenese. Die zweikernigen zirkuldren viszeralen Muskeln
entstehen durch die Fusion einer FCM mit einer FC (A). Zur Bildung der meist sechskernigen
Synzytien der longitudinalen viszeralen Muskeln fusionieren FCs mit FCMs. An den Kontakt-
stellen sind Anreicherungen von F-Aktin zu beobachten, deren Polymerisation abhéngig von
SCAR ist (B). Wahrend der somatischen Myoblastenfusion fusionieren FCs und FCMs bis die
Kernzahl der fertigen Muskeln erreicht ist. Auch hier ist eine Anreicherung von F-Aktin an
den Kontaktstellen zu finden welche durch SCAR und WASp abhingige Arp2/3 Aktivierung
entsteht (C). Bei der Fusion von Testes-relevanten Myoblasten, den FC- und FCM-artigen
Zellen, kann F-Aktin an den Membranen aller Zellen beobachtet werden. Die fertigen Mus-
keln weisen zwischen zwei und vier Kernen auf. Die Fusion der Testes-relevanten Myoblasten
ist auf die Arp2/3 Aktivierung durch SCAR und WASp angewiesen (D). Modifiziert nach!®%

In Testes-relevanten Myoblasten konnten sowohl SCAR und WASp den Arp2/3-Komplex
aktivieren, diese Aktivierung konnte allerdings auf FCM-artige Zellen beschrankt sein. Die

Regulatoren der verzweigten F-Aktin-Polymerisation waren auflerdem bereits vier Stunden

97



5 Diskussion

vor dem Beginn der Fusion in den Myoblasten nachweisbar und die Proteine konnten im
Vergleich zum Embryo nicht in ring-artigen Strukturen an den Kontaktstellen zwischen FC
und FCM beobachtet werden (Abbildung f.1)). Dies konnte ebenfalls fiir die Adhésionsprote-

ine Duf, Rst und Sns beschrieben werden!!

|. Fiir die Adhasionsmolekiile konnte in prima-
ren Pigmentzellen im Auge von Drosophila eine vergleichbare Expression beobachtet werden:
die Proteine konnen an den Membranen um die Zellen nachgewiesen werden. Zu einem be-
stimmten Zeitpunkt werden die Adhésionsmolekiile von der Membran entfernt. Diese Ein-
schriankung der Lokalisation der Protein geschieht durch eine Auto-Regulation!®3,

Die Testes-relevanten Myoblasten sind vor der Fusion in zwei geordneten benachbarten
Schichten zu finden, sodass die Kontaktstellen zwischen FC- und FCM-artigen Zellen vorge-
geben sind. Nach den ersten Fusionen konnen die zweikernigen Vorldufer mit weiteren Zellen
fusionieren. Durch die Anwesenheit aller, fiir die Fusion bendtigten Proteine iiberall an der

Membran, konnten die Zellen schneller auf weitere Fusionen, die an jeder beliebigen Stelle

stattfinden konnen, vorbereitet werden.

5.7 F-Aktin-Polymerisation wahrend der Migration der
Myotuben auf dem Testis scheint unabhangig von

Arp2/3 und den Forminen DAAM, Dia und Fhos

Betrachtet man die Muskulatur der Testes, in denen die Regulatoren der verzweigten F- Aktin-
Polymerisation herunter reguliert wurden, fillt auf, dass die Myotuben den Testis besiedelt
und grofitenteils umschlossen haben. Die Bildung einer gleichmafligen Muskelschicht ist bis
auf gelegentliche Verdickungen im apikalen Bereich der Testes und Locher in der Muskel-
schicht nicht beeintrachtigt. Der Knock-down von scar resultiert zusitzlich in quer laufenden,
nicht parallel angeordneten Muskeln (vergleiche Tabelle B.1). Gildor und Kollegen konnten
zeigen, dass nicht nur die Fusion, sondern auch die Wanderung von Myoblasten im Embryo
die Aktivitit von SCAR benotigt!®%, Die quer laufenden Muskeln konnten ein Hinweis dar-
auf sein, dass SCAR in der Orientierung der Myotuben/Muskeln auf und um die Testes eine

Funktion iibernimmt.
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5.7 F-Aktin-Polymerisation wihrend der Migration der Myotuben auf dem Testis scheint
unabhdingig von Arp2/3 und den Forminen DAAM, Dia und Fhos

Eskonnte in den Knock-down Situation hingegen nicht beobachtet werden, dass die Myotu-
ben die Testes nicht erreichen oder die Besiedelung der Testes unterbunden wurde. Beides
wiren Hinweise darauf, dass die Wanderung der Myotuben beeintrachtigt wére. Es scheint
demnach, dass die Wanderung der Myotuben weitgehend unabhingig von der Polymerisati-
on von verzweigtem F-Aktin ablaufen kann.

Migrierende Zellen polarisieren in die Richtung, aus der ein chemoattraktives Signal
kommt. Dabei bildet sich eine Struktur, die als Lamellipodium bezeichnet wird. In dieser
Struktur kommt es zu einem rapiden Ausbau von Aktin-Netzwerken die dynamisch polyme-
risiert und depolymerisiert werden und somit die Membran der Zelle vorantreiben. Diese
Netzwerke bestehen hauptséchlich aus verzweigtem F-Aktin und sind demnach auf die Ak-
tivitat des Arp2/3-Komplexes angewiesen. Durch die Regulation von Adhésionen kann die

119

Zelle somit in eine bestimmte Richtung wandern™®, Neben der Bildung eines Lamellipo-

diums kénnen auch Filopodien, in denen Biindel von linearem F-Aktin zu finden sind, in
Migrationsprozesse involviert sein!™%,

Der Knock-down des nicht Muskel-spezifische Myosin II zeigt, dass Aktin-Myosin-
Netzwerke durchaus eine wichtige Rolle in der Besiedelung der Testes iibernehmen. Dennoch
war die Fertilitit der Ménnchen selten deutlich reduziert. Eine Einschrankung der Fusions-
effizienz hat keinen Einfluss auf die Ausbildung der Muskelschicht um die Testes und fiihrt

1 Die morphologischen Defekte nach dem

demnach nicht zu einer Reduktion der Fertilitit!
Knock-down von sqh oder zipper sind hingegen deutlich starker als nach einem Knock-down
der Arp2/3-Regulatoren beobachtet werden konnte. Dennoch ist die Fertilitdt und demnach
auch die Entwicklung der Keimzellen nicht beeintrichtigt. Es ist zu vermuten, dass, solan-
ge die Testes dem Druck der sich entwickelnden Spermien standhalten, die Ubertragung der
Spermien in die Weibchen uneingeschrankt funktioniert. Sollte die Muskelschicht zu stark ge-
stort und die Integritat nicht mehr gewéhrleistet werden, wiirden die Testes platzen und ver-
mutlich nicht nur zur Infertilitit sondern auch zur Letalitit fithren. Eine genauere Analyse der
beobachteten Defekte konnten nicht auf eine fehlerhafte Adhésion der Muskeln untereinan-
der oder auf eine eingeschrinkte Fusionseftizienz zuriickgefithrt werden. Die beschriebenen
Defekte kann man als Wanderungsdefekte bezeichnen. Man kann davon ausgehen, dass die

Myotuben das apikale Ende der Testes nicht erreichen und daher eine unregelmafige Vertei-

lung an Muskeln zustande kommt. Andererseits konnte auch die Wanderung der Myotuben
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auf den Testis bereits eingeschriankt sein. Wenn nicht genug Myotuben auf den Testis gelangen,
kann die reduzierte Anzahl an Myotuben keine gleichméflige Muskelschicht bilden. Welchen
der beiden Wanderungsprozesse der Knock-down von Myosin II beeinflusst, kann anhand
der Phinotypen nicht ausgemacht werden. Die Effekte des Knock-downs von Myosin II le-
gen nahe, dass die Wanderung der Myotuben auf ein F-Aktin-Netzwerk angewiesen ist. Da es
recht unwahrscheinlich ist, dass bereits bestehende Aktin-Netzwerke die Migration der Zellen
antreiben kann, muss postuliert werden, dass Polymerisation von F-Aktin in den Myotuben
stattfindet. Dabei handelt es sich vermutlich um die Polymerisation von linearem F-Aktin. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass das nicht Muskel-spezifische Myosin II am retrograden
Fluss an der Lauffront wandernder Zellen in Kultur beteiligt ist. Dabei ist das Protein nicht
mit den verzweigten Filamenten assoziiert, sondern an den F-Aktin Biindeln des Lamellums
zu finden!”2!,

Die Polymerisation linearen F-Aktins wird unter anderem von Forminen gesteuert®”, Es
konnte bereits gezeigt werden, dass Formine an Migrationsprozessen beteiligt sind; zum
Beispiel Fhos und FMNLI in der Wanderung von Makrophagen!™*I42l  Der Myoblasten-
spezifische Knock-down von drei Forminen, daam, dia und fhos hatte keine Auswirkungen
auf die Wanderung der Myotuben auf die Testes. Auch ein Funktion von Fhos in der Bildung
der Sarkomere der Muskeln des médnnlichen Reproduktionstraktes, vergleichbar mit den DL-

1431 Da keines der untersuchten Formine in die Wan-

Ms konnte nicht beobachtet werden!
derung der Myotuben ivolviert zu sein scheint, bewirken vermutlich entweder Capu, Form3
oder Frl die Polymerisation der linearen Aktin-Filamente. Keines der drei Proteine konnte
allerdings bisher mit Wanderungsprozessen in Verbindung gebracht werden. Uber Capu und
Form3 ist nur bekannt, dass sie in der Bildung des Aktin-Netzwerkes wahrend der Oogenese

1441%3] | Frl wurde noch nicht genauer charak-

und der Fusion der Tracheen eine Rolle spielen!
terisiert.

Viele Proteine sind direkt oder indirekt an der Polymerisation von Aktin-Filamenten betei-
ligt. Eine Auswahl an Proteinen, wurde hinsichtlich einer Funktion wahrend der Wanderung
der Myotuben analysiert. Ena kann Aktin-Filamente polymerisieren, Btk29A die Polymeri-
sation durch Signaltransduktionen regulieren®*7%, Gelsolin und Tsr-Cofilin sind in der Re-

gulation der Filamentlinge und den Abbau der Filamente involviert®?14€] Weder die Kinase

Btk29A, noch die Aktin-bindenden Proteine Gelsolin und Ena oder das Cofilin Homolog
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Twinstar scheinen eine Funktion in der Migration der Myotuben zu haben.

Der Knock-down von Myosin II deutet deutlich darauf hin, dass F-Aktin in die Migration
der Myotuben involviert ist. Die bisher untersuchten Aktin-Polymerisationsfaktoren konn-
ten jedoch keinen Hinweis darauf geben, auf welche Art und Weise die Wanderung durch
Aktin vermittelt wird. Neben dem Arp2/3-Komplex und den Forminen gibt es eine weitere
Proteinfamilie, die Aktin-Filamente polymerisieren kann: die WH2-Domaénen Proteine. Zu
dieser Familie gehort in Drosophila auch das Protein Spire. WH2-Domaénen Proteine kdnnen
eigenstdndig Aktin-Filamente polymerisieren, werden aber hiufig zusammen mit Forminen
genutzt17],

Es ist natiirlich auch méglich, dass die Wanderung der Myotuben nicht nur auf eine Art
Aktin-Filamente, verzweigt oder linear, angewiesen ist. Das Fehlen von Wanderungsdefekten
konnte ein Hinweis darauf sein, dass Formine und der Arp2/3-Komplex gemeinsam wirken
und eine Reduktion des jeweils anderen kompensieren konnen. Ein Knock-down von Regu-

latoren der verzweigten und der linearen F-Aktin-Polymerisation in Kombination kdnnten

Aufschluss dariiber geben.

5.8 Cadherine sind fiir die Integritat der Muskelschicht um
die Testes von Bedeutung

NCad wird im Embryo in allen Myoblasten an den Membranen lokalisiert und es wird pos-
tuliert, dass es die Adhédsionsmolekiile Duf, Rst, Hbs und Sns bei der Adhdsion der FCs und
FCMs unterstiitzen kann. Weiterhin ist bekannt, dass Cadherine in Wanderungsprozesse in-
volviert sein konnen. Wéhrend der EMT wird Shg herunter und NCad hoch reguliert, sobald
die Zellen beginnen zu wandern®3, Eine vergleichbare Rolle von Cadherinen wihrend der
Wanderung von Myotuben war vorstellbar, da sich Zellen von der Genitalscheibe 16sen um
dann gemeinsam auf den Testis zu migrieren. Shg scheint jedoch keine Funktion in den Myo-
blasten oder Myotuben iiber dem Seminalen Vesikel zu tibernehmen, hingegen kann eine
Beteiligung an der Adhision der Epithelzellen im sich entwickelnden Seminalen Vesikel pos-

tuliert werden.
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NCad hingegen konnte in den Testes-relevanten Myoblasten und Myotuben auf der Geni-
talscheibe und den Myotuben auf dem Testis nachgewiesen werden. Auch in adulten Muskeln
war NCad an den Zellgrenzen der einzelnen Muskeln lokalisiert (vergleiche Abbildungen
und f.22). Dies deutet bereits auf eine Funktion in der Adhasion der Zellen untereinander. Ein
Myoblasten-spezifischer Knock-down von ncad resultierte in morphologisch defekten Testes,
auf denen die Muskelschicht wie zerrissen erschien (vergleiche Abbildung §.23). In den Sper-
mienpumpen war zu beobachten, dass sich einzelne Muskeln auf3erhalb des Fichers befanden
(vergleiche Abbildung f.24). Die Defekte sind nicht auf eine Beeintrachtigung der Fusion der
Myoblasten zuriickzufithren und auch die EZM kann wie im Wildtyp gebildet werden. Phi-
notypen und Expression lassen darauf schliefSen, dass NCad fiir die Adhésion der Myotuben
und reifen Muskeln von Bedeutung ist. Die Myotuben, die sich von der Genitalscheibe l6sen
um auf den Testes zu gelangen, sind iber NCad miteinander verbunden. Sobald die Myotuben
den Testes erreicht haben, wird die Lokalisation von NCad an den Membranen reduziert, so-
dass die Zellen einzeln den Testis besiedeln. Wenn die Myotuben beginnen, die dichte Schicht
um den Testis zu bilden, kann NCad wieder an den Membranen beobachtet werden. Diese
Lokalisation bleibt bis in die reifen Muskeln erhalten. Die Defekte, die nach einem herun-
ter Regulieren von ncad auftreten, deuten darauf hin, dass die Adhdsion der Myotuben via
NCad wihrend der Wanderung auf den Testis nicht essentiell ist. Die Defekte sind eher auf
einen Verlust der Integritdt der Muskelschicht zuriickzufithren und als Reaktion auf den sich
erhohenden Druck im Testisinneren zu sehen .

Neben Shg und NCad wurde ein weiteres Mitglied der Cadherin-Familie analysiert:
Cad99C gehort zu den Protocadherinen. Mutanten, in denen cad99C, prtl99C und weitere
Proteine deletiert wurden, wiesen einen Verdickung im apikalen Bereich des Testis auf (per-
sonliche Kommunikation Dr. Z. Eren-Ghiani). Ein Myoblasten-spezifischer Knock-down von
cad99C zeigte, dass diese morphologischen Defekte auf eine Funktion von Cad99C in den
Myoblasten/Myotuben zuriickzufiihren sind. Diese Defekte waren vergleichbar mit den De-
fekten, die das herunter Regulieren von ncad zur Folge hatte. Dies ldsst vermuten, dass auch
Cad99C in die Adhidsion der Myotuben auf dem Testis involviert ist. Dies ist iiberraschend, da
Cad99C in die Entstehung von Mikrovilli involviert ist und dort keine Funktion in der Adhési-
on von Zellen iibernimmt#*?%, Chung und Andrews konnten jedoch zeigen, dass Cad99C in

tubuldren Ephitelzellen die Gewebearchitektur beeinflussen kann. Cad99C konnte die Zellen
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mit der EZM verbinden und somit dem Gewebe Struktur verleihen®. Eine dhnliche Funk-
tion konnte Cad99C auch in den reifen Muskeln iibernehmen. Dieser Fragestellung konnte
man mit Untersuchungen der EZM in cad99C Knock-down Testes nachgehen. Zusammen-
fassend lasst sich aus den gewonnen Daten eine gleichwertige Rolle von NCad und Cad99C
wiahrend zwei voneinander zu unterscheidenden Prozessen wihrend der Bildung der Muskel-

schicht um die Testes postulieren.

5.9 FC- und FCM-artige Zellen werden unabhangig der
Aktivitat des Notch-Signalwegs determiniert

Die Transkripte von Komponenten des Notch-Signalwegs konnten in den Myoblasten der Ge-
nitalscheibe nachgewiesen werden (vergleiche Tabelle f.2). Neben einer Funktion von Notch-
Zielgenen wihrend der Determination der Myoblasten im Drosophila Embryo ist Notch auch
wihrend der Myogenese in Mausen fiir das Aufrechterhalten der undifferenzierten Vorldufer-
population von Bedeutung. In Satellitenzellen wird die Aktivitat des Notch-Signalwegs wah-

120127048 Daher wurde

rend des Ubergangs von stillen zu aktiven Satellitenzellen benétigt!
der Signalweg zundchst hinsichtlich einer Funktion wéhrend der Determination betrachtet.
Ein erfolgreicher RNAi Knock-down von notch zeigte jedoch, dass die Proteine Duf und Sns,
welche spezifisch in FC- und FCM-artigen Zellen exprimiert werden, weiterhin in den zwei
distinkten Schichten an Myoblasten lokalisieren. Der Transkriptionsfaktor Lmd, der sowohl
in FCMs als auch in FCM-artigen Zellen exprimiert wird, konnte nach einem Knock-down
von notch weiterhin in einer Zellschicht der Testes-relevanten Myoblasten detektiert werden
(vergleiche Abbildung §.37). Die Determination von FC- und FCM-artigen Zellen scheint
demnach unabhangig der Aktivitit des Notch-Signalwegs zu funktionieren. Die Uberexpres-
sion des ,volle Lange“ Proteins Delta zeigte hingegen, dass die Muskeln des Paragoniums
sowohl eine quergestreifte als auch eine glatte Sarkomer-Struktur aufwiesen (vergleiche Abbil-
dung [.36). Notch-Zielgene konnten demnach in die Differenzierung der Myoblasten in glat-
te Muskeln involviert sein. Es scheint unwahrscheinlich, dass Notch-Zielgene in den Testes-

relevanten Myoblasten aktiv die Differenzierung in glatte Muskeln steuern, da keine querge-

streiften Muskeln auf den Testes beobachtet werden konnten, wenn notch herunter reguliert
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wurde. Auch kann die Aktivitit des Notch-Signalwegs nicht spezifisch in den Myoblasten
der Paragonien ein quergestreiftes Schicksal determinieren, da ein notch Knock-down sonst
in glatten Muskeln resultiert hitte. Eine (erhohte) Aktivierung des Notch-Signalwegs in den
Vorldufern der Paragonienmuskeln kann das Zellschicksal in Richtung glatter Muskeln veran-
dern. Um diesen Prozess genauer zu untersuchen, sollte iberpriift werden, ob und zu welchen

Zeitpunkt der Notch-Signalweg in diesen Zellen aktiviert wird.

5.10 Der Notch-Signalweg kénnte die Fusion der
Testes-relevanten Myoblasten induzieren

Komponenten des Notch-Signalwegs konnten nicht nur in den frithen Stadien der Myoblas-
ten der Genitalscheiben nachgewiesen werden, sonder auch noch 24 h bis 30 h APF (verglei-
che Tabelle {.7). Diese spite Expression der Transkripte deutet auf eine Funktion der Zielgene
wiéhrend der Fusion der Myoblasten oder der Migration der Myotuben hin. Welche Funktion
konnten Zielgene des Notch-Signalwegs wahrend der Fusion der Myoblasten iibernehmen?
Gildor und Kollegen konnten zeigen, dass die Fusion der Myoblasten zur Bildung der DLMs
von der Aktivitdt des Notch-Signalwegs abhdngt. Notch wird in den wandernden Myoblasten
exprimiert und sorgt dort durch die Regulation von Zielgenen fiir die Inhibition der termina-
len Differenzierung. Dies geschieht unter anderem durch das Unterbinden der Expression des
Adhasionsmolekiils Sns. Diese durch den Notch-Signalweg vermittelte Inhibition wird erst ge-
16st, wenn die Myoblasten die Myotuben erreicht haben und von dort ein Signal die Aktivitat
von Notch unterbindet®¥. In Testes-relevanten Myoblasten konnte die Aktivitit des Notch-
Signalwegs bei 28 h APF zunéchst durch den NRE-GFP Reporter in vereinzelten Zellen nach-
gewiesen werden (vergleiche Abbildung §.27). Die Expression von Notch und Delta zwischen
24hund 30 h APF in den Myoblasten iiber dem Seminalen Vesikel, sowie die Lokalisation von
Cut und Pebbled in den Zellkernen deuten ebenfalls auf eine Aktivierung des Signalwegs hin
(vergleiche Abbildung §.28). Eine Funktion von Zielgenen des Notch-Signalweges wéihrend
der Migration der Myotuben konnte durch die Analysen der RNAi Knock-down Médnnchen
ausgeschlossen werden (vergleiche Abbildung #.29). Die von Notch regulierten Proteine schei-

nen hingegen in die Fusion von FC- und FCM-artigen Zellen involviert zu sein (vergleiche
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Abbildung sowie Tabellen ff.§ und B.2). Dabei wird der Signalweg vermutlich hauptséch-
lich durch eine Interaktion von Notch mit dem Liganden Delta und nicht Serrate aktiviert.
Diese Daten lassen darauf schlieflen, dass der Notch-Signalweg zum Zeitpunkt der Fusion
aktiv ist und eine wichtige Rolle bei der Bildung der mehrkernige Myotuben {ibernimmt. Die-
se Rolle scheint im Vergleich zu derjenigen wahrend der Bildung der Flugmuskeln eher eine
Aktivierende als eine Inhibierende zu sein, da ein Verlust von notch die Fusion beeintrichtigt.
Auch scheint die Funktion unabhingig von der Determination der Zelltypen und der Expres-
sion der Adhasionsmolekiile Duf und Sns zu sein. Eine regulatorische Funktion von Notch
vergleichbar mit der Entwicklung der priméren Pigmentzellen im Auge von Drosophila, wo
Notch die Transkription der Adhédsionsmolekiile induziert, kann demnach ausgeschlossen
werden®,

Der Zeitpunkt, an dem die Myoblasten zu fusionieren beginnen, scheint spezifisch auf 28 h
APF festgelegt zu sein. Die Induktion muss also gezielt zu diesem Zeitpunkt eintreten. Dies
kann entweder durch die direkte oder indirekte Induktion oder durch das Autheben einer In-
hibition geschehen. Der Notch-Signalweg konnte durch die Regulation von Zielgenen dem-
nach an der direkten oder indirekten Induktion, aber auch an der Authebung der Inhibition
beteiligt sein. Dafiir muss auch die Aktivitit des Notch-Signalwegs genau festgelegt werden,
um zu verhindern, dass die Myoblasten zu frith oder zu spét fusionieren. In Oozyten wird das
Timing der Aktivierung und Deaktivierung des Notch-Signalwegs {iber mircoRNAs gesteu-

ertI#

I, Um der genauen Funktion des aktiven Notch-Signalwegs auf den Grund zu gehen,
miissten weitere Zielgene des Signalwegs spezifisch in den Myoblasten bestimmt werden. Es
ist aufSerdem wahrscheinlich, dass nicht alleine die Aktivitit des Notch-Signalwegs zur Induk-
tion der Fusion zwischen 28 h und 30 h APF fiihrt. Haufig kann eine Kooperation zwischen

verschiedenen Signalwegen beobachtet werden121:150-153],
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5.11 Die Aktivitat der Wnt- und Notch-Signalwege konnte

das Zeitfenster der Fusion bestimmen

Es stellte sich die Frage, welcher Signalweg mit Notch kooperieren kénnte, um die Fusion der
Testes-relevanten Myoblasten zu iniitieren. Ein Signalweg, der iiber eine Regulation von Ziel-
genen fiir die Kontrolle der Fusion in Frage kommt, ist der Wnt-Signalweg. In einer paralle-
len Promotionsarbeit wurde der Wnt-Signalweg genauer untersucht. Der Wnt Rezeptor Fz2
konnte in den Myoblasten {iber dem Seminalen Vesikel nachgewiesen werden. Der Knock-
down der Komponenten fz2 und pan resultierte nicht in Wanderungsdefekten und nur in
sehr schwachen Fusionsdefekten. Die Determination der FC- und FCM-artigen Zellen wur-
de nicht beeinflusst. Obwohl die Effizienz des fz2 Knock-downs unklar ist, sind die Ergeb-
nisse dennoch mit denen von pan zu vergleichen (persénliche Kommunikation S. Fender).
Die schwachen Defekte, die durch den Knock-down von Fz2 hervorgerufen wurden, konn-
ten durch die hohen Redundanzen der Frizzled Rezeptoren erkldrt werden. Bei einem Knock-
out von fz2 im Embryo von Drosophila konnen andere Frizzled Rezeptoren den Verlust von

(B4 Pan kann als Repressor und als Aktivator der Expression von Ziel-

fz2 kompensieren
genen wirken. Ist der Wnt-Signalweg nicht aktiv, unterbindet Pan zusammen mit Groucho
die Expressionen von Zielgenen. Nach einer Aktivierung des Wnt-Signalwegs ist Pan hinge-

1551 Dies erschwert auch hier eine

gen ein Teil des transkriptionsaktivierenden Komplexes!
Interpretation der funktionellen Studien. Welche Funktion der Wnt-Signalweg in den Myo-
blasten iibernimmt, ist demnach noch unklar. Ob dennoch eine Verbindung zwischen dem
Wnt und dem Notch-Signalweg existiert, wurde anhand von kombinierten Knock-down Stu-
dien iiberpriift. Die Fusionsdefekte, die durch den Knock-down von delta hervorgerufen wer-
den konnten, wurden durch das zusétzliche herunter Regulieren von pan oder fz2 etwas ab-
geschwicht. Dennoch konnte keine Abhédngigkeit der Fz2 Expression von der Aktivitit des
Notch-Signalwegs beobachtet werden (vergleiche Tabellen .7 und 8.2 sowie Abbildung §.32).
Aufgrund dieser Ergebnisse kann ein Zusammenhang der Wnt- und Notch-Signalwege in
der Fusion der Testes-relevanten Myoblasten postuliert werden. Wnt und Notch kénnen in
(L21)].

den gleichen Prozessen aktiviert werden und ihre Zielgene gemeinsam fungieren'*<*: wih-

rend der adulten Myogenese in Mdusen kommt es zum Beispiel wahrend der Differenzierung
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der Satelittenzellen zu einem Wechsel von Notch- zu Wnt-Aktivitit, was die Fusion der Myo-

1561, Im folgenden werden zwei Hypothesen

blasten zur Regeneration des Gewebes erlaubt!
dargestellt, die diese Daten durch ein Wechselspiel der Notch- und Wnt-Signalwege erklaren
konnte. Zunéchst kann ein inhibitorischer Effekt des aktiven Wnt-Signalwegs auf die Fusi-
on der Myoblasten diskutiert werden: der Verlust von Wnt-Komponenten in den Myoblasten
hat kaum eine Auswirkung auf die Fusion. Der Wnt-Rezeptor Fz2 ist bereits vor Beginn der
Fusion der Myoblasten exprimiert. Bei aktivem Wnt-Signalweg konnten die Wnt-Zielgene ei-
ne Inhibition der Fusion vermitteln. Diese Inhibition der Fusion durch Wnt-Zielgene kdnnte
durch die Aktivierung des Notch-Signalwegs gegengesteuert werden. Somit konnte die Fusi-
on initiiert werden. Es ist jedoch unklar, ob der Signalweg in den Myoblasten iiberhaupt akti-
viert wird. Eine alternative Moglichkeit ldsst sich aus den Ergebnissen von Liu und Kollegen
(2013) bestimmen. Dort konnte mit biochemischen Methoden gezeigt werden, dass der Pro-
motor von numb Bindestellen fiir TCF (Pan) enthalt. In C2C12-Myoblasten Kulturen kann
durch die Aktivitit des Wnt-Signalwegs, iiber eine Expression von Numb, die Aktivitét des
Notch-Signalwegs unterbunden werden™7),

Im Falle der Testes-relevanten Myoblasten bestiinde die Moglichkeit, dass zunéchst Zielge-
ne des Notch-Signalwegs die Fusion induzieren. Darauthin kénnte der Wnt-Signalweg akti-
vert werden und die Expression von Numb bewirken. Das Wnt Signal konnte dabei von ter-

121, Numb kénnte zu einer Inaktivierung des

minalen Epithel der Testes exprimiert werden!
Notch-Signalwegs fithren. Dies konnte zu einer Beschrankung der Fusion auf eine bestimmte
Anzahl oder auf ein bestimmtes Zeitintervall bewirken. Die Ergebnisse der Knock-down Stu-
dien von pan wiirden diese Hypothese unterstiitzen. Wenn die Aktivitdt des Wnt-Signalwegs
die Fusionen beschrinkt, fithrt ein Verlust der Komponenten nicht zu Fusionsdefekten. Die
leicht reduzierte Fusion kann auf die Funktion des Transkriptionsfaktors Pan, Zielgene des
Wnt-Signalwegs zu inhibieren, zuriickgefithrt werden. Wenn pan herunter reguliert wurde,
kann das Protein die Expression von Numb nicht mehr unterbinden und inaktiviert somit
den Notch-Signalweg. Auch die Daten, dass der Knock-down von pan in Kombination mit
delta die Fusionsefhizienz positiv beeinflusst, liefe sich durch fehlende Inhibition der Numb
Expression erkldren. Da die Fusionen von delta Knock-down Myoblasten nicht vollstandig

unterbunden wird, wird der Zeitraum in denen Fusionen stattfinden konnen, durch den Ver-

lust von pan verldngert.
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Das Modell in Abbildung stellt eine Moglichkeit der Regulation der Fusion Testes-
relevanter Myoblasten dar. Die FC- und FCM-artigen Zellen liegen in zwei Schichten tiber
dem Seminalen Vesikel. Bei 28 h APF beginnen an der Spitze des Seminalen Vesikels die ersten
Myoblasten zu fusionieren (Abbildungf.2A). Dies konnte durch die Aktivierung der Expressi-
on von Fusions-relevanten Genen durch den Notch-Signalwegs initiiert werden . Gleichzeitig

wird die Expression von numb durch Pangolin unterbunden (Abbildung p.2a).
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Abbildung 5.2: Modell der Fusion Testes-relevanter Myoblasten. Bei 28 h APF beginnen
die FC- und FCM-artigen Zellen, die sich in zwei deutlich voneinander getrennten Schichten
iiber dem Seminalen Vesikel befinden, miteinander zu fusionieren (A). Dies konnte durch
die Transkription von Zielgenen des Notch-Signalwegs induziert werden. Die Expression von
numb wird durch Pangolin unterbunden (a). Bei 30 APF sind hauptsachlich mehrkernige
Myotuben tiber dem Seminalen Vesikel zu finden (B). Weitere Fusionen konnten durch die
Aktivierung des Wnt-Signalwegs unterbunden werden. Dies konnte durch die Expression von
numb, und die damit zusammenhéngende Inhibition des Notch-Signalwegs reguliert sein (b).
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Zwei Stunden spiter sind die meisten FC- und FCM-artigen Zellen iiber den Seminalen Vesi-
keln miteinander fusioniert, es sind daher keine zwei Schichten an Myoblasten mehr aus-
zumachen (Abbildung 5.2B). Stattdessen sind mehrheitlich mehrkernige Myotuben auf dem
Seminalen Vesikel zu erkennen, die sowohl Duf als auch Sns exprimieren. Die Fusion der
mehrkernigen Myotuben miteinander kdnnte durch eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs
unterbunden werden. Diese Aktivierung konnte die Expression von numb bewirken. Dieses
Protein kénnte die Fusion tiber eine Inaktivierung des Notch-Signalwegs inhibieren (Abbil-
dung p.2b). Die mehrkernigen Myotuben werden anschlieflend die Wanderung auf die Testis
und die Besiedelung des Organs beginnen, sobald die Verbindung zwischen Testes und Semi-

nalen Vesikeln besteht.
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6.1 Wie wird die F-Aktin-Polymerisation wahrend der
Wanderung der Myotuben reguliert?

Die Wanderung der Myotuben auf die Testes scheint, wie alle Wanderungsprozesse, abhédngig
von F-Aktin-Netzwerken zu sein. Die Regulation und die Polymerisation dieser Netzwerke
sind bisher noch ungeklart. Die in dieser Arbeit prasentierten Daten, deuten erst einmal dar-
auf hin, dass verzweigte F-Aktin-Polymerisation nicht an der Migration der Myotuben betei-
ligt ist. Allerdings konnten bisher auch keine Formine fiir die lineare F- Aktin-Polymerisation
gefunden werden, die in diesen Prozess involviert sind. Zunichst wiirden demnach die drei
verbleibenden Formine Capu, Form3 und Frl untersucht werden. Auch die Proteinfamilie der
WH2 Dominen Proteine, darunter auch Spire wéren der Fokus weiterer Arbeiten. Spire wirkt
hiufig zusammen mit Capu, demnach wire eine Analyse eines kombinierten Knock-downs
in den Myotuben des Testes von Interesse. Weiterhin sollte tiberpriift werden, ob nicht eine
Kombination aus Arp2/3- und Formin-abhéngigen Filamenten die Migration der Myotuben
antreibt. Die hier prisentierten Daten sprechen zwar erst einmal gegen verzweigtes F-Aktin,
es ware jedoch moglich, dass lineares F-Aktin den Verlust des Arp2/3-Komplexes und ver-
zweigtes F-Aktin den Verlust von Forminen kompensieren kann.

Eine weitere wichtige Fragestellung ist die Bedeutung der Filopodien der Myotuben. Da
keine Lauftront der Myotuben erkennbar ist, ist bisher noch unklar wie die Zellen gerichtet
wandern konnen. Die Filopodien konnte in der gerichteten Wanderung eine wichtige Rolle
tibernehmen. Dazu sollten die Filopodien genauer charakterisiert werden. Auflerdem wire

es wichtig zu wissen, ob der Verlust von Polymerisationsfaktoren wie Arp2/3 oder Forminen

111



6 Ausblick

die Bildung der Filopodien unterbinden kann. Dazu kénnten Live- Aufnahmen der Myotuben

genutzt werden.

6.2 Was induziert die Fusion bei 28 h APF?

Die Fusion der Myoblasten zwischen 28 h und 30 h APF ist abhéngig von der Aktivitét des
Notch-Signalwegs. Ob dies jedoch das Signal zur Initiation der Fusion liefert ist bisher ei-
ne Hypothese. Zur Uberpriifung dieser Hypothese, und zur genauen Untersuchung welche
Faktoren Notch ansteuert, wiren Transkriptom-Analysen hilfreich. Dazu miisste man jedoch
spezifisch die Testes-relevanten Myoblasten isolieren und ausreichend RNA fiir die weiteren
Experimente gewinnen konnen. Dies ist bisher leider nicht moglich. Bereits die Qualitat und
Ausbeute an RNA, die aus allen Myoblasten der Genitalscheibe gewonnen werden kann, eig-
net sich nicht fiir Transkriptom-Analysen. Daher miisste man weiter iiber Expressionsnach-
weise und funktionelle Studien die potentiellen Zielgene des Notch-Signalwegs untersuchen.
Weiterhin sollten andere Signalwege, wie der Wnt-Signalweg, genauer hinsichtlich einer Funk-
tion und der Aktivierung von Fusions-relevanten Genen wihrend der Fusion der FC- und
FCM-artigen Zellen betrachtet werden. So kdnnte iiberpriift werden, ob der Signalweg akti-
viert wird und dies eventuell zu einer Expression von numb fithrt. Auch Transkripte von Kom-
ponenten des Dpp-Signalwegs konnten in den isolierten Myoblasten auf der Genitalscheibe
nachgewiesen werden.

Der Versuch der Live-Aufnahme der Fusion war bisher leider nicht erfolgreich. Weitere
Arbeiten konnten die Problematiken 16sen und den Prozess der Fusion dadurch genauer be-
schreiben. Auch funktionelle Studien konnten mit Hilfe dieser Methode weiter ausgebaut wer-
den. Die Herkunft des Signals zur Fusion bei 28 h APF ist bisher noch ungeklart. Ob es sich
dabei um eine zeitliche Komponente oder ein direktes Signal von den Testes oder den Fettkor-

pern handelt, liele sich mit ex vivo Kulturen und Live-Aufnahmen der Fusion untersuchen.
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8 Anhang

Tabelle 8.1: Ubersicht der Phinotypen von Myoblasten-spezifischem RNAi Knock-Down

Aktin Regulatoren
Linie TE SV PG DE SP Fertilitat
Arp2
BL27705 WT WT WT WT WT 100 %
v29944 verdickter WT WT WT fehlende | 0%
Hub, Mus-
Locher keln
in der
Muskel-
schicht
Arp3
BL32921 verdickter WT WT WT WT 100 %
Hub,
Locher
in der
Muskel-
schicht
BL53972 WT WT WT WT WT 100 %
Scar
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8 Anhang

BL31126 verdickter WT WT WT WT 24 %
Hub,
Locher
in der
Muskel-
schicht
BL36121 WT WT WT WT WT 100 %
Wasp
v108220 WT WT WT WT WT 83 %
Vrpl
BL38201 Locher | WT WT WT WT 93 %
in der
Muskel-
schicht
BL36704 verdickter WT WT WT WT 100 %
Hub,
Locher
in der
Muskel-
schicht
Cdc42
BL42861 WT WT WT WT WT 97 %
BL28021 WT WT WT WT WT 100 %
Racl
BL34910 WT WT WT WT WT 100 %

124




BL28985 verdickter WT WT WT WT 70 %
Hub,
Locher
in der
Muskel-
schicht
Mbc
BL51446 Locher | WT WT WT fehlende | 7%
in der und ver-
Muskel- kiirzte
schicht Mus-
keln
BL32355 WT WT WT WT WT 100 %
BL44424 WT WT WT WT WT 85 %
BL33722 WT WT WT WT WT 100 %
Pak
BL35141 WT WT WT WT WT 75 %
Blow
v15817 WT WT WT WT WT 95 %
Kette
v103380 Locher | WT WT WT WT 0%
in der
Muskel-
schicht
Kette;Blow
v103380;v15817 Locher | WT WT WT WT /
in der
Muskel-
schicht
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Dock

BL27728

WT

WT

WT

WT

WT

100 %

Schizo

BL39060

WT

WT

WT

WT

WT

100 %

Myosine

Linie

TE

Y%

PG

DE

Sp

Fertilitat

Sqh

BL32439

gestorte
Mor-
pho-
logie,
keine
fla-
chende-
ckende
Muskel-

schicht

WT

WT

WT

WT

43 %

BL33892

gestorte
Mor-
pho-
logie,
keine
fla-
chende-
ckende
Muskel-
schicht

WT

WT

WT

WT

100 %

Zipper
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BL36727 gestorte | WT WT WT kein Fa- |/
Mor- cher er-
pho- kennbar
logie,
keine
fla-
chende-
ckende
Muskel-
schicht
BL37480 gestorte | WT WT WT WT 100 %
Mor-
pho-
logie,
keine
fla-
chende-
ckende
Muskel-
schicht
Mhcl
BL51456 WT WT WT WT WT 100 %
Formine
Linie TE SV PG DE SP Fertilitat
DAAM
v3103921 WT WT WT WT WT %
Dia
BL33424 WT WT WT WT WT 100 %
Fhos
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v108347 WT WT WT WT WT %
Aktin-binde Proteine
Linie TE SV PG DE SP Fertilitat
Btk29A
BL35159 WT WT WT WT WT 100 %
BL25791 WT WT WT WT WT 76 %
Gelsolin
BL31205 WT WT WT WT WT 93 %
BL41704 WT WT WT WT WT 100 %
CG34414
BL58278 WT WT WT WT WT 100 %
Ena
BL31582 WT WT WT WT WT 100 %
BL39034 WT WT WT WT WT 100 %
Cadherine
Linie TE Y% PG DE SP Fertilitat
NCad
v101642 WT WT WT Muskeln | 100 %
aufler-
halb des
Fachers
v1092 WT WT WT Muskeln | 100 %
aufler-
halb des
Fachers
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v1093

gestorte
Mor-
pho-
logie,
keine
fla-
chende-
ckende
Muskel-
schicht

WT

WT

WT

Muskeln
auller-
halb des

Fachers

89 %

Shg

v27082

WT

WT

WT

WT

WT

%

v8024

WT

WT

WT

WT

WT

100 %

Cad9o9C

v3733

gestorte
Mor-
pho-
logie,
keine
fla-
chende-
ckende
Muskel-

schicht

WT

WT

WT

WT

93 %
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v3739 gestorte | WT WT WT WT 89 %
Mor-
pho-
logie,
keine
fla-
chende-
ckende
Muskel-
schicht
Notch-Signalweg
Linie TE N\Y% PG DE SP Fertilitdt
Notch
BL7078 WT WT WT WT WT 100 %
Delta
BL28032 WT WT WT WT WT 100 %
Serrate
BL34700 WT WT WT WT WT 93 %
Him
BL42809 WT WT WT WT WT 100 %
Mam
BL28046 WT WT WT WT WT 97 %
Pangolin;Delta
v108679;B128032 WT WT WT WT WT 100 %
Frizzled2;Delta
v44391;B1.28032 WT WT WT WT WT 100 %

Delta-fl
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BL5614 verdickter WT glatte, WT WT 92 %
Hub, quer
Locher lau-
in der fende
Muskel- Mus-
schicht keln
Delta-
DN
BL5613 WT WT WT WT WT 97 %
Adhiasionsmolekiile
Linie TE SV PG DE SP Fertilitat
Sns
v108577 /
Hbs
v40898 100 %
Tabelle 8.2: Kerne pro Muskel der RNAi Knock-down Testes
Aktin Regulatoren
Linie 1 2 3 4 |5 | 6 | Mittelwert
Arp2
Mef2Gal4»Dcr2;BL27705 43 111 |42 |4 |0 |0 |2,04
BL27705 0 49 | 124 |24 | 2 1 1291
Mef2Gal4»Dcr2;v29944 94 196 |9 1 10 |0 | 1,59
v29944 0 25 | 100 | 62 | 10 | 3 | 3,33
Arp3
Mef2Gal4»Dcr2;BL32921 71 11414 |1 |0 |O 1,73
BL32921 0 50 |80 (54|16 |0 | 3,18
Mef2Gal4»Dcr2;BL53972 37 1106 {53 |4 |0 |0 |2]12
BL53972 0 26 | 114|591 |0 | 3,18
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Scar

Mef2Gal4»Dcr2;BL31126 154 | 41 5 0 |0 |0 1,26
BL31126 0 17 | 117 {59 |7 |0 | 3,28
Mef2Gal4»Dcr2;BL36121 26 11360 |1 |0 |0 |218
BL36121 0 24 | 101 |61 |14 |0 | 3,33
Wasp

Mef2Gal4»Dcr2;v108220 33 /136 ({31 |0 |0 [0 | 1,99
v108220 0 45 | 112 1339 |1 | 3,05
Vrpl

Mef2Gal4»Dcr2;BL38201 35 | 101 (56 |6 |2 [0 |22
BL38201 1 12 |8 |8 15| 1 |3,51
Mef2Gal4»Dcr2;BL36704 56 [ 107 ({31 |6 |0 [0 | 1,94
BL36704 0 25 |65 (841|251 |3,56
Cdc42

Mef2Gal4»Dcr2;BL42861 9 8 |91 |10|1 |1 |255
BL42861 6 22 | 128 |41 |0 |3 | 3,08
Mef2Gal4»Dcr2;BL28021 2 66 122|101 0 |0 |27
BL28021 0 40 [ 119383 |0 | 3,02
Racl

Mef2Gal4»Dcr2;BL34910 1 53 | 114 {293 [0 |29
BL34910 7 38 |70 [51]29 |5 |3,36
Mef2Gal4»Dcr2;B128985 9 114168 |9 |0 |0 |239
BL28985 0 30 | 114 |47 |7 |2 | 3,19
Mbc

Mef2Gal4»Dcr2;BL51446 119 180 |1 0 [0 |0 | 141
BL51446 2 40 |8 |61 |7 |1 |3,17
Mef2Gal4»Dcr2;BL32355 7 8 190 (14 |1 [0 |257
BL32355 2 45 |8 |55|13|0 | 3,16
Mef2Gal4»Dcr2;BL44424 45 |90 |58 |7 |0 |0 |2]14




BL44424 0 48 118 |30 |4 |0 | 295
Mef2Gal4»Dcr2;BL33722 0 84 104 | 1210 |0 | 2,64
BL33722 1 13 |68 | 83350 | 3,69
Pak

Mef2Gal4»Dcr2;BL35141 4 75 |83 307 |1 |282
BL35141 0 18 |64 | 64|44 |10 | 3,82
Blow

Mef2Gal4»Dcr2;v15817 92 |71 |33 |3 |1 |0 |L75
v15817 0 38 | 112 140 | 10 | O | 3,11
Kette

Mef2Gal4»Dcr2;v103380 62 119 17 |2 |0 |0 1,8
v103380 1 18 | 131455 |0 | 3,18
Kette;Blow

Mef2Gal4»Dcr2;v109980;v15817 | 156 | 43 | 0 1 [0 [0 1,23
v109980;v15817 0 26 | 112 {52100 | 3,23
Dock

Mef2Gal4»BL27728 0 47 122 {2714 |0 |29
BL27728 3 41 112 | 41 | 3 0 |3
Schizo

Mef2Gal4»Dcr2;BL39060 1 57 | 119 118 |5 |0 | 2,85
BL39060 0 27 | 142126 |5 |0 | 3,05
Adhiasionsmolekiile

Linie 1 2 3 4 |5 |6 | Mittelwert
Sns

Mef2Gal4»v108577 181 |16 |3 0 (0 |0 | 1,11
v108577 0 49 | 107 |42 2 |0 | 299
Hbs

Mef2Gal4»Dcr2;v40898 10 (10277 |11 |0 |0 | 245
v40898 1 60 | 120 18| 1 |0 | 279
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Cadherine

Linie 1 2 3 4 |5 | 6 | Mittelwert
NCad

Mef2Gal4»Dcr2;v1093 1 54 | 114283 |0 | 289
v1093 0 33 [ 113 43|10 (|1 | 3,17
Shg

Mef2Gal4»Dcr2;v8024 8 63 | 107|220 [0 |272
v8024 0 17 | 122 |53 |7 |1 |3,27
Cad99C

Mef2Gal4»Dcr2;v3733 4 70 197 25|14 |0 |278
v3733 0 11 1321507 |0 | 3,27
Mef2Gal4»Dcr2;v3739 1 45 117 1 31 | 5 1 1299
v3739 0 17 106 | 67 | 10 | O | 3,35
Myosine

Linie 1 2 3 4 |5 | 6 | Mittelwert
Sqh

Mef2Gal4»Dcr2;BL32439 29 |48 |64 |39 144 | 291
BL32439 1 26 |59 | 65|30 16| 3,79
Mef2Gal4»Dcr2;BL33892 3 73 10311219 |0 |276
BL33892 0 29 |70 | 61|29 |11 | 3,62
Zipper

Mef2Gal4»Dcr2;BL36727 14 |62 |75 |32]12]|5 |291
BL36727 0 23 |78 |77 (19 |3 | 3,51
Mef2Gal4»Dcr2;BL37480 1 62 |98 [32|7 |0 |291
BL37480 0 13 |61 | 81|38 |7 |383
Mhcl

Mef2Gal4»Dcr2;BL51456 1 31 116 |45 |7 |0 | 3,13
BL51456 0 7 134 |54 |5 |0 | 3,29

Notch-Signalweg




Linie 1 2 3 4 |5 Mittelwert
Notch

Mef2Gal4»BL7078 22 137 137 |4 |0 2,12
BL7078 0 27 | 133336 3,12
Delta

Mef2Gal4»B1.28032 57 | 111 |24 |8 |0 1,92
BL28032 0 33 115 | 43 | 7 3,15
Serrate

Mef2Gal4»Dcr2;B1L34700 2 8 |95 |20|0 2,67
BL34700 0 22 |93 | 65|20 3,42
Pangolin;Delta

Mef2Gal4»v108679;BL28032 44 | 109 | 38 | 8 1 2,07
v108679;B1.28032 6 44 | 117 |30 | 3 2,9
Frizzled2;Delta

Mef2Gal4»v44391;B1.28032 29 | 118 148 |4 |1 2,15
v44391;BL.28032 1 37 | 113 |46 | 3 3,07
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