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1. Zusammenfassung 

Das unkonventionelle Myosin Mhcl wurde als potenzieller Interaktionspartner von Rols7 

identifiziert, welches essentiell für die Myogenese von Drosophila melanogaster ist. Die 

Mhcl-mRNA ist zwischen Stadium 10 und 14 spezifisch im somatischen und viszeralen 

Mesoderm nachweisbar (Bonn, Diplomarbeit 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde mittels 

in situ-Hybridisierung gezeigt, dass die Expression, zumindest im somatischen Mesoderm, 

auf die FCs beschränkt ist und durch den Transkriptionsfaktor DMef2 reguliert wird. 

Unterschiedliche Experimente deuten darauf hin, dass mehrere Isoformen von Mhcl gebildet 

werden, wahrscheinlich durch alternatives Spleißen und die Verwendung unterschiedlicher 

Promotoren. Zudem wurden mittels RT-PCR Hinweise auf die Existenz eines nicht 

postulierten 5´-UTR-Bereichs erzielt. Ein generierter anti-Mhcl-Antikörper detektiert zwar 

ektopisch exprimiertes Protein, produziert in Embryonen aber nur unspezifische Färbung. 

Versuche, die potenzielle Interaktion zwischen Mhcl und Rols7 durch genetische Experimente 

oder Co-Immunopräzipitations-Studien zu beweisen, schlugen fehl. Es wurde gezeigt, dass 

Mhcl in Redundanz zu Zip agiert. Beide haben eine wichtige Funktion in frühen Stadien der 

Embryonalentwicklung und sind dort wahrscheinlich für die korrekte Interkalation von Zellen 

während der Keimstreif-Verlängerung verantwortlich. Der Verlust beider Myosine führt zu 

einem Stopp der somatischen Myogenese nach der ersten Fusionsphase. Daher wird 

postuliert, dass Mhcl die Bewegung der FCMs in Richtung der wachsenden Muskeln oder die 

der Muskeln in Richtung der epidermalen Anheftungsstellen regulieren könnte. Darüber 

hinaus erscheint eine Funktion für die Etablierung der Sarkomere plausibel. 

C2-Domänen sind in der Lage, in Membranen zu inserieren und dadurch deren Fusion zu 

fördern. Eine solche fusogene Wirkung auf die Myoblastenfusion war bisher für keines dieser 

Proteine bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde mittels in situ-Hybridisierung gezeigt, 

dass CG10737, welches u. a. eine C2-Domäne kodiert, während der fusionsrelevanten Stadien 

sowohl im somatischen als auch im viszeralen Mesoderm exprimiert ist. Diese Expression ist 

von dem Transkriptionsfaktor DMef2 abhängig, und zumindest im somatischen Mesoderm 

auf die FCs beschränkt. Durch Immunhistologie an Embryonen sowie Western-Blot-Analysen 

wurde gezeigt, dass der generierte Peptid-Antikörper nicht in der Lage ist, das Protein 

spezifisch zu detektieren. Obwohl der Verlust von CG10737 keine Störungen der 

Myoblastenfusion oder der Anheftung der Muskeln an die Epidermis hervorruft, wird 

postuliert, dass CG10737-P an der Signaltransduktion während der Myogenese sowie der 

Ausbildung neuromuskulärer Verbindungen beteiligt sein könnte. 
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Summary 

The unconventional myosin Mhcl was originally identified as potential interaction partner of 

Rols7, which is essential for Drosophila myogenesis. During the fusion relevant stages, Mhcl 

transcript is detectable both in the somatic and the visceral mesoderm (Bonn, Diplomarbeit 

2006). Here we could show via in situ hybridization that the gene is expressed founder cell 

specifically and regulated by the transcription factor DMef2. By analyzing different P element 

fly lines with the help of in situ hybridization, it became obvious that there are different 

isoforms of Mhcl established, most likely via differential splicing and the use of different 

promoters. Furthermore, RT-PCR products revealed the existence of a so far unpredicted 5´-

UTR. We raised an antibody against a protein fragment of Mhcl, which detects ectopically 

expressed protein but showed only unspecific stainings on embryos. We were not able to 

verify the predicted interaction of Mhcl and Rols7, neither with genetic studies nor by doing 

co immunoprecipitation analysis. We could show that Mhcl works in redundancy to Zip 

during early morphogenetic processes. Here they are most likey responsible for the correct 

intercalation of cells during germ band elongation. Double mutant embryos for both zip and 

Mhcl stop myoblast fusion after the first fusion phase. Therefore we postulate that Mhcl 

regulates the migration of FCMs towards the growing myotubes or the migration of muscles 

towards their attachement sites. The implication of Mhcl in establishing the sarcomeres seems 

feasible. 

C2 domains are able to insert into membranes and thereby promote their fusion. The 

participation in myoblast fusion could not be shown for any of these fusogens, yet. Here we 

could show by in situ hybridization that CG10737, which codes for one of these domains, is 

expressed during myoblast fusion in the somatic as well as in the visceral mesoderm. Its 

expression is regulated by the transcription factor DMef2 and in the somatic mesoderm 

limited to the FCs. Immunhistological stainings on embryos could show, as well as western 

blot analysis, that the generated peptide antibody does not detect the protein specifically. 

Although deletion of CG10737 does not cause any myoblast fusion or attachement defects, 

we postulate a function for CG10737-P for signal transduction during myogenesis or for 

establishing neuromuscular junction. 
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2. Einleitung 

2.1 Die Muskulatur von Drosophila melanogaster ist 

ein geeignetes Modell zur Untersuchung der 

Muskelentwicklung im Allgemeinen 

Die Taufliege Drosophila melanogaster erfüllt viele Anforderungen an einen klassischen 

Modellorganismus wie einfache, kostengünstige Haltung, kurze Generationsdauer, eine große 

Anzahl an Nachkommen sowie leicht durchführbare genetische Manipulationen. Da seit zehn 

Jahren die Sequenzdaten des D. melanogaster-Genoms zur Verfügung stehen (Adams et al., 

2000, Myers et al., 2000), können computergestützte Untersuchungen, etwa zur Vorhersage 

von Protein-eigenschaften oder zur Planung genetischer und molekulargenetischer 

Experimente, ausgeführt werden. 

Die larvale Muskulatur von Drosophila melanogaster unterteilt sich in die somatische 

Körperwand- oder Bewegungsmuskulatur, die viszerale Darmmuskulatur und die 

Herzmuskulatur. Somatische und viszerale Muskeln stellen, wie die quergestreiften Muskeln 

höherer Wirbeltiere, mehrkernige Synzytien dar, die durch fusionierende Myoblasten 

entstehen. Dazu wandern die Zellen, nachdem sie sich erkannt haben, aufeinander zu und 

lagern sich mit den Membranen aneinander. Nach Ausbildung des Zell-Zell-Kontakts werden 

Fusionsporen gebildet, die das zytoplasmatische Kontinuum herstellen, überschüssige 

Membranteile werden vesikuliert und entfernt. Die Fusion endet mit der Integration der 

Myoblaste in den wachsenden Muskel (Übersichtsartikel: Horsley and Pavlath, 2004, Önel et 

al., 2010, Rochlin et al., 2010). Durch intensive Forschung wurde bekannt, dass die 

Myogenese der Vertebraten große Ähnlichkeit zur Muskelentwicklung der Taufliege aufweist 

und durch viele funktional konservierte Moleküle geregelt wird. Daher bietet es sich an, 

zuerst die Funktion diverser Gene sowie grundsätzliche Abläufe an diesem Modell zu 

studieren, um anschließend die Muskelentwicklung und -regeneration der Säuger, die 

experimentell sehr viel schlechter zugänglich sind, gezielt auf analoge Vorgänge hin zu 

untersuchen. 
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2.2 Die larvale Muskulatur von D. melanogaster 

entwickelt sich durch Fusion zweier unterschiedlicher 

Zelltypen 

2.2.1 Im sich entwickelnden Mesoderm werden Founderzellen und fusionskompetente 

Myoblasten spezifiziert 

Das Zusammenspiel mehrerer ektodermaler und mesodermaler Signale führt in frühen 

Embryonalstadien zunächst zur Spezifizierung des somatischen und viszeralen Mesoderms, 

aus dem sich die Körperwand- bzw. die Darmmuskulatur der D. melanogaster-Larve 

entwickelt (Riechmann et al., 1997). Im somatischen Mesoderm, das durch ein hohes 

Expressionslevel des Transkriptionsfaktors Twist charakterisiert ist, werden durch laterale 

Inhibition mittels des Notch-Delta-Signalwegs und unter Einfluss extrinsischer und 

intrinsischer Regulatoren sogenannte Muskelprogenitorzellen festgelegt, während die 

restlichen Zellen das Schicksal von FCMs (fusionskompetenten Myoblasten) annehmen 

(Übersichtsartikel: Maqbool and Jagla, 2007). Durch eine weitere Zellteilung entstehen aus 

einem Progenitor entweder zwei FCs (founder cells oder Gründerzellen) oder eine FC und ein 

adulter Muskelprogenitor, der während der Metamorphose für den Aufbau eines Teils der 

adulten Muskulatur benötigt wird (Bate et al., 1991). 

Jede FC exprimiert ein charakteristisches Set verschiedener Transkriptionsfaktoren, welche 

die Identität eines einzelnen Muskels und damit dessen Größe, Orientierung, Innervierung und 

Anheftungsstelle an die Epidermis festlegen (Übersichtsartikel: Baylies et al., 1998, Frasch, 

1999, Maqbool and Jagla, 2007, Paululat et al., 1999, Taylor, 1998). Alle FCMs sind durch 

die Expression des Zinkfinger-Transkriptionsfaktors Lmd (Lameduck)/Minc (Myoblasts in-

competent)/Gfl (Gleeful) identifizierbar (Duan et al., 2001, Furlong et al., 2001, Ruiz-Gómez 

et al., 2002), wobei aktuelle Untersuchungen auch hier auf Unterschiede in der Zellpopulation 

hinweisen (Übersichtsartikel: Rochlin et al., 2010). Nach erfolgter Fusion werden die Zellker-

ne der FCMs auf das Expressionsmuster der FC umprogrammiert. Der Lmd/Minc/Gfl-Abbau 

könnte durch die E3-Ubiquitinligase Mind bomb 2 reguliert werden, die auch für Muskelinte-

grität und -stabilität nötig ist (Carrasco-Rando and Ruiz-Gómez, 2008, Nguyen et al., 2007). 

2.2.2 Die Fusion erfolgt in zwei distinkten, voneinander unterscheidbaren Phasen 

Die larvale Körperwandmuskulatur von D. melanogaster besteht aus etwa 30 Muskeln pro 

Hemisegment, die in einem sehr klar strukturierten, sich wiederholenden Muster angeordnet 

sind (siehe Abb. 2.1 A). Jeder Muskel entsteht durch Fusionen zwischen je einer FC und 
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mehreren FCMs in einem Zeitraum von etwa fünfeinhalb Stunden, wobei eine einzelne 

Fusion innerhalb weniger Minuten abgeschlossen ist (Beckett and Baylies, 2007). Die 

Entwicklung des Muskels geschieht in zwei, zeitlich aufeinander folgenden Fusionsphasen, 

die sich wahrscheinlich genetisch unterscheiden. Zunächst entstehen durch die Fusion einer 

FC mit wenigen FCMs sogenannte zwei- bis dreikernige PCs (precursor cells oder Vorläufer-

zellen) (siehe Abb. 2.1 B), die anschließend weitere FCMs rekrutieren, bis die endgültige 

Größe des Muskels erreicht ist (Bate, 1990; siehe Abb. 2.1 C - E). Entwickelt wurde dieses 

Modell aufgrund der Beobachtung, dass es zwei Klassen mutanter Embryonen zu geben 

scheint: einerseits die, die überhaupt keine Fusionen mehr durchführen können und 

andererseits solche, bei welchen die Muskelentwicklung auf der Stufe zwei- bis dreikerniger 

Myoblasten stoppt (Rau et al., 2001, Schröter et al., 2004). 

 

 
Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Bildung der Körperwandmuskulatur von Drosophila 

melanogaster 

A: Die somatische Muskulatur der Fruchtfliege besteht aus etwa 30 charakteristisch angeordneten 

Muskeln pro Hemisegment, die sich durch ihre Größe, Form, Innervierung und Anheftung an die 

Epidermis unterscheiden, hier dargestellt durch immunhistologische Färbung mit dem anti-β3-

Tubulin-Antikörper. B: In der ersten Fusionsphase entstehen durch Fusion zwischen einer FC (blaue 

Kerne) und wenigen FCMs (gelbe Kerne) sogenannte Vorläuferzellen. C - E: In der zweiten 

Fusionsphase wird die endgültige Größe des fertigen Muskels erreicht, indem die Vorläuferzelle 

weitere FCMs rekrutiert. Währenddessen sind charakteristische, elektronenmikroskopisch sichtbare 

Strukturen zu erkennen: der Präfusionkomplex mit elektronendichten Vesikeln (C), elektronendichte 

Plaques (D) und die Vesikulierung der Membran (E) (verändert nach Önel et al., 2010). 

 

Vor kurzem wurde ein zweites Modell postuliert, nach welchem die reduzierte Kernzahl in 

Muskeln mutanter Embryonen aus einer Verzögerung der Myogenese resultiert, da die 

fehlenden Genprodukte für eine effiziente Fusion benötigt werden (Beckett and Baylies, 
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2007). Die Frage, welche Hypothese zutreffender ist, bedarf weiterer Klärung (Übersichts-

artikel Önel and Renkawitz-Pohl, 2009), was allerdings durch die Tatsache erschwert wird, 

dass die mRNA mancher Gene für den Embryo durch die Oozyten bereitgestellt wird und 

dadurch auch die defizienten Embryonen noch eine kleine Menge aktiven Proteins besitzen. 

Je nach Zeitpunkt des Abbaus des entsprechenden Proteins können daher noch verschiedene 

spezifische Funktionen ausgeführt werden. 

2.2.3 Während der zweiten Fusionsphase werden Unterschiede auf ultrastruktureller 

Ebene sichtbar 

Aufgrund intensiver Studien auf elektronenmikroskopischer Ebene (Doberstein et al., 1997) 

wurden distinkte Strukturen beschrieben, die bisher nur in der zweiten Fusionsphase 

beobachtet werden konnten (Übersichtsartikel: Önel et al., 2010): Nachdem der Zell-Zell-

Kontakt zwischen FCM und wachsendem Muskel ausgebildet wurde lagern sich im Prä-

fusionskomplex elektronendichte Vesikel, die vom Golgi-Apparat abgeschnürt werden, 

paarweise an den gegenüberliegenden Membranen an (siehe Abb. 2.1 C). Es könnte sein, dass 

mittels dieser Vesikel fusionsrelevante Proteine zur Kontaktstelle der beiden Zelltypen 

gebracht werden. Weitere Strukturen mit bisher ungeklärter Funktion und molekularen Kom-

ponenten stellen die elektronendichten Plaques dar, die sich ebenfalls an den fusionierenden 

Membranen anlagern und Desmosomen ähneln (siehe Abb. 2.1 D). Die ursprüngliche An-

nahme, die elektronendichten Plaques gingen aus dem Präfusionskomplex hervor (Doberstein 

et al., 1997), konnte bisher noch nicht bewiesen werden. In direkter Nachbarschaft zu diesen 

Plaques kommt es zum Abbau der Membran und dem Entfernen der vesikulierenden Mem-

branreste, wodurch auch eine zytoplasmatische Verbindung hergestellt wird (siehe Abb. 2.1 

E). Die Fusion ist beendet, wenn die Myoblaste in den wachsenden Muskel integriert wurde. 

2.2.4 Das Protein Kettin stellt eine wichtige Komponente der Sarkomere dar 

Am Ende der Embryogenese, kurz vor dem Übergang zum ersten Larvenstadium, heften sich 

die Muskeln an spezielle epidermale Zellen an, die als tendon cells oder Apodeme bezeichnet 

werden. Außerdem werden die Sarkomere, die funktionellen Grundeinheiten der somatischen 

Muskulatur, etabliert. Ein Sarkomer entspricht der Distanz zwischen zwei Z-Scheiben und ist 

aus parallel angeordneten Aktin- und Myosinfilamenten aufgebaut. Somit unterscheidet man 

zwischen der I-Bande (nur Aktin), der M-Linie (nur Myosin) und der A-Bande (Aktin und 

Myosin) (siehe Abb. 2.2). Die Aktinfilamente sind mit einem Ende in den Z-Scheiben ver-

ankert und werden während der Kontraktion und Entspannung der Muskeln ständig gegen die 

Myosine verschoben. Um die Sarkomere gegen diese mechanischen Kräfte zu stabilisieren, 
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sind bestimmte Proteine am Aufbau der Z-Scheiben beteiligt, die ihnen eine gewisse Steifheit, 

aber auch Elastizität verleihen (Bullard et al., 2005). sallimus (sls) kodiert mehrere Protein-

formen, welche zu dem Protein Titin der Vertebraten funktional konserviert und teilweise an 

der Myoblastenfusion beteiligt sind (Machado and Andrew, 2000, Zhang et al., 2000).  

Die Isoform Kettin ist mit ihrem N-Terminus in den Z-Scheiben verankert, für deren Aufbau 

sie essentiell ist, und besteht hauptsächlich aus tandemartig angeordneten Ig-Domänen, die 

das Protein als molekulare Feder wirken lassen (Bullard et al., 2005, Bullard et al., 2006, van 

Straaten et al., 1999). Zumindest in der adulten Flugmuskulatur bindet Kettin nahe der Z-

Scheiben an die Aktinfilamente und inseriert mit seinem C-Terminus in die A-Bande, wo-

durch es die beiden Filamenttypen miteinander verknüpft und so zur Stabilität im Sarkomer 

beiträgt (Bullard et al., 2005, van Straaten et al., 1999). Das Protein ist ab Stadium 11 in der 

somatischen Muskulatur exprimiert, wo es hauptsächlich in den FCMs an deren Kontaktstelle 

zum wachsenden Muskel nachweisbar ist. Es lokalisiert ab Stadium 16 zunächst an den 

Muskelanheftungsstellen bzw. den terminalen Z-Scheiben und kann mit fortschreitendem 

Aufbau der Z-Scheiben des Sarkomers an diesen detektiert werden (Hakeda et al., 2000, 

Machado et al., 1998, Zhang et al., 2000). 

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des 

Sarkomers 

Als Sarkomer bezeichnet man die Distanz 

zwischen zwei Z-Scheiben, in welche die 

dünnen Aktinfilamente verankert sind. 

Aufgrund der partiellen Überlappung mit 

den dicken Myosinfilamenten entstehen die 

A-Bande (Aktin und Myosin), die I-Bande 

(nur Aktin) und die M-Linie (nur Myosin) 

(Verändert nach Hakeda et al., 2000). 

 

2.2.5 Die viszerale Muskulatur besteht aus ineinander verwobenen Muskeln, welche 

teilweise durch unvollständig fusionierende Myoblasten entstehen 

Die viszerale Muskulatur, die den Mitteldarm und eine endodermale Epithelialschicht umgibt, 

besteht aus zirkulären und longitudinalen Muskeln, die, zeitlich versetzt, ebenfalls durch 

Fusionen zwischen FCs und FCMs gebildet werden (Klapper et al., 2001, Klapper et al., 

2002, San Martin and Bate, 2001). Die Differenzierung der FCs und FCMs verläuft wie im 

somatischen Mesoderm unter Beteiligung des Notch-Signalwegs. Zusätzlich sind das von 

somatischen PCs sekretierte Protein Jelly belly und dessen Rezeptor Anaplastic Lymphoma 

Kinase/Milliways an der Determination der viszeralen FCs beteiligt (Englund et al., 2003, Lee 

et al., 2003, Stute et al., 2004). Die palisadenartig geformten FCs der zirkulären Muskulatur 

sind zusammen mit den FCMs für beide Muskeltypen, die dorsal der FCs liegen, im TVM 
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(Trunk Visceral Mesoderm oder Rumpfmesoderm) als Zellgruppen angelegt und vereinigen 

sich im Laufe der Entwicklung zu einem Band auf beiden Seiten des Embryos. Die FCs der 

longitudinalen Muskulatur werden am posterioren Pol des Embryos (Caudal Visceral 

Mesoderm, CVM) gebildet und wandern entlang der sich bildenden zirkulären Muskulatur 

nach anterior. Während die longitudinalen Muskeln mehrkernige Synzytien darstellen, 

fusionieren die FCs der zirkulären Muskulatur mit nur einer Myoblaste (Klapper et al., 2002). 

Diese Fusion bleibt unvollständig, weshalb zytoplasmatische Brücken zwischen den Zellen 

ausgebildet werden, die mit den longitudinalen Muskeln netzartig verwoben sind (Schröter et 

al., 2006). Einige Proteine, die an der somatischen Myogenese beteiligt sind (siehe 2.3), üben 

eine ähnliche Funktion beim Aufbau der Mitteldarmmuskulatur aus. Es konnte außerdem 

gezeigt werden, dass der Kontakt zum Endoderm eine wichtige Rolle für die Elongation der 

zirkulären viszeralen Muskeln spielt (Wolfstetter et al., 2009). 

2.3 Für den erfolgreichen Ablauf der somatischen 

Myogenese werden Proteine mit unterschiedlichen 

Funktionen benötigt 

2.3.1 Proteine der Immunglobulin-Superfamilie bewerkstelligen die Erkennung und 

Adhäsion der Myoblasten 

Vier Transmembranproteine aus der Immunglobulin-Superfamilie sind für die Erkennung der 

beiden Zelltypen sowie die Etablierung und Aufrechterhaltung ihres Kontakts verantwortlich. 

Dabei ist das Protein Duf (Dumbfounded)/Kirre (Kin of Irre) ausschließlich auf der Seite der 

FCs/wachsendenden Muskeln, die Proteine Sns (Sticks and Stones) und dessen Paralog Hbs 

(Hibris) auf der Seite der FCMs exprimiert, wohingegen Rst (Roughest)/IrreC (Irregular 

Chiasm C) in beiden Zelltypen nachweisbar ist (Bour et al., 2000, Dworak et al., 2001, Ruiz-

Gómez et al., 2000, Strünkelnberg et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass Duf/Kirre und 

Rst/IrreC in den FCs funktionell redundante Funktionen ausüben, da nur die Deletion beider 

Gene zu einem Fusionsstopp führt. Sie agieren als sogenannte chemoattraktive Signale, die 

bei ektopischer Expression z. B. in der Epidermis FCMs dorthin rekrutieren (Ruiz-Gómez et 

al., 2000, Strünkelnberg et al., 2001). Mittels Zeitraffer-Mikroskopie wurde zudem gezeigt, 

dass FCMs Filopodien in Richtung der FC ausstrecken, die weiter in der Peripherie des 

Embryos lokalisiert sind, und zu dieser hin wandern (Beckett and Baylies, 2007, Richardson 

et al., 2007). Bisher konnte allerdings noch nicht geklärt werden, ob Teile der extrazellulären 

Domäne sekretiert werden oder ob das Protein von der Membran ausgehend agiert. 
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Die Deletion von sns führt ebenfalls dazu, dass die Muskeln dieser Embryonen kaum noch 

Fusion durchlaufen können (Bour et al., 2000), wohingegen die Deletion von Hbs aufgrund 

partieller Redundanz zu Sns nur milde Phänotypen hervorruft (Shelton et al., 2009). 

Die extrazellulären Bereiche dieser Proteine bestehen aus mehreren Immunglobulin-Domänen 

und vermitteln vermutlich die Adhäsion zwischen FCs und FCMs. Für diese Theorie spricht, 

dass zumindest in Zellkultur-Experimenten Drosophila-Zellen, die entweder Duf/Kirre oder 

Rst/IrreC exprimieren, eine heterologe Zelladhäsion mit Sns-exprimierenden Zellen durchfüh-

ren können (Galletta et al., 2004). Außerdem bilden die FCMs in sns-mutanten Embryonen 

keine Filopodien mehr in Richtung der FCs aus (Übersichtsartikel: Abmayr et al., 2008). Die 

zytoplasmatischen Domänen hingegen werden für die erfolgreiche Signalweiterleitung inner-

halb der Zellen benötigt, was letztendlich zur Umorganisierung des Aktinzytoskeletts, zum 

Membranabbau und dem erfolgreichen Abschluss der Myoblastenfusion führt (siehe 2.3.4).  

2.3.2 Das Multidomänenprotein Rols7/Ants übt im wachsenden Muskel eine essentielle 

Funktion für die Fusion aus 

Das Gen rols7 (rolling pebbles7)/ants (antisocial) kodiert ein Adapterprotein, das eine RING-

Fingerdomäne, neun Ankyrin-Wiederholungen und drei TPR-Wiederholungen besitzt (siehe 

Abb. 2.3), die für Protein-Protein-Interaktionen bekannt sind. Es ist im Embryo ausschließlich 

in den FCs/wachsenden Myotuben exprimiert, bei einer Deletion des Gens bilden die 

mutanten Embryonen nur noch kleine Synzytien aus, was für eine Beteiligung des Proteins an 

der zweiten Fusionsphase spricht (Chen and Olson, 2001, Menon and Chia, 2001, Rau et al., 

2001). Co-Immunopräzipitations-Studien mit Proteinextrakten aus transfizierten Zellen und 

Hefe-Zwei-Hybrid-Experimente lassen eine direkte Interaktion zwischen der TPR-E-

Wiederholung von Rols7/Ants und dem intrazellulären Teil von Duf/Kirre vermuten (siehe 

Abb. 2.3, Abb. 2.4, Chen and Olson, 2001, Kreisköther et al., 2006). Weitere Experimente 

konnten zeigen, dass Rols7/Ants, evtl. auch unter Beteiligung der Ankyrin-Wiederholungen, 

nach erfolgter Etablierung des Zell-Zell-Kontakts von Duf/Kirre an die Membran rekrutiert 

wird. Dort ist Rols7/Ants für die Stabilität des Kontakts und die Regulierung der Protein-

Menge von Duf/Kirre verantwortlich (Chen and Olson, 2001, Menon and Chia, 2001, Menon 

et al., 2005, Rau et al., 2001). Die Weiterleitung des Fusionssignals zum Aktinzytoskelett 

könnte über Mbc (Myoblast City) ablaufen, da für beide Proteine eine schwache Interaktion in 

Co-Immunopräziptitations-Studien gezeigt wurde (siehe Abb. 2.4, Chen and Olson, 2001). 

Nach Abschluss der Myoblastenfusion ist Rols7/Ants in den Z-Scheiben der Sarkomere und 

den terminalen Z-Scheiben, die für die Integration der Muskeln in die Epidermis 

verantwortlich sind, nachweisbar (Kreisköther et al., 2006). Es kolokalisiert dort mit seinen 
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putativen Interaktionspartnern α-Aktinin und Zormin, einer Sls-Isoform. In den terminalen Z-

Scheiben kann zusätzlich auch eine Kolokalisation mit Duf/Kirre beobachtet werden 

(Kreisköther et al., 2006), weshalb vermutet wird, dass Rols7/Ants zusammen mit Duf/Kirre 

für den ersten Kontakt des Muskels mit den Apodemen verantwortlich ist. 

 

 

Abb. 2.3: Schematische, nicht maßstabsgetreue Darstellung des Proteins Rolling pebbles7/Ants 

Das Protein besitzt 1900 Aminosäuren und in Richtung des N-terminalen Endes eine RING-

Fingerdomäne. Am C-Terminus befinden sich drei TPR-Wiederholungen, wobei die Lage von TPR E 

und TPR X markiert wurde, sowie etwas weiter 5´ gelegen neun Ankyrin-Wiederholungen. Alle diese 

vorhergesagten Domänen sind bekannt dafür, den Kontakt zwischen Proteinen zu vermitteln. 

2.3.3 In beiden Zelltypen sind mehrere zytoplasmatische Proteine an der Weiterleitung 

des Fusionssignals von der Membran zum Aktinzytoskelett beteiligt 

Zusätzlich zu Rols7/Ants sind noch weitere Moleküle an der Signalübertragung innerhalb der 

Myoblasten und wachsenden Muskeln beteiligt. Der aus der Neurogenese bekannte Arf-GEF 

(Guanine nucleotide exchange factor, Guanin-Nukleotidaustauschfaktor) Schizo (Hummel et 

al., 1999, Önel et al., 2004) ist in der Myogenese als Loner bekannt (Chen et al., 2003). Das 

Molekül ist in FCs/wachsenden Muskeln exprimiert, wo es, zumindest in Zellkultur-

Experimenten, von Duf/Kirre bzw. Rst/IrreC zur Membran rekrutiert wird. Die Deletion des 

schizo/loner-Gens führt zum kompletten Verlust der Myoblastenfusion (Chen et al., 2003), 

wobei neuere Studien die Verteilung des schizo/loner-Transkripts auch in FCMs belegen 

(siehe Abb. 2.4, Richardson et al., 2007). Genverlustmutanten des putativen Interaktionspart-

ners arf6 (Chen et al., 2003) entwickeln ein wildtypisches Muskelmuster (Dyer et al., 2007), 

was für die Beteiligung einer weiteren Arf-GTPase spricht, die Schizo/Loner aktivieren kann.  

Schizo/Loner und Arf6 sind für die Rekrutierung der GTPasen DRac1 und DRac2 an die 

Membran und wahrscheinlich für deren Aktivierung zuständig (Chen et al., 2003). Da diese 

beiden redundant zueinander wirken, ist die somatische Muskulatur auch nur in drac1, drac2-

doppelmutanten Embryonen stark gestört (Hakeda-Suzuki et al., 2002, Luo et al., 1994). 

Daten aus anderen Organismen legen die Vermutung nahe, dass Mbc ein weiterer GEF der 
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Rac-Proteine ist (Côté and Vuori, 2002). Neben der Aktivierung von DRac1 und DRac2 

interagiert das Protein über seine SH3-Domäne mit ELMO/CED-12 (Geisbrecht et al., 2008) 

und über prolinreiche Domänen mit dem Adapterprotein DCrk (Galletta et al., 1999). Des 

Weiteren wird eine Interaktion der SH3-Domäne von Mbc mit dem zytoplasmatischen Teil 

von Sns postuliert (Balagopalan et al., 2006). mbc-Genverlustmutanten zeigen ebenfalls keine 

Myoblastenfusionen (Erickson et al., 1997, Rushton et al., 1995). 

In C. elegans und Säugern ist das SH2-SH3-Protein Crk essentiell für die Aktivierung von 

Rac und die Rekrutierung von Dock180 an die Membran, wobei Dock180 ein Mbc-Homolog 

darstellt. Eine analoge Funktion in D. melanogaster konnte bisher noch nicht gezeigt werden 

(Übersichtsartikel: Abmayr et al., 2008). Aufgrund molekulargenetischer Probleme ist keine 

mutante Fliegenlinie für DCrk erhältlich, allerdings führt die Überexpression einer 

membrangebundenen Form des Proteins zu Störungen der Myoblastenfusion (Abmayr and 

Kocherlakota, 2006). in vitro-Daten zeigen eine Interaktion von DCrk mit Sns (Kim et al., 

2007) und mit Vrp-1/Sltr/Wip, das an der Aktinpolymerisierung beteiligt ist (siehe 2.3.4). 

Das PH-Domänenprotein Blow (Blown fuse) ist ausschließlich in den FCMs nachweisbar und 

wird nach erfolgtem Zell-Zell-Kontakt zu der Fusionsstelle rekrutiert (Kesper et al., 2007, 

Schröter et al., 2006). Blow ist wahrscheinlich bereits für die erste Phase der 

Myoblastenfusion unabkömmlich (Beckett and Baylies, 2007, Doberstein et al., 1997) und 

interagiert genetisch mit Kette/Hem (Schröter et al., 2004). Kette/Hem wiederum reguliert 

über Scar/Wave den Arp2/3-Komplex und die F-Aktin-Organisation (siehe 2.3.4). 

Für das Protein Singles Bar wird postuliert, dass es mehrfach in Membranen integriert. Es ist 

in FCs und FCMs nachweisbar und übt dort eine essentielle Funktion für die 

Myoblastenfusion aus (Estrada et al., 2007). Zurzeit wird eine Beteiligung des Proteins an der 

Auflösung des Präfusionskomplexes diskutiert (siehe 2.2.3), eventuell indem Sing mittels der 

MARVEL-Domäne, die in anderen Systemen am Vesikeltransport beteiligt ist, die Fusion von 

elektronendichten Vesikeln mit der Plasmamembran fördert. 

2.3.4 Durch komplexe Umstrukturierungen des Aktinzytoskeletts kommt es zur Öffnung 

der Fusionspore und der Integrierung der Myoblaste in den wachsenden Muskel 

An der Kontaktstelle von FC/wachsendem Muskel und FCM wird in Vorbereitung auf die 

Fusion eine Struktur etabliert, die aufgrund ihrer strukturellen und funktionalen 

Charakteristika als FuRMAS (Fusion-Restricted Myogenic-Adhesive Structure) bezeichnet 

wird (siehe 2.4, Kesper et al., 2007). Im Zentrum eines solchen FuRMAS befindet sich der 

sogenannte F-Aktin-Fokus, der von einem Ring aus Adhäsionsmolekülen umschlossen wird 

(Kesper et al., 2007, Richardson et al., 2007). Mehrere aktuelle Studien belegen, wie wichtig 
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die dynamische Aktin-Regulation für die embryonale Myoblastenfusion ist (siehe Abb. 2.4, 

Übersichtsartikel: Önel, 2009, Önel et al., 2010, Rochlin et al., 2010). 

 

 

Abb. 2.4: Aktueller Überblick über die am Fusionsprozess beteiligten Proteine und deren mögliche 

Funktion 

Die Zell-Zell-Erkennung und die Etablierung des Zell-Zell-Kontakts wird in beiden Fusionsphasen 

durch die Transmembranproteine Duf/Kirre und Sns gewährleistet. An der Signalweiterleitung sind 

die Proteine Rols7/Ants, DCrk, Blow sowie Schizo/Loner beteiligt. Die Reorganisation des 

Aktinzytoskeletts geschieht unter anderem mittels Mbc, Rac, Scar/Wave, Kette, WASP, 

Vrp1/Sltr/Wip und dem Arp2/3-Komplex. Wie diese Moleküle interagieren und ob sie eine Funktion 

in der ersten (A) und/oder zweiten Fusionsphase (B) übernehmen, ist im Text detailliert beschrieben 

(PM: Plasmamembran, verändert nach Önel et al., 2010). 

 

Die de novo-Assemblierung von Aktinfilamenten sowie deren Verzweigung innerhalb des 

FuRMAS geschieht unter Beteiligung des Arp2/3-Komplexes (Berger et al., 2008), der von 

sogenannten Nucleation Promoting Faktoren aus der Familie der WASP- und Scar/Wave-

Proteine aktiviert wird (Gildor et al., 2009, Massarwa et al., 2007, Millard et al., 2004, 

Richardson et al., 2007, Schäfer et al., 2007). Dabei werden der Arp2/3-Komplex und 

Scar/Wave in beiden Zelltypen und Fusionsphasen benötigt, wohingegen WASP nur während 

der zweiten Fusionsphase in den FCMs agiert. Allerdings zeigen mutante Embryonen für 

scar/wave oder wasp aufgrund ihrer starken maternalen Komponente nur sehr geringe 

Störungen des somatischen Muskelmusters (Massarwa et al., 2007, Richardson et al., 2007). 

WASP interagiert während der zweiten Fusionsphase in den FCMs mit Vrp1/Sltr/Wip, die 

Deletion dieses Gens führt ebenfalls zu Störungen der Myoblastenfusion. In der ersten Fu-

sionsphase allerdings aktiviert Vrp1/Sltr/Wip das Protein Scar/Wave unabhängig von WASP 

(Berger et al., 2008, Kim et al., 2007, Massarwa et al., 2007, Schäfer et al., 2007). Analog zu 
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Daten aus Studien an Wirbeltier-Zellen in Kultur scheint auch während der Myogenese von 

D. melanogaster ein Komplex zu existieren, der Scar/Wave in einem inaktiven Zustand hält 

(Takenawa and Suetsugu, 2007). Für Kette/Hem, dessen Wirbeltierhomolog Hem-2/Nap1 ein 

Mitglied dieses Komplexes ist, konnte eine Beteiligung an der Myoblastenfusion bereits 

gezeigt werden (Richardson et al., 2007, Schröter et al., 2004). Aktuelle Untersuchungen 

weisen auf eine Beteiligung von Rac an der Aktivierung von Scar/Wave hin (siehe 2.3.3, 

Gildor et al., 2009). 

2.4 An der Fusionsstelle wird eine Struktur (FuRMAS) 

etabliert, die den Bereich der Membranauflösung 

räumlich begrenzt 

Bei der Fusion zweier einkerniger Myoblasten entspricht die Größe der Kontaktzone dieser 

beiden Zellen etwa deren Durchmesser. Bei den folgenden Fusionen allerdings ist die 

Myoblaste klein im Vergleich zum wachsenden Muskel. Zudem fusionieren häufig mehrere 

FCMs gleichzeitig mit einer PC, wodurch eine räumliche Beschränkung der Fusionsstelle und 

damit des Bereichs der Membranauflösung notwendig wird (vgl. Abb. 2.1 B mit C; Önel et 

al., 2010). Dies wird durch die Etablierung einer Struktur erreicht, in der eine lokale 

Akkumulation von F-Aktin und dessen Regulatoren von einem Ring aus Zelladhäsions-

molekülen, z. B. Duf/Kirre, Rst/IrreC und Sns, sowie deren Interaktionspartnern, z. B. 

Rols7/Ants, umschlossen wird (Kesper et al., 2007). Dieser sogenannte FuRMAS (Fusion-

Restricted Myogenic-Adhesive Structure) wird nach erfolgreicher Adhäsion von 

FC/wachsendem Muskel und FCM aufgebaut, hält den Zell-Zell-Kontakt aufrecht und 

fungiert gleichzeitig als ein Signalzentrum, das die Myoblastenfusion vorantreibt (Önel and 

Renkawitz-Pohl, 2009). Innerhalb dieses Rings aus Adhäsionsmolekülen wird der 

Präfusionskomplex aus Vesikeln, die vom Golgi-Apparat abgeschnürt werden, aufgebaut 

(siehe 2.2.3, Abb. 2.5 A, B, Kim et al., 2007). Es wird vermutet, dass diese elektronendichten 

Vesikel Fusogene beinhalten, die zur Fusion der Membranen benötigt werden (Doberstein et 

al., 1997) und mittels F-Aktin zur Zell-Zell-Kontaktstelle transportiert werden. Nachdem es 

im Innern des FuRMAS zur Öffnung der Fusionspore gekommen ist, führt die Beteiligung 

von F-Aktin aller Voraussicht nach zur Vergrößerung der Fusionspore (siehe Abb. 2.5 C) und 

der Integrierung der Myoblaste in den wachsenden Muskel (Berger et al., 2008). 
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Abb. 2.5: Dreidimensionales FuRMAS-Modell der Myoblastenfusion 

A: Nach Etablierung des Zell-Zell-Kontakts zwischen FCM und FC/wachsendem Muskel und der 

Ausbildung ringförmiger Strukturen durch die Adhäsionsproteine Duf/Kirre (blau) und Sns (gelb) 

werden elektronendichte Vesikel vom Golgi-Apparat zur Membran innerhalb der FuRMAS 

transportiert. B: Diese Vesikel bilden den Präfusionskomplex aus. C: Es kommt zur Öffnung der 

Fusionspore und deren Weitung, bevor die Myoblaste in den Muskel integriert werden kann (verändert 

nach Önel et al., 2010). 

2.5 Die Beteiligung des unkonventionellen Myosins 

Mhcl an der Myogenese erscheint plausibel 

Wie bereits beschrieben, ist das Aktinzytoskelett mehrmals während der Myogenese 

detektierbar, weshalb ihm diverse Funktionen zugesprochen werden (siehe 2.4, Önel and 

Renkawitz-Pohl, 2009). So wird vermutet, dass der Transport der elektronendichten Vesikel 

zum Fusionsort (Kim et al., 2007) sowie die Aufweitung des Rings aus Adhäsionsmolekülen 

und der Fusionspore (Massarwa et al., 2007, Kesper et al., 2007) mittels Aktinfilamenten 

sichergestellt wird. Der Aktinregulator Arp2/3-Komplex scheint ebenfalls wichtig für die 

Weitung der Fusionspore zu sein, eine Beteiligung dieses Komplexes an der Integration der 

Myoblaste in den wachsenden Muskel konnte bereits nachgewiesen werden (Berger et al., 

2008). Wahrscheinlich verläuft die Anheftung der Muskelenden an die epidermalen Apodeme 

gleichermaßen unter Beteiligung des Aktinzytoskeletts (Guerin and Kramer, 2009a).  

Für alle diese aktinbasierten Prozesse müssen ein oder mehrere Motorproteine gefordert 

werden, die den Transport entlang der Filamente, aber auch die Bewegungen der Filamente 

gegeneinander bewerkstelligen. Bereits 1954 wurde gezeigt, dass Muskelkontraktionen nach 

der sogenannten Gleitfilamenttheorie ablaufen (Huxley and Hanson, 1954, Huxley and 

Niedergerke, 1954). Hier verschieben lange, bipolare Filamente, die aus dem sogenannten 

konventionellen Myosin aufgebaut sind, unter Verbrauch von ATP parallel ausgerichtete 

Aktinfilamente gegeneinander (siehe 2.2.4). Mittlerweile ist bekannt, dass unkonventionelle 

Myosine, die ebenfalls unter Energieverbrauch an Aktin binden, aber nicht für die 

Kontraktion im Muskel verantwortlich sind, auch an anderen Aufgaben wie 

Organellentransport, Organisation von Aktinfilamenten, Zytokinese, Regulation der 
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mitotischen Spindel, Transkription, Endozytose und Zellmigration beteiligt sind (aktuelle 

Übersichtsartikel: Kee et al., 2009, Woolner and Bement, 2009, Wu et al., 2000). 

Die schweren Ketten der Myosine (Myosin heavy chains), vereinfachend hier nur als Myosine 

bezeichnet, bestehen aus einer N-terminalen Kopf- oder Motordomäne (head), einer 

regulatorischen Gelenkdomäne (neck) und einem spezifischen C-terminalen Schwanz, der oft 

aus sogenannten coiled-coil-Motiven aufgebaut ist, die für die Dimerisierung der Myosine 

verantwortlich sind (Berg et al., 2001, Tzolovsky et al., 2002). Die Motordomäne bindet 

sowohl ATP als auch Aktin und ist für die Umsetzung der Energie in Bewegung 

verantwortlich. Die Gelenkdomäne enthält ein bis mehrere IQ-Motive, die die Bindung von 

Calmodulin, verwandten EF-Hand-Domänen-Proteinen oder der leichten Myosinketten 

bewerkstelligen. Myosine werden aufgrund der Konservierung ihrer Motordomäne aktuell in 

mehr als 30 Klassen eingeteilt, wobei Mhc, das konventionelle Muskelmyosin, der 

prominenteste Vertreter der Klasse II ist (Woolner and Bement, 2009). Für D. melanogaster 

werden anhand Sequenzdaten dreizehn unterschiedliche Myosine vorhergesagt, die neun 

unterschiedliche Klassen repräsentieren (siehe Abb. 2.6, Tzolovsky et al., 2002).  

In einem Hefe-zwei-Hybrid-Screen, bei dem mit den Ankyrin-Wiederholungen des Rols7-

Proteins (siehe 2.3.2 und Abb. 2.3) eine embryonale cDNA-Bank durchgemustert wurde, 

konnte das Protein Mhcl (Myosin heavy chain like) als möglicher Interaktionspartner 

identifiziert werden (Kreisköther, Dissertation 2005, Kreisköther et al., 2006). Es wurde 

bereits beschrieben, dass die mRNA dieses Gens ab Stadium 10 im somatischen Mesoderm 

und dessen Vorläufern nachweisbar ist (Bonn, Diplomarbeit 2006). Im viszeralen Mesoderm 

beginnt die Expression in Stadium 11, wo sie zunächst auf das CVM am posterioren Pol des 

Embryos sowie auf eine Zellreihe des Rumpfmesoderms beschränkt scheint. Sowohl im 

somatischen als auch im viszeralen Mesoderm ist die Expression bis Stadium 14 zu verfolgen, 

anschließend beschränkt sich die Verteilung des Transkripts auf segmentale Streifen in der 

Epidermis. Sehr präliminäre Untersuchungen von Mhcl-mutanten Embryonen zeigten keine 

Auffälligkeiten in der Körperwand- oder Darmmuskulatur (Bonn, Diplomarbeit 2006). 

Verschiedene Datenbanken prognostizieren zurzeit sechs Isoformen des Proteins, die durch 

alternatives Spleißen und die Verwendung unterschiedlicher Promotoren gebildet werden, 

davon enthalten nur vier die Motordomäne und drei die für diese Klasse der Myosine 

charakteristische PDZ-Domäne (Flybase, Smart, Tzolovsky et al., 2002). Das Protein weist 

eine Sequenzidentität von etwa 40 % zu den entsprechenden Proteinen aus Maus und Mensch 

auf (Blast, Berg et al., 2001, Tzolovsky et al., 2002) und besitzt je nach Analyseprogramm 

eine oder zwei IQ-Domänen sowie eine coiled-coil-Region im C-terminalen Bereich 
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(InterProScan). Seinen Namen bekam das Protein aufgrund der Sequenzidentität von etwa 

26 % zum konventionellen Myosin, die auf dem gleichen evolutiven Ursprung dieser beiden 

Klassen beruht (Foth et al., 2006, Tzolovsky et al., 2002).  

 

 
 

 

Abb. 2.6: Übersicht über die 

vermutlich im D. melanogaster-

Genom kodierten schweren Ketten 

der Myosine 

Basierend auf Sequenzanalysen 

werden für D. melanogaster 

dreizehn unterschiedliche Myosine 

mit Lokalisation auf den 

Chromosomen X, 2 und 3 

postuliert. Die römische Zahl, die 

auf den Gennamen folgt, 

bezeichnet die Klasse der Myosine, 

in die das entsprechende Protein 

eingeordnet wird, für das in dieser 

Arbeit näher analysierte Mhcl ist 

dies die Klasse XVIII (aus: 

Tzolovsky et al., 2002). 

 

 

 

 

 

PDZ-Domänen sind sehr weit verbreitete Protein-Protein-Interaktionsdomänen, die ihren 

Namen drei Proteinen verdanken, in welchen sie zuerst beschrieben wurden: Postsynaptic 

density protein-95, Discs large und Zonula occludence-1 (Übersichtsartikel: Jelén et al., 2003, 

Sheng and Sala, 2001, Sierralta and Mendoza, 2004). Diese etwa 80-100 Aminosäuren großen 

Module interagieren mit kurzen, meist C-terminal lokalisierten PDZ-bindenden Motiven 

anderer Moleküle, wie beispielsweise membranständige Rezeptoren, Phosphoinositole, 

Ionenkanäle oder Zelladhäsionsmoleküle. Proteine, die PDZ-Domänen enthalten, spielen eine 

wichtige Rolle in unterschiedlichen zellulären Prozessen, z. B. Proteintransport, 

Signalweiterleitung, Etablierung von Zellpolarität oder Aufbau von Proteinkomplexen. 

Häufig enthält ein Protein mehrere PDZ-Domänen, die mit unterschiedlichen Liganden 

interagieren, aber auch von anderen Interaktionsdomänen flankiert werden können. Im 

D. melanogaster-Genom sind mehr als 100 Proteine mit einer oder mehreren solcher 

Domänen bekannt oder vorhergesagt. 
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2.6 C2-Domänen-Proteine regulieren Zell-Zell- und 

Zell-Vesikel-Fusionen 

Die Fusion zweier Membranen spielt eine wichtige Rolle in diversen inter- und intrazellulären 

Prozessen wie der Zell-Zell-Fusion, z. B. bei der Myogenese, der Endo- und Exozytose, beim 

Eindringen des Pathogens in die Wirtszelle oder bei dem Verschmelzen von Ei und Spermium 

(aktuelle Übersichtsartikel: Chernomordik and Kozlov, 2008, Martens and McMahon, 2008, 

Wickner and Schekman, 2008). Intensive Forschung ermöglichte ein grundlegendes 

Verständnis dieser Abläufe. Es wird angenommen, dass in der sogenannten Hemifusion 

zunächst nur die äußeren Schichten der Membranen fusionieren (siehe Abb. 2.7), bevor es zur 

Vereinigung der gesamten Lipiddoppelschicht kommt. Damit dieses geschehen kann, müssen 

sich die Membranen entgegen der durch ihre Hydrophobizität hervorgerufene Energiebarriere 

zuerst stark annähern. Dafür werden die membranständigen Proteine aus dem zu 

fusionierenden Bereich entfernt, außerdem kommt es häufig zu einer Krümmung der 

Membran, was die Fusion ebenfalls fördert (Martens and McMahon, 2008).  

 

 

Abb. 2.7: Bei der Neurotransmitter-Ausschüttung entsteht der Zwischenschritt der Hemifusion 

A: An der Kontaktstelle zwischen Vesikel- und Synapsenmembran wird ein Komplex aus 

Synaptotagminen, die C2-Domänen enthalten, und SNAREs etabliert. B: Der Einstrom von Ca
2+

-

Ionen führt zur Konformationsänderung dieses Komplexes und zur Krümmung der Membran.  

C: Anschließend kommt es zur sogenannten Hemifusion, wobei sich nur die äußeren Lipidschichten 

miteinander verbinden (verändert nach Martens et al., 2007). 

 

Ein gut untersuchtes Beispiel dieser energetisch ungünstigen Prozesse ist die Fusion synap-

tischer Vesikel bei der Ausschüttung von Neurotransmittern, das hier exemplarisch vorgestellt 

werden soll. Für diesen Vorgang ist das Protein Synaptotagmin, das zwei sogenannte C2-

Domänen besitzt, essentiell. Diese C2-Domänen weisen strukturelle Ähnlichkeit zu Ig-Domä-

nen auf, wie sie in den myogeneserelevanten Adhäsionsmolekülen vorkommen (Grobler and 

Hurley, 1997) und inserieren als Reaktion auf den Einstrom von Ca
2+

-Ionen in die Vesikel-

Membran. Ebenfalls in Abhängigkeit von Ca
2+

 interagieren diese Domänen mit Mitgliedern 

der Familie der SNARE-Proteine (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment 

protein receptor), wobei der genaue Ablauf dieser Interaktion noch nicht geklärt wurde. Fest 
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steht allerdings, dass das Zusammenspiel dieser Moleküle zu deren Konformationsänderung 

führt, die in einer Verkürzung des Membranabstands, wahrscheinlich durch Einführung einer 

Krümmung und der folgenden Hemifusion, resultiert (siehe Abb. 2.7, Martens et al., 2007). 

2.7 Fragestellung 

Das Aktinzytoskelett wird während der Myoblastenfusion von D. melanogaster mehrmals 

benötigt, z. B. bei der Etablierung des FuRMAS, bei der Aufweitung der Fusionspore oder bei 

der Integration der Myoblaste in den wachsenden Muskel. Da für fast alle aktinbasierten 

Prozesse die Beteiligung von Myosinen als Motorprotein beschrieben wurde, ist davon auszu-

gehen, dass diese auch bei der Myogenese eine Rolle spielen. Ein möglicher Kandidat ist 

Mhcl, das in einem globalen Hefe-zwei-Hybrid-Screen als putativer Interaktionspartner von 

Rols7 gefunden wurde (Kreisköther, Dissertation 2005, Kreisköther et al., 2006). Es konnte 

bereits gezeigt werden, dass Mhcl während der myogeneserelevanten Stadien im somatischen 

und viszeralen Mesoderm exprimiert wird (Bonn, Diplomarbeit 2006). Das Protein Rols7 

übernimmt eine essentielle Funktion in der zweiten Phase der Myoblastenfusion und später 

bei der Anheftung der Muskeln an die Epidermis. Aufgrund dessen sollte in der vorliegenden 

Arbeit das Protein Mhcl und seine mögliche Beteiligung an der Myogenese aufgeklärt 

werden. Dazu sollten einerseits Analysen von zu erstellenden Mutanten hinsichtlich des so-

matischen und viszeralen Muskelmusters durchgeführt und andererseits ein Antikörper gegen 

das Protein generiert werden, um die subzelluläre Verteilung des Proteins in wildtypischen 

Embryonen und solchen, die Mutationen in fusionsrelevanten Genen tragen, zu untersuchen.  

In einem zweiten Projekt wurde ein Protein untersucht, das eine C2-Domäne enthält. Die 

Beteiligung von Molekülen mit solchen Domänen an anderen Fusionen wurde bereits 

beschrieben, beispielsweise reguliert das C2-Domänen-Protein Synaptotagmin die Fusion 

zwischen Vesikel- und Synapsenmembran bei der Neurotransmitter-Ausschüttung (Martens et 

al., 2007, Martens and McMahon, 2008). Während der Myogenese von D. melanogaster 

kommt es entsprechend den aktuellen Modellen zunächst zur Fusion zwischen 

elektronendichten Vesikeln und der Zellmembran, bevor die Membranen der unterschied-

lichen Zelltypen miteinander fusionieren. Daher ist es denkbar, dass diese Fusionen ebenfalls 

von C2-Domänen-Proteinen beeinflusst werden. Auch im Falle des hier analysierten 

CG10737 sollten Experimente an Embryonen durchgeführt werden, die das Gen nicht mehr 

exprimieren, um einen Hinweis auf eine mögliche Funktion des Genprodukts in der 

Myogenese zu bekommen. Es sollte weiterhin ein Antikörper gegen das Protein generiert 

werden, um dessen subzelluläre Verteilung untersuchen zu können. 
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3. Material 

3.1 Geräte 

Binokulare     Stemi SV11 und Stemi DV4, Zeiss, Göttingen 

DNA-Gelelektrophoreseapparaturen  Elektronik-Werkstatt, Philipps-Universität 

Marburg 

Entwicklermaschine     Curix 60, Agfa, Köln 

Fotomikroskope Axiphot, Zeiss, Jena 

Axioskop, Zeiss, Jena 

ApoTome, Zeiss, Jena 

Geldokumentation     UV Solo, Biometra, Göttingen 

Heizblöcke   HBT 130 Dri-Block DB2a, Haep Labor Consult, 

Bovenden und Techne, Wertheim 

Magnetrührer   Variomag Mono, H+P Labortechnik, München 

IKA Combimag RCT Janke + Kunkel, Staufen 

Mikroskop (invers)    CKX41, Olympus, Hamburg 

PCR-Maschine     Personal Cycler, Biometra, Göttingen 

Photometer   Gene Quant 1300, GE Healthcare, München 

Rocky 3D     Fröbel Labortechnik, Lindau 

Röhrenzentrifuge     Megafuge 1.0R, Haereus, Hanau 

Schüttler  IKA Vibrax VXR basic und MS1 Minishaker, 

Staufen 

SDS-Gelelektrophorese-Apparatur   Modell 45-1010, Peqlab, Erlangen 

Spannungsgeber für DNA-Gele  Power Pac 300, Biorad, München 

Spannungsgeber für Blotapparatur  EV231, Peqlab, Erlangen 

Sterilbank     Hera safe, Haereus, Hanau 

Thermostatschrank (SL2-Zellen)  Lovibond, Liebherr 

Tischzentrifugen     Biofuge pico bzw. fresco, Haereus, Hanau 

Ultraschallgerät     Bandelin Sonoplus GM70, Berlin 

Vortexierer      Reax 2000, Heidolph, Schwabach 

Wasserbäder   Haake C1 und C10, PSL Systemtechnik GmbH, 

Clausthal-Zellerfeld; GFL Gesellschaft für 

Labortechnik, Burgwedel 

3.2 Chemikalien 

Alle in dieser Arbeit benutzten Chemikalien und Nährmedien wurden von den Firmen 

Invitrogen/Gibco (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und 

Sigma-Aldrich/Fluka (Taufkirchen) bezogen. 
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3.3 Enzyme 
AccuPrime™ Taq DNA Polymerase  Invitrogen, Karlsruhe 

Restriktionsendonukleasen  Fermentas, St. Leon-Rot; NEB, Frankfurt/Main; 

Roche, Mannheim und Boehringer-Ingelheim, 

Ingelheim 

RNA-Polymerasen: Sp6, T3, T7  Roche, Mannheim 

Streptavidin-HRP    Perkin Elmer, Jügesheim 

Taq-Polymerase    Axon, Kaiserslautern 

T4-Ligase     Fermentas, St. Leon-Rot 

3.4 Molekularbiologische Reagenzien und 

Reagenziensätze 
EZview™ Red Anti-HA/-Myc  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Affinity Gel 

Bradfordreagenz (Protein Assay)  Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Calmodulin Affinity Resin    Stratagene, Waldbronn 

DIG-RNA-Labeling Kit   Roche, Mannheim 

ECL™ Western Blotting Analysis System GE Healthcare, München 

Gateway® LR Clonase™ II Enzyme Mix Invitrogen, Karlsruhe 

GFX PCR, DNA and Gel Band,   GE Healthcare, München  

Purification Kit 

Jetsorb      Genomed, Löhne 

Jetstar 2.0      Genomed, Löhne 

Microsep™ Microconcentrator 3 kDa Pall GmbH, Dreieich 

NHS-aktivierte Sepharose, 4 Fast Flow  GE Healthcare, München 

Ni-NTA His-Bind® Resin   Novagen, Darmstadt 

Oligotex mRNA Mini Kit   QIAGEN, Hilden 

OneStep RT-PCR Kit    QIAGEN, Hilden  

Penicillin/Streptomycin    Gibco, Karlsruhe  

Protease Inhibitor Tabletten complete mini Roche, Mannheim 

Protein A-Sepharose™    GE Healthcare, München 

Rabbit IgG Agarose    Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Recombinant Enterokinase Cleavage  Novagen, Darmstadt 

Capture Kit 

TOPO TA Cloning® Kit   Invitrogen, Karlsruhe 

Zero blunt® TOPO® PCR Cloning Kit  Invitrogen, Karlsruhe 

pENTR™/D-TOPO® Cloning Kit  Invitrogen, Karlsruhe 

Transfectin™ Lipid Reagent    Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Trizol Reagenz     Invitrogen, Karlsruhe 

TSA™ Fluorescein System    Perkin Elmer, Jügesheim 

TSA™ Biotin System    Perkin Elmer, Jügesheim 

Vectastain ABC-Kit     Vector Laboratories, Eching 
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3.5 Sonstige Materialien 
chemilumineszenter Film  Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare, 

München 

Chromatorgraphie-Säulen (Poly-Prep) Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs) Roth, Karlsruhe 

Dialyseschlauch   Spectra/Por® Membrane, MWCO:6 000-8 000, 

Spectrum Laboratories Inc, Breda, The 

Netherlands 

Entwickler-/Fixier-Lösung   G153 A und B/G354, Agfa, Köln 

Fluoromount-G     Southern Biotech, Birmingham 

MassRuler™ DNA Ladder Mix,   Fermentas, St. Leon-Rot 

ready-to-use 

Nitrozellulosemembran    Optitran BA-S 83 Whatman GmbH, Dassel 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot 

und PageRuler™ Protein Ladder 

3.6 Nähr-und Zuchtmedien 
fötales Kälberserum    PAA, Cölbe 

Schneider´s Drosophila Medium  Gibco®, Karlsruhe 

3.7 Antikörper und Seren 
Die verwendeten Antikörper wurden in immunhistochemischen Nachweisen in der ange-

gebenen Verdünnung eingesetzt, für Fluoreszenzfärbungen wurde in der Regel die doppelte 

Konzentration verwendet. Der Vermerk (faf) oder (hf) zeigt an, ob sich die Antikörper zur 

Verwendung an paraformaldehydfixierten oder hitzefixierten Embryonen eignen. 

anti-β3-Tubulin    (Leiss et al., 1988) 

(faf/hf, polyklonal aus Kaninchen, 1 : 5 000) 

anti-β3-Tubulin    D. Buttgereit, Marburg, unveröffentlicht 

(faf/hf, polyklonal aus Meerschweinchen, 1 : 10 000) 

anti-β-Galaktosidase    Biotrend, Köln 

(faf, polyklonal aus Kaninchen, 1 : 5 000) 

anti-β-Galaktosidase    Cappel/MP Biomedicals, Illkirch, Frankreich 

(faf, polyklonal aus Kaninchen, 1 :  3 000, benutzt nach in situ-Hybridisierungen) 

anti-β-Galaktosidase    Promega, Mannheim 

(faf, monoklonal aus Maus, 1 : 5 000)  

anti-BP102      Developmental Studies Hybridoma Bank, Iowa 

(faf, monoklonal aus Maus, 1 : 50) 

anti-CBP (calmodulin binding peptide)  Upstate Millipore, Billerica, USA 

(polyklonal aus Kaninchen, 1 : 2 000 in Western-Blot-Analyse)  
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anti-Digoxigenin-AP Fab fragments  Roche, Mannheim 

(faf, polyklonal aus Schaf, 1 : 2 000) 

anti-Evenskipped (2B8)   Developmental Studies Hybridoma Bank, Iowa 

(faf, monoklonal aus Maus, 1 : 50) 

anti-FasciclinIII     (Patel et al., 1987) 

(faf, monoklonal aus Maus, 1 : 50, fluoreszent, nur präadsorbiertes Serum verwenden) 

anti-Flag-HRP     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

(monoklonal aus Maus, 1 : 4 000 in Western-Blot-Analyse) 

anti-HA     Covance, München 

(faf, monoklonal aus Maus, 1 : 4 000) 

anti-HA-HRP     Roche, Mannheim 

(1 : 2 000 in Western-Blot-Analyse) 

anti-penta-His     QIAGEN, Hilden 

(monoklonal aus Maus, 1 : 5 000 in Western-Blot-Analyse) 

anti-Kettin (MAC155)   Abcam plc, Cambridge (UK) 

(faf, polyklonal aus Ratte, 1 : 50)  

anti-cMyc     Cell Signaling, NEB, Frankfurt/Main 

(polyklonal aus Kaninchen, 1 : 2 000; 1 : 1 000 in Western-Blot-Analyse, gelöst in 5 % BSA) 

anti-cMyc     Upstate Millipore, Billerica, USA 

(faf, monoklonal aus Maus, 1 : 2 000) 

anti-Tinman      A. Paululat, Osnabrück 

(faf, polyklonal aus Kaninchen, 1 : 2 000) 

anti-Kaninchen bzw.    Vector Laboratories, Lörrach 

anti-Meerschweinchen IgG, biotinyliert (aus Ziege, 1 : 500)  

anti-Maus IgG, biotinyliert   Vector Laboratories, Lörrach 

(aus Pferd, 1 : 500)  

anti-Kaninchen IgG,    Dianova, Hamburg  

Cy2- Cy3- bzw. Cy5-gekoppelt (1 : 200)  

anti-Maus IgG,    Dianova, Hamburg  

Cy2-, Cy3- bzw. Cy5-gekoppelt (1 : 200)  

anti-Meerschweinchen IgG,   Dianova, Hamburg  

Cy2- bzw. Cy3-gekoppelt (1 : 200)  

anti-Kaninchen bzw. anti-Maus IgG,  Jackson ImmunoResearch Lab., Suffolk (UK) 

POD-gekoppelt (1 : 5 000) 

Normal Goat Serum (Ziegenserum)   Vector Laboratories, Lörrach 

Normal Horse Serum (Pferdeserum)  Vector Laboratories, Lörrach 
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3.8 Fliegenstämme (Drosophila melanogaster) 

Durch den Index BL werden Fliegenlinien gekennzeichnet, die vom Bloomington Stockcenter 

in Indiana bezogen wurden, der Index v kennzeichnet Fliegenlinien aus dem RNAi-

Stockcenter in Wien. 

3.8.1 Balancerstämme 

Df/FM7c-ftz-lacZ Blau-Balancerstamm mit Markern für das X-Chromosom 

   zur Verfügung gestellt von S. Önel, Marburg 

w; If/CyO-hg-lacZ Blau-Balancerstamm mit Markern für Chromosom II  

zur Verfügung gestellt von M. Affolter, Basel 

w; Gla/CyO-ftz-lacZ Blau-Balancerstamm mit Markern für Chromosom II 

w; Dr/SbTDlZ Blau-Balancerstamm mit Markern für Chromosom III, zur Verfügung 

gestellt von A. Holz, Gießen 

w; Sp/CyO-wg-lacZ; TM2/TM6-ftz-lacZ  

   Blau-Balancerstamm mit Markern für Chromosom II und III 

   zur Verfügung gestellt von S. Önel, Marburg 

w; Sp/CyO-hg-lacZ; TM2/SbTDlZ 

   Blau-Balancerstamm mit Markern für Chromosom II und III 

   zur Verfügung gestellt von S. Berger, Marburg 

w; Sp/CyO; Sb/Ubx Multimarkerstamm zur kreuzungsgenetischen Lokalisation inserierter 

P-Elemente; zur Verfügung gestellt von Ch. Klämbt, Münster 

BL6662 w
1118

; In(2LR)Gla, wg
Gla-1

/CyO, P{GAL4-twi.G}2.2, P{UAS-

2xEGFP}AH2.2 (Fluoreszenz-Balancerstamm für Chromosom II) 

BL6663 w
1118

; Dr
Mio

/TM3, P{GAL4-twi.G}2.3, P{UAS-2xEGFP}AH2.3, Sb
1
 Ser

1
 

(Fluoreszenz-Balancerstamm für Chromosom III) 

BL10768 y
1
 w*; TM2, P{lacW}l(3)E7-3-58

1
/? (Blau-Balancerstamm für 

Chromosom III) 

3.8.2 Defizienzen 

Namen in Klammern bezeichnen das deletierte Gen von Interesse 

BL6018  Df(1)w67k30, lz
1
 ras

1
 v

1
/FM7c (duf/kirre, rst/irreC) 

BL2991  Df(3L)BK9, ru
1
 red

1
 cv-c

1
 Sb

sbd-1
 sr

1
 e

1
/TM3, Sb

1
 (rols) 

BL7983  w
1118

; Df(3R)Exel7328/TM6B, Tb
1 

(Mhcl) 

BL26580 w
1118

; Df(3R)BSC728, P+PBac{XP3.RB5}BSC728/TM6C, Sb
1
 cu

1
 

(Mhcl) 

BL9422  w
1118

; Df(4)ED6369, P{3'.RS5+3.3'}ED6369/l(4)102EFf
1 
(DCrk) 

BL7551  w
1118

; Df(2R)Exel6069, P{XP-U}Exel6069/CyO (CG10737) 

BL8918  w
1118

; Df(2R)ED3683, P{3'.RS5+3.3'}ED3683/SM6a (CG10737) 

BL24373  w
1118

; Df(2R)BSC349/CyO (CG10737) 

BL7787  w
1118

; Df(2L)Exel7016/CyO (sec5) 
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3.8.3 Mutanten 

fettgedruckt ist jeweils die Mutation des Gens von Interesse 

BL730   w
ch2

 N
264-39

/FM4, B
+ 

 

blow
2
/CyO  (Doberstein et al., 1997) 

BL8753  st
1
 e

1
 kette

J4-48
/TM6B, P{ase-lacZF:2.0}PK3, Tb

1
 

lmd
E202

/SbTDlZ  (Hummel et al., 1999) 

sns
20-23

/CyO   (Paululat et al., 1995) 

DMef2
22-21

/CyO 
 
(Bour et al., 1995) 

BL7052  st
1
 in

1
 kni

ri-1
 p

p
 wts

3-17
/TM3, Sb

1
  

BL8739  P{FRT(w
hs

)}G13 zip
2
/CyO, P{lacZ-un3}276 

BL8568  wg
Sp-1

 Bl
1
 ena

210
/CyO  

3.8.4 P-Element-Insertionen 

fettgedruckt ist jeweils das inserierte P-Element von Interesse 

BL15025  y
1
 w

67c23
; P{EPgy2}EY00454  

w; Δ2-3 Ki/TM3, Sb  Transposaselinie zur unpräzisen Entfernung von P-Elementen, zur 

Verfügung gestellt von Ch. Klämbt, Münster 

BL10178  w
1118

; P{lacW}26-29-p
s3635

/TM6C, Antp
Hu

 Sb
1
 Tb

1 
 

BL12039  w
1118

; P{lacW}Cka
s1883

/CyO  

BL11451  P{PZ}Cka
05836

 cn
1
/CyO; ry

506
  

BL12287  w
67c23

 P{lacW}flw
G0172

/FM7c  

BL13652  y
1
; ry

506
; P{SUPor-P}Crk

KG00336
/ci

D
 

BL11627  ry
506

 P{PZ}Akt1
04226

/TM3, ry
RK

 Sb
1
 Ser

1 
 

BL19894  y
1
 w

67c23
; P{EPgy2}Akt1

EY10012
/TM3, Sb

1
 Ser

1
  

BL22577  y
1
 w

67c23
; P{EPgy2}Myo95E

EY22671
/TM3, Sb

1
 Ser

1
 

BL11114  cn
1
 P{PZ}ena

02029
 CG15118

02029
/CyO; ry

506
  

BL10801  y
1
 w

67c23
; P{lacW}cora

k08713
/CyO  

e03696  PBac{RB}Mhcl
e03696 

(Exelixis Collection, Harvard) 

c05149  PBac{PB}Mhcl
c05149

 (Exelixis Collection, Harvard) 

3.8.5 UAS- und GAL4-Linien 

BL4918  w*; P{GAL4-wg.M}MA1  

BL25756  P{UAS-Dcr-2.D}1, w
1118

; P{GAL4-Mef2.R}R1 

twist-GAL4  TGX bzw. SG24 (zur Verfügung gestellt von A. Michelson, Boston) 

BL1767  w*; P{GawB}how
24B

 

UAS-EGFR
dn

/Cyo zur ektopischen Expression einer dominant-negativen Version des 

EGF-Rezeptors, zur Verfügung gestellt von E. Schejter, Rehovot, Israel 

sns-GAL4  sns4,5-GAL4 (Stute, Dissertation 2004) 

rP298-GAL4  Expression im duf/kirre-Muster (Menon and Chia, 2001) 

BL27390  y
1
 w*; P{GAL4-Mef2.R}3 

1151-GAL4 Expression in adulter Flugmuskulatur (zur Verfügung gestellt von L. S. 

Shashidhara, Hyderabad, Indien) 

GMR-GAL4  Expression in Augenimaginalscheibe (Hay et al., 1994) 
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UAS-DCrk
Myr

 myristylierte Version von DCrk (zur Verfügung gestellt von S. Abmayr, 

Kansas, USA) 

3.8.6 Reporterstämme 

rP298-lacZ   Expression im duf/kirre-Muster (Nose et al., 1998) 

btl-lacZ  (Klämbt et al., 1992) 

sls-GFP ZCL2144 (Hudson et al., 2008) 

3.8.7 Sonstige 

v9130/CyO  RNAi-Linie gegen Scamp 

v8996    RNAi-Linie gegen CG10737 

v28873   RNAi-Linie gegen sec5 

v19061  RNAi-Linie gegen DCrk 

white   wildtypischer Stamm der AG Renkawitz-Pohl, Marburg 

BL6326  w
1118

 

BL24484 y
1
 M{vas-int.Dm}ZH-2A w

*
; M{3xP3-RFP.attP'}ZH-58A, 

Injektionsstamm für Gateway-Konstrukte 

oregonR  wildtypischer Stamm der AG Renkawitz-Pohl, Marburg 

3.9 Bakterienstämme (Escherischia coli) 
DH5α supE44, lacU169 (80lacZM15), hsdR17, recA1, endA1, gyrA96, 

thi-1, relA1 

BL21   F
- 
ompT hsdSB(rB

-
mB

-
) gal dcm (nicht-induzierbare Zellen) 

BL21(DE3) F
- 
ompT hsdSB(rB

-
mB

-
) gal dcm (DE3) (Zellen, die nach IPTG-Induktion 

das rekombinante Protein, welches in den pET44a-Vektor kloniert 

wurde, exprimieren)  

3.10 Plasmide 
act-GAL4  zur ektopischen Expression von UAS-Konstrukten in SL2-Zellen 

(Yepiskoposyan et al., 2006) 

pET44a Plasmid zur ektopischen Expression von Proteinfragmenten in E. coli, 

Novagen, Darmstadt 

pCHABΔSal  Transformationsvektor für Promotorstudien (Wimmer et al., 1997)  

pUAST Transformationsvektor für induzierbare Expression (Brand and 

Perrimon, 1993) 

pUAST-HA pUAST zur Erstellung von Fusionsproteinen mit C-terminalem HA-

Anhang, zur Verfügung gestellt von S. Berger 

pUAST-Rols-TAP C. Stute, unveröffentlicht  

pUASp-attB-rfa-10xMyc zur Verfügung gestellt von S. Bogdan, Münster 

pπ25.7wc  Helferplasmid für die P-Element-basierte Transformation (Karess and 

Rubin, 1984) 
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3.11 cDNAs  
Alle verwendeten cDNAs wurden über das DGRC (Drosophila Genomics Resource Center, 

Indiana University) bezogen, angegeben sind jeweils Restriktionsenzyme und RNA-Poly-

merasen, die für die Erstellung der sense- (s) und antisense- (as) Sonden verwendet wurden 

GH05039   flw (s: PvuI/T7, as: PstI/Sp6) 

GH15471   Mhcl (s: BamHI/T7, as: EcoRV/Sp6) 

GH22187   CG10737 (s: NcoI/T7, as: SspI/Sp6) 

GH25580   Myo95E (s: XhoI/T7, as: EcoRI/Sp6) 

IP15304  zipper (s: XhoI/T7, as: EcoRI/Sp6) 

LD41760   Cka (s: XhoI/T7, as: PvuI/Sp6) 

LD47926  lmd (as-Sonde zur Verfügung gestellt von D. Buttgereit, Marburg) 

RE18380   26-29-p (s: KpnI/T7, as: XhoI/T3) 

RE40416   Myo95E (s: BamHI/T7, as: EcoRI/T3) 

RE 60886   DCrk (s: BamHI/T7, as: EcoRI/T3) 

RH02643   CanB (s: BamHI/T7, as: XbaI/T3) 

RH68403   Scamp (s: BamHI/T7, as: EcoRI/T3) 

SD03467   sec5 (s: RsaI/T7; as: BamHI/Sp6) 

SD10734   Akt1 (s: ScaI/T7, as: MunI/Sp6) 

SD19495   wts (s: NheI/T7, as: SacI/Sp6) 

3.12 synthetische Oligonukleotide und damit erstellte 

Konstrukte 
Alle für diese Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG 

Operon, Ebersberg hergestellt und sind mit einer kurzen Beschreibung aufgelistet: 

3.12.1 Primer 

B3 aa 23 ATCATTTCCGAGGAGCACGGC 

FW-Primer für die Amplifikation eines 372/490 bp großen Fragments des β3-tubulin-Gens 

(mRNA/genomische DNA) 

B3 aa 140 GCCCAGCGAGTCCGTCAATTG 

Rev-Primer für die Amplifikation eines 372/490 bp großen Fragments des β3-tubulin-Gens 

Plac1  CACCCAAGGCTCTGCTCCCACAAT 

Rev-Primer für die 5´-Flanke des P-Elements pEPgy2 

Pry2  CTTGCCGACGGGACCACCTTATGTTATT 

FW-Primer für die 3´-Flanke des P-Elements pEPgy2 

EY.3F  CCTTTCACTCGCACTTATTG 

FW-Primer für die 3´-Flanke des P-Elements pEPgy2 

pUASt-t prom-for  TAACGTGACTGTGCGTTAGG 

Sequenzierprimer für pUASp-attB-rfa-10xMyc 
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M13FW CCAGGGTTTTCCCAGTCACG 

Standard-Sequenzierprimer 

M13Rev CGGATAACAATTTCACACAGG 

Standard-Sequenzierprimer 

T7  TAATACGACTCACTATAGGG 

Sequenzierprimer für den T7-RNA-Polymerase-Promotor 

Sp6  CTATTTAGGTGACACTATAG 

Sequenzierprimer für den Sp6-RNA-Polymerase-Promotor 

oBB09  GCCGAGCGTCCAATGGCG  

FW-Primer zur Erstellung einer RNA-Sonde gegen die Isoformen Mhcl-RA, -RB und -RE 

oBB10  GCTGCACTGGCGGCAGCG  

Rev-Primer zur Erstellung einer RNA-Sonde gegen die Isoformen Mhcl-RA, -RB und -RE 

oBB11  GCTTAAGTACGAGCGGGTGG  

FW-Primer zur Erstellung einer RNA-Sonde gegen alle Isoformen von Mhcl 

oBB12  CGGCATCGCGATCAACAGG  

Rev-Primer zur Erstellung einer RNA-Sonde gegen alle Isoformen von Mhcl 

oBB13  GCAGCCATGAACGGCGGC  

FW-Primer zur Erstellung einer RNA-Sonde gegen die Isoform Mhcl-PD 

oBB14  GGCTGCCTTTGGCATCCG  

Rev-Primer zur Erstellung einer RNA-Sonde gegen die Isoform Mhcl-PD 

oBB15  GATCGGATCCGGCATCTCTGAGGACGAGG  

FW-Primer für Fragment zur anti-Mhcl-Antikörper-Generierung inkl. BamHI-Schnittstelle 

oBB16  GATCGTCGACGCGCAGCAGCAGAGTCCGC  

Rev-Primer für Fragment zur anti-Mhcl-Antikörper-Generierung inkl. SalI-Schnittstelle 

oBB23  GGTACCCGTTGCCACCTGTTTTAGCGATAGT  

FW-Primer für Mhcl-Promotorkonstrukt inkl. KpnI-Schnittstelle  

oBB24  GGATCCCGTTGGTGGGTTAATGCGAAGTTCA  

Rev-Primer für Mhcl-Promotorkonstrukt inkl. BamHI-Schnittstelle  

oBB25  GATCGCGGCCGCATGACGCACATCGAGAGCC  

FW-Primer für Mhcl-Myc/-Flag inkl. NotI-Schnittstelle und ATG 

oBB26  GATCACTAGTTCACAGGTCCTCCTCTGAGATCAGCTTCTGCTCGAAC 

ACCACGGTGCGGG  

Rev-Primer für Mhcl-Myc und Mhcl
CC

-Myc inkl. SpeI-Schnittstelle, Myc-Anhang und STOPP 

oBB28  GATCGGTACCGCGGAATTGAGCGTGGTGTTCAGG  

FW-Primer für CG10737-Promotorkonstrukt inkl. KpnI-Schnittstelle 

oBB29  GATCGCGGCCGCGGTATCGATAGCCATGTTTAGGCAC  

Rev-Primer für CG10737-Promotorkonstrukt inkl. NotI-Schnittstelle 
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oBB31  GATCGCGGCCGCATGGACTCCCTGGCCATCTTCA  

FW-Primer für CG10737-HA inkl. NotI-Schnittstelle und ATG 

oBB32  GATCACTAGTTCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTACAGCTT 

CCGTATGCTGCGATCT  

Rev-Primer für CG10737-HA inkl. SpeI-Schnittstelle, HA-Anhang und STOPP 

oBB37  GGTCTTGGACTATTAGGCTGC  

Sequenzierprimer für CG10737-Promotorkonstrukt  

oBB38  CGAATCCAAACCGCAGAATCC  

Sequenzierprimer für CG10737-Promotorkonstrukte  

oBB39  CCATCCGGTGATTGCCTCAG  

Sequenzierprimer für CG10737 

oBB40  GAGACGCTGTGGACGTGCG  

Sequenzierprimer für CG10737 

oBB41  GGCAGCTAGTGATCAGGCG  

Sequenzierprimer für Mhcl 

oBB42  GGTTGTCTCCATGTTCCGC  

Sequenzierprimer für Mhcl 

oBB43  CGAAATCGCCCACCTCGG  

Sequenzierprimer für Mhcl 

oBB44  CGTGTCCAGTATTCGCCGC  

Sequenzierprimer für Mhcl 

oBB55  GAGCGCTGGGGATGAGGACAAG  

FW-Primer für die RT-PCR zur Verifizierung der Mhcl-mRNA, bindet in Exon1 

oBB56  GCATGAGCACCGACGAGCTGCT  

FW-Primer für die RT-PCR zur Verifizierung der Mhcl-mRNA, bindet in Exon1 

oBB57  GGGAGCCTTTCAGAATGCCACG  

Rev-Primer für die RT-PCR zur Verifizierung der Mhcl-mRNA, bindet in Exon2 

oBB59  GCACCTAAGGACCCCACACACC 

FW-Primer für die RT-PCR zur Verifizierung der Mhcl-mRNA, bindet in genomischer 

Region stromaufwärts von Exon1 

oBB66  GATCACTAGTTCACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCGAACACCACG 

GTGCGGG  

Rev-Primer für Mhcl-Flag inkl. SpeI-Schnittstelle, Flag-Anhang und STOPP 

oBB67  GATCGAATTCATGGATACATTTGACGTTTCTG  

FW-Primer für DCrk-HA inkl. ATG und EcoRI-Schnittstelle 

oBB68  GATCGGTACCGCATATTTCTGTGGAGTTTTTG  

Rev-Primer für DCrk-HA inkl. KpnI-Schnittstelle (ohne STOPP) 
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oBB70  CACCATGCCCCTGCTCAACGTTCATCG  

FW-Primer für Mhcl
CC

 in pUASp-attB-rfa-10xMyc 

oBB71  GAACACCACGGTGCGGG  

Rev-Primer für Mhcl
CC

 in pUASp-attB-rfa-10xMyc 

3.12.2 Konstrukte 

pBB10  600bp von Mhcl-RA, -RB und -RE in TOPO TA  

PCR mit oBB09 und oBB10 an GH15471 (sense Sonde: XhoI/Sp6, antisense: HindIII/T7) 

pBB11  830bp aller Mhcl-Isoformen in TOPO TA  

PCR mit oBB11 und oBB12 an GH15471 (s: XbaI/Sp6, as: BamHI/T7) 

pBB12  620bp von Mhcl-RD in TOPO TA  

PCR mit oBB13 und oBB14 an LP8646 (s: HindIII/T7, as: XhoI/Sp6) 

pBB13  822bp von Mhcl zur Generierung eines Antikörpers in TOPO TA 

PCR mit oBB15 und oBB16 an GH15471 

pBB15  822bp von Mhcl zur Generierung eines Antikörpers in pET44a  

Umklonierung aus pBB13 mittels BamHI und SalI 

pBB20  Mhcl-Promotorkonstrukt in Zero blunt TOPO 

PCR mit oBB23 und oBB24 an genomischer DNA 

pBB21  Mhcl-Promotorkonstrukt in pCHABSal   

Umklonierung aus pBB20 mittels KpnI und BamHI 

pBB22  Mhcl-Myc in Zero blunt TOPO 

PCR mit oBB25 und oBB26 an GH15471 

pBB23  Mhcl-Myc in pUAST  

Umklonierung aus pBB22 mittels NotI und XbaI/SpeI 

pBB27  Mhcl
CC

-Myc in TOPO TA 

PCR mit oGD03 (Daum, Bachelorarbeit 2008) und oBB26 an GH15471 

pBB28  Mhcl
CC

-Myc in pUAST  

Umklonierung aus pBB27 mittels EcoRI/MfeI und XbaI/SpeI 

pBB29  CG10737-Promotorkonstrukt in Zero blunt TOPO 

PCR mit oBB28 und oBB29 an genomischer DNA 

pBB30  CG10737-Promotorkonstrukt in pCHABSal  

Umklonierung aus pBB29 mittels KpnI und NotI 

pBB33  CG10737-HA in Zero blunt TOPO 

PCR mit oBB31 und oBB32 an GH22187 

pBB34  CG10737-HA in pUAST  

Umklonierung aus pBB33 mittels NotI und XbaI/SpeI 

pBB47  Mhcl-Flag in Zero blunt TOPO 

PCR mit oBB25 und oBB66 an GH15471  



3. Material 

  30 

pBB48  Mhcl-Flag in pUAST  

Umklonierung aus pBB47 mittels NotI und XbaI/SpeI 

pBB49  DCrk (ohne STOPP) in TOPO TA  

PCR mit oBB67 und oBB68 an RE60886  

pBB50  DCrk in pUAST-HA  

Umklonierung aus pBB49 mittels EcoRI und KpnI  

pBB51  Mhcl
CC

 in pENTR™/D-TOPO  

PCR mit oBB70 und oBB71 an GH15471  

pBB52  Mhcl
CC

 in pUASp-attB-rfa-10xMyc 

Umklonierung mittels Rekombinase-Reaktion 

3.13 Zell-Linien 

SL2-Zellen Drosophila Schneider-Zellen aus schlüpfbereiten Embryonen der Linie 

oregon R (Schneider, 1972) 

3.14 Auftragsarbeiten 

Sequenzierungen  LGC Genomics, Berlin 

    SEQLAB – Sequence Laboratories Göttingen GmbH 

Antikörpergeneration  Pineda – Antikörper-Service, Berlin 

3.15 benutzte Internetseiten 

BDGP  http://www.fruitfly.org/ 

Blast  http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 

DroID  http://www.droidb.org/ 

Flybase http://flybase.org/ 

InterProScan http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/ 

McPromoter http://tools.genome.duke.edu/generegulation/McPromoter/ 

Smart  http://smart.embl-heidelberg.de/ 



4. Methoden 

  31 

4. Methoden 

4.1 Molekulargenetische Arbeiten 

4.1.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen  

(Sambrook et al., 1989) 

TfbI   30 mM NaAc    TfbII  10 mM MOPS 

100 mM RbCl      15 mM CaCl2 

  10 mM CaCl2     10 mM RbCl 

  50 mM MnCl2 (nach dem     15 % (v/v) Glycerin 

     Autoklavieren zugeben)            pH 6,5 (mit NaOH  

   15 % (v/v) Glycerin     einstellen) 

                     pH 5,8 (mit Essigsäure einstellen) 

LB-Medium (Luria-Bertani) 1,0 % (w/v) Trypton/Pepton aus Casein 

    0,5 % (w/v) Hefeextrakt 

    0,5 % (w/v) NaCl 

500 ml LB-Medium wurden mit 5 ml einer 50 ml-DH5α-Übernachtkultur angeimpft und bei 

37 °C unter Schütteln bis zu einer OD600 von 0,4 - 0,6 kultiviert. Anschließend wurde die 

Kultur auf 50 ml-Röhren-Gefäße aufgeteilt, 15 min auf Eis inkubiert und für 5 min bei 

4 000 UpM und 4 °C abzentrifugiert. Die Resuspension erfolgte in 0,4 VT (Volumenteilen) 

TfbI mit darauffolgender, 15minütiger Lagerung auf Eis. Nach erneuter Zentrifugation 

(5 min, 4 000 UpM, 4 °C) wurden die Zellen in 0,04 VT TfbII aufgenommen und nochmals 

15 min auf Eis inkubiert. Die kompetenten Zellen wurden zu je 50 µl aliquotiert, in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und bei –80 °C gelagert. 

4.1.2 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen 

(Sambrook et al., 1989) 

500 ml LB-Medium wurden mit 5 ml einer DH5α-Übernachtkultur angeimpft und bei 37 °C 

unter Schütteln bis zu einer OD600 von 0,4 – 0,6 kultiviert. Danach wurde die Kultur auf 

50 ml-Röhren-Gefäße aufgeteilt, 15 min auf Eis inkubiert und für 15 min bei 4 000 UpM und 

4 °C abzentrifugiert. Die Resuspension erfolgte in 500 ml eiskaltem, sterilem Wasser. Nach 

erneuter Zentrifugation (4 000 UpM, 4 °C, 15 min) wurden die Zellen in 20 ml einer 10%igen 

Glycerinlösung aufgenommen und wiederum zentrifugiert (4 000 UpM, 4 °C, 15 min). Die 

kompetenten Zellen wurden abschließend in 3 ml einer 10%igen Glycerinlösung resuspen-

diert, zu je 50 µl aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. 
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4.1.3 Transformation chemisch kompetenter Bakterien  

(Sambrook et al., 1989) 

LB-Selektionsplatten LB-Medium 

1,5 % (w/v) Agar 

Ampicillin 100 µg/ml, Chloramphenicol 23 µg/ml 

oder Kanamycin 50 µg/ml 

50 µl dauerkompetente E. coli Zellen (Kompetenz 10
7
- 10

9 
Transformanten/µg DNA) wurden 

auf Eis aufgetaut und nach Zufügen von etwa 100 ng Plasmid-DNA-Lösung kurz 

durchmischt. Sollten käuflich erworbene cDNAs transformiert werden, wurde die Hälfte des 

Whatman-Plättchens, auf dem sich die cDNA befand, mit 50 µl 1 x-TE-Puffer gewaschen. 

Sowohl der Waschpuffer als auch das gewaschene Plättchen wurden, in unterschiedlichen 

Ansätzen, zu den aufgetauten Zellen gegeben. Nach einer 30minütigen Inkubation auf Eis 

erfolgte ein Hitzeschock für 90 s bei 42 °C. Es wurden 250 µl vorgewärmtes LB-Medium zu-

gegeben und die Bakterien zur Ausbildung der Antibiotika-Resistenz 1,0 - 1,5 h bei 37 °C im 

Wärmeschrank geschüttelt. Der Transformationsansatz wurde anschließend auf LB-

Selektionsplatten, auf denen nur erfolgreich transformierte Zellen wachsen können, 

ausplattiert. Die Inkubation erfolgte ü. N. im Wärmeschrank bei 37 °C. 

4.1.4 Transformation elektrokompetenter Zellen  

(Sambrook et al., 1989) 

Aufgrund hoher Effizienz können Bakterien mit dieser Methode wesentlich größere DNA-

Mengen als bei der chemischen Transformation aufnehmen. Dazu wurden die elektro-

kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und nach Zugabe von 1 µg Plasmid-DNA in eine 

Elektroporationsküvette pipettiert. Dabei war darauf zu achten, dass die Kontakte der Küvette 

trocken waren und die Suspension den kompletten Boden bedeckte. Nachdem die Küvette in 

den Elektroporator gestellt worden war, wurde der Elektropuls ausgelöst. Anschließend wurde 

die Bakteriensuspension mit 200 - 300 µl vorgewärmtem LB-Medium versetzt, in ein 

Eppendorfreaktionsgefäß überführt und zur Ausbildung der Antibiotika-Resistenz für 1,0 -

1,5 h bei 37 °C im Wärmeschrank geschüttelt. Anschließend wurde der Transformations-

ansatz auf LB-Selektionsplatten auspattiert und ü. N. bei 37 °C inkubiert.  

4.1.5 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli 

4.1.5.1 Plasmid-Isolierung im analytischen Maßstab (Mini-Präparation) 

auch als alkalische Lyse bezeichnet (Birnboim and Doly, 1979) 

L1-Lösung  50 mM Tris/HCl, pH 8,0   L2-Lösung 200 mM NaOH 

10 mM EDTA          1 % (w/v) SDS 

          100 µg/ml RNase A 

L3-Lösung   3M Kaliumacetat,  

         pH 4,8 (in wenig Aqua dest. lösen, pH-Wert mit Essigsäure einstellen) 

10 mM Tris/HCl, pH 8,0  

  1 mM EDTA 
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Kolonien der Transformationsplatten wurden in 3 ml LB-Medium plus Antibiotikum ange-

impft und ü. N. bei 37°C auf dem Schüttler inkubiert. 1,5 ml der Kulturen wurden am 

nächsten Tag in ein 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefäß überführt und für 5 s bei 13 000 UpM 

abzentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Überstands wurde das Pellet in 100 µl L1-Lösung 

resuspendiert, um die Zellen aufzuschließen und die RNA zu zerstören. Durch Zugabe von 

200 µl L2-Lösung begann die alkalische Lyse und es wurden die zelleigenen Proteine zerstört. 

Nach 5minütiger Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurden 150 µl L3-Lösung zur Neutra-

lisation zugegeben und die Reaktionsgefäße für 10 min bei 13 000 UpM zentrifugiert, um 

Zelltrümmer und chromosomale DNA aus der Lösung zu entfernen. 400 µl des Überstands 

wurden in ein neues Eppendorfgefäß überführt und die Plasmid-DNA nach Zugabe von 

0,8 VT Isopropanol durch Zentrifugation (30 min bei RT und 13 000 UpM) pelletiert. Das 

DNA-Pellet wurde mit 70 % EtOH gewaschen und nach dem Trocknen in 25 µl H2O gelöst.  
 

4.1.5.2 Plasmid-Isolierung im präparativen Maßstab (Midi-Präparation) 

(Jetstar 2.0, Genomed) 

Um größere Mengen Plasmid-DNA aufzureinigen wurden 50 ml LB-Medium plus 

Antibiotikum mit der entsprechenden Vorkultur angeimpft und ü. N. bei 37°C auf dem 

Schüttler inkubiert. Diese Kultur wurde in ein 50 ml-Röhren-Gefäß überführt und für 10 min 

bei 4 000 UpM und 4 °C pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und die sedimentierten 

Zellen in 4 ml E1-Puffer resuspendiert. Nach einer 5minütigen Inkubation bei RT wurden die 

Zellen durch Zugabe von 4 ml E2-Puffer für 5 min lysiert. Zur Neutralisation wurden 4 ml 

E3-Puffer zugegeben und anschließend chromosomale DNA und Zelltrümmer durch 

10minütige Zentrifugation (4 500 UpM und 4 °C) pelletiert. Der Überstand wurde auf eine 

zuvor mit 10 ml E4-Puffer äquilibrierte Anionenaustauschersäule geladen. Nach der Bindung 

der Plasmid-DNA wurde die Säule zweimal mit je 10 ml E5-Puffer gewaschen. Die Plasmid-

DNA wurde mit Hilfe von 5 ml E6-Puffer eluiert und durch Zugabe von 0,7 VT Isopropanol 

in einer 30minütigen Zentrifugation (13 000 UpM und 4 °C) gefällt. Dazu wurde das DNA-

Isopropanol-Gemisch auf vier 2 ml-Eppendorfreaktionsgefäße aufgeteilt. Das Präzipitat 

wurde mit 70 % EtOH gewaschen und nach dem Trocknen in je 30 µl H2O resuspendiert.  

4.1.6 Gelelektrophorese von DNA in Agarosegelen 

(Sambrook et al., 1989) 

TAE-Puffer 400 mM Tris (pH 7,7)  TBE-Puffer  900 mM Tris/HCl (pH 7,9) 

(10x) 200 mM Essigsäure  (10x)   900 mM Borsäure 

  10 mM EDTA      20 mM EDTA 

DNA-Auftragspuffer (10x): 30 % (w/v) Glycerin in 10x TAE 

  0,01 % (w/v) Bromphenolblau  

  0,01 % (w/v) Xylencyanol 

Für analytische Gele sowie für Gele, aus welchen anschließend DNA isoliert werden sollte, 

wurde einfach konzentrierte TBE-Lösung mit 1 % Agarose aufgekocht. Nach dem Abkühlen 

auf etwa 60 °C wurde die viskose Lösung mit 1 µl Ethidiumbromid/100 ml Gel versetzt und 

in Gelkammern der Größe 4 cm x 6 cm bzw. 8 cm x 10 cm gegossen. Als Laufpuffer diente 

1 x TBE-Puffer, die aufzutrennenden DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit 1/10 VT 
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10 x DNA-Auftragspuffer versetzt. Nach der elektrophoretischen Auftrennung bei 60-100 V 

Gleichspannung konnte die orangerote Fluoreszenz des DNA/Ethidiumbromid-Komplexes 

durch Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar gemacht werden. Um die Größe der DNA-

Fragmente bestimmen zu können, wurde der MassRuler™ DNA Ladder Mix verwendet. 

4.1.7 Aufreinigung von DNA-Fragmenten 

4.1.7.1 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen nach der Jetsorb-Methode 

(Jetsorb Gel Extraktion Kit, Genomed) 

Vollständig verdaute, ungefällte Plasmid-DNA wurde über ein TBE-Gel aufgetrennt und die 

aufzureinigende Bande mit Hilfe eines Skalpells auf dem UV-Tisch ausgeschnitten. Das Gel-

stück wurde in ein leeres Eppendorfreaktionsgefäß überführt, um sein Gewicht zu bestimmen 

und anschließend mit je 300 µl A1-Puffer sowie 10 µl Jetsorb-Suspension pro 100 mg Gel 

versetzt. Bei einer 15minütigen Inkubation im 60 °C warmen Wasserbad wurde das Gelstück 

gelöst und die Suspension danach für 30 s bei 12 000 UpM zentrifugiert. Das Pellet wurde in 

300 µl A1-Puffer gelöst und nochmals zentrifugiert, bevor dieser Waschschritt zweimal mit je 

300 µl A2-Puffer wiederholt wurde. Nach dem Trocknen des Pellets wurde dieses in 20 µl 

H2O aufgenommen und die Suspension für 10 - 15 min im Wasserbad bei 60 °C inkubiert, um 

die DNA von der Matrix zu lösen. Nach einer abschließenden Zentrifugation (30 s bei 

12 000 UpM) wurde der Überstand, der die gereinigte DNA enthielt, in ein neues Eppendorf-

reaktionsgefäß überführt und dessen Konzentration mittels Gelelektrophorese bestimmt. 
 

4.1.7.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen nach der GFX-Methode 

(GFX PCR, DNA and Gel Band Purification Kit, GE Healthcare) 

Auch bei dieser Methode wurde das gewünschte DNA-Fragment unter UV-Licht mit einem 

Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, in ein leeres Eppendorfreaktionsgefäß überführt und 

gewogen. Pro 10 mg Gel wurden 10 µl Capture Buffer zugegeben und die Agarose im 

Wasserbad bei 60 °C für 15 min gelöst. Die Suspension wurde auf eine Glasfasermatrix-Säule 

gegeben, die auf einem Sammelgefäß stand, und dort für 1 min bei RT inkubiert. Nach einer 

anschließenden Zentrifugation (30 s bei 5 000 UpM) wurde der Durchlauf verworfen, die 

säulengebundene DNA mit 500 µl Wash Buffer gewaschen und nochmals zentrifugiert (30 s 

bei 5 000 UpM). Zur Trocknung der Säule wurde diese in ein neues Eppendorfreaktionsgefäß 

überführt, für 1 min bei 13 000 UpM zentrifugiert und anschließend für 15 min bei RT inku-

biert. Nach Überführung der Säule in ein weiteres Reaktionsgefäß wurden 25 µl H2O 

zugegeben und 10 min inkubiert. Es wurde abschließend für 1 min bei 13 000 UpM 

zentrifugiert und die Konzentration der so eluierten DNA per Gelelektrophorese bestimmt. 
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4.1.8 Präparation von Nukleinsäuren 

4.1.8.1 Isolation genomischer DNA aus adulten Drosophilae mittels Stahlkugeln 

 (modifiziert nach BDGP) 

Puffer A 100 mM Tris/HCl (pH 7,5)   KAc-Lösung  5 M Kaliumacetat 

100 mM EDTA 

100 mM NaCl    LiCl-Lösung  6 M Lithiumchlorid 

    0,5 % (w/v) SDS 

Es wurden 15 Fliegen in einem 1,5 ml-Eppendorfreaktionsgefäß mit 400 µl Puffer A und drei 

Stahlkugeln versetzt und 3 - 5 min per Hand geschüttelt. Nach dem Entfernen der Kugeln 

wurde die Suspension für 30 min auf 65 °C inkubiert, bevor 570 µl LiCl- und 230 µl KAc-

Lösung zugegeben wurde. Nach einer 10minütigen Inkubation auf Eis wurde 15 min bei 

13 000 UpM zentrifugiert. 1 ml des Überstands wurde in ein 2 ml-Eppendorfreaktionsgefäß 

überführt und die genomische DNA durch Zugabe von 800 µl Isopropanol gefällt (10 min bei 

13 000 UpM). Nach einem Waschschritt in 70%igem EtOH (5 min bei 13 00 UpM), wurde 

die DNA in 75 µl H2O aufgenommen. 
 

4.1.8.2 Isolation von RNA aus adulten Drosophila-Fliegen 

 (Trizol-Reagenz, Invitrogen) 

10 - 15 Fliegen wurden in einem 1,5 ml-Eppendorfreaktionsgefäß in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und mit einem Pistill zerkleinert. Das Gewebe wurde in 1 ml Trizol-Reagenz 

aufgenommen und für 5 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden 200 µl Chloroform 

zugegeben und die Suspension für 15 s stark geschüttelt, bevor eine 3minütige Inkubation bei 

RT folgte. Bei der anschließenden Zentrifugation (15 min bei 13 000 UpM und 4 °C) bildeten 

sich zwei Phasen, die obere aquatische Phase enthielt die RNA und war durch die Zell-

trümmer von der Phenol-Chloroform-Phase getrennt. Die aquatische Phase wurde in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt und die enthaltene RNA durch Zugabe von 500 µl Isopropanol und 

anschließender Zentrifugation (10 min bei 13 000 UpM und RT, danach 10 min bei 

13 000 UpM und 4 °C) gefällt. Das Pellet wurde mit 75%igem eiskaltem EtOH (-80 °C) 

gewaschen (5 min bei 6 000 UpM und 4 °C) und nach kurzem Antrocknen für 10 min in 30 µl 

RNase-freiem Wasser bei 60 °C gelöst. Die RNA wurde auf einem MOPS-Gel (20 mM 

MOPS, pH 7,0; 1 mM EDTA, 8 mM Natriumacetat; 1 % Agarose) analysiert. 
 

4.1.8.3 Aufreinigung von polyA
+
-RNA (mRNA) 

 (Oligotex mRNA Mini Kit, QIAGEN) 

Die zuvor aufgereinigte RNA wurde in ein 1,5 ml-Eppendorfreaktionsgefäß pipettiert und mit 

RNase-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 250 µl gebracht. Es wurden 250 µl Puffer 

OBB und 15 µl Oligotex-Suspension zugegeben und die Lösung durch auf- und abpipettieren 

gemischt. Es folgten zwei Inkubationsschritte für 3 min bei 70 °C bzw. für 10 min bei RT. 

Der Oligotex:mRNA-Komplex wurde durch Zentrifugation für 2 min bei 13 000 UpM 

pelletiert und der Überstand entfernt. Zum Entfernen evtl. Unreinheiten wurde das Pellet zwei 

Mal in je 1 ml Puffer OW2 resuspendiert und nochmals zentrifugiert (2 min bei 13 000 UpM). 

Für die Elution der mRNA wurde das Pellet in 50 µl 70 °C warmen Puffer OEB aufge-
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nommen und wiederum zentrifugiert (2 min bei 13 000 UpM). Der Überstand, der die mRNA 

enthielt, wurde in ein frisches 1,5 ml-Eppendorfreaktionsgefäß überführt und als Ausgangs-

material für die RT-PCR eingesetzt (siehe 4.1.12). 

4.1.9 Photometrische Konzentrationsbestimmung 

Die Quantifizierung von DNA erfolgte im Photometer bei einer Wellenlänge von 260 nm, 

dem Absorptionsmaximum der DNA. In einem Gesamtvolumen von 500 µl wurde die OD260 

einer 1 : 500 in H2O verdünnten DNA-Suspension bestimmt, nachdem als Referenzwert die 

OD260 von reinem H2O gemessen worden war. Unter Berücksichtigung folgender Parameter 

lässt sich aus der Absorption (optische Dichte; OD) die Konzentration der Nukleinsäuren in 

µg/µl bei einer Quarzküvettendicke von 1cm berechnen: 

doppelsträngige DNA  OD260 x 50 x Verdünnungsfaktor  

einzelsträngige DNA  OD260 x 33 x Verdünnungsfaktor 

RNA    OD260 x 37 x Verdünnungsfaktor 

Neben der Extinktion der Lösung bei 260 nm wurde auch die Extinktion bei 280 nm 

(Absorptionsmaximum von Proteinen) bestimmt, wodurch eine Aussage über den Grad der 

Verunreinigung der DNA-Lösung durch Proteine gemacht werden kann. 

4.1.10 Konzentrationsabschätzung von DNA mittels Agarosegelelektrophorese 

Neben der genauen Konzentrationsbestimmung der DNA durch photometrische Messungen 

ist es möglich, schon geringe Mengen DNA mittels Agarosegelelektrophorese abzuschätzen. 

Dazu wurde 1 µl gelöste DNA mit Auftragspuffer versetzt und auf ein Agarosegel aufge-

tragen. Neben dieser Probe wurde ein bestimmtes Volumen eines Standard-DNA-Größen-

markers mit bekannten Fragmentlängen und Konzentrationsangaben aufgetragen. Nach 

elektrophoretischer Auftrennung der DNA konnte anhand der Leuchtstärke des inter-

kalierenden Ethidiumbromids ein Vergleich zwischen der DNA und dem Standard-DNA-

Größenmarker gezogen und so eine Mengenangabe pro µl abgeschätzt werden. 

4.1.11 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

(Mullis et al., 1986, Saiki et al., 1988, Invitrogen, Axon) 

In der PCR (Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Ketten-Reaktion) findet eine Amplifi-

zierung eines bestimmten DNA-Fragments statt. Synthetisch hergestellte Oligonukleotide, 

sogenannte Primer, die komplementär zum 5’- bzw. 3’-Ende des zu amplifizierenden 

Fragments sind werden von der thermostabilen Taq-Polymerase als Startpunkte für die 

Verlängerung des DNA-Einzelstranges verwendet. Ein Reaktionsansatz von 50 µl setzte sich 

aus folgenden Komponenten zusammen: 
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       5-50ng Plasmid-DNA bzw. 100ng genomische DNA als Templat 

1 µl 5’-Primer (25pmol/µl) 

1 µl 3’-Primer (25pmol/µl) 

5 µl dNTP-Mix (2mM pro dNTP) 

5 µl 10x PCR-Puffer 

1 µl Taq-DNA-Polymerase (1U/µl) 

    evtl. 2 µl DMSO (bei genomischer DNA) 

    evtl. 1 µl MgCl2 (50 mM, bei genomischer DNA) 

     ad 50 µl H2O 

Ein Synthesezyklus besteht aus drei Abschnitten und wurde etwa 30mal wiederholt: Die 

Denaturierung der DNA erfolgte bei 94 °C, danach lagerten sich in einem zweiten Schritt die 

Primer bei einer Temperatur zwischen 50 °C und 60 °C an. Dies war von der Länge der 

Oligonukleotide und dem Gehalt an GC-Basen abhängig. Anschließend elongierte die Poly-

merase bei ihrem Temperaturoptimum von 68 °C bzw. 72 °C den DNA-Strang komplementär 

zum Templat, wobei sie die zugefügten dNTPs (Desoxynukleotidtriphosphate) verwendete. 

Vor dem ersten Zyklus wurde eine zusätzliche, 10minütige Denaturierung bei 94 °C durchge-

führt, an den letzten Zyklus schloss sich eine 10minütige Elongationsphase bei 72 °C an. 

4.1.12 Reverse Transkriptions-(RT-)PCR 

(OneStep RT-PCR Kit, QIAGEN) 

Mit dieser Methode kann aufgereinigte mRNA zunächst in cDNA umgeschrieben und 

anschließend amplifiziert werden. Ein Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 

1 µl Template RNA 

4 µl 5x RT-PCR Puffer 

4 µl 5x Q-Solution 

1 µl Primer A (25pmol/µl) 

1 µl Primer B (25pmol/µl) 

1 µl dNTPs (10mM) 

       0,25 µl RNase out 

         0,8 µl RT-PCR Enzym Mix 

     ad 20 µl RNase freies H2O       

Für die Amplifikation der cDNA wurde das Standard-PCR-Programm benutzt, wie es unter 

4.1.11 beschrieben wurde. Diesem wurde ein 30minütiger Inkubationsschritt bei 50 °C 

vorgeschaltet, währenddessen die reverse Transkription, d. h. das Umschreiben der mRNA in 

cDNA, ablief. Um sicher zwischen DNA und mRNA unterscheiden zu können, sollten die 

Primer so gewählt werden, dass das PCR-Produkt ein Intron überspannt. 

4.1.13 Klonierung von PCR-Produkten in TOPO®-Vektoren 

(Invitrogen) 

PCR-Produkte wurden zur weiteren Analyse mit Hilfe des Topo-Systems in einen Zwischen-

Vektor kloniert. Wurde bei der PCR eine Polymerase benutzt, die durch ihre terminale 
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Transferaseaktivität an den 3’-Enden der PCR-Produkte einen A-Überhang erzeugt, wurde der 

Vektor pCR


II-TOPO


 benutzt, an dessen linearisierten Enden entsprechend dazu ein T-

Überhang vorzufinden ist. PCR-Produkte, die mittels einer Proofreading-Polymerase erzeugt 

wurden und nicht über einen A-Überhang verfügten, konnten in den pCR


-Blunt II-TOPO


-

Vektor kloniert werden. Sollte das PCR-Produkt mit dem Gateway-System weiterbearbeitet 

werden, wurde der pENTR™/D-TOPO®-Vektor benutzt. Diese Topo-Vektoren sind 

linearisiert und mit Topoisomerase I-Molekülen komplexiert. Dadurch können die PCR-

Produkte leicht in den Vektor kloniert werden, da dieses Enzym supercoil-DNA-Moleküle 

schneidet, relaxiert und ligiert. Ein Klonierungsansatz setzte sich wie folgt zusammen:  

  10-20 ng frisches PCR-Produkt 

0,3-0,5 µl TOPO


-Vektor 

         1 µl Salzlösung 

    ad 6 µl H2O 

Nach 5minütiger Inkubation bei RT wurden 2 µl dieses Ansatzes in kompetente E. coli-Zellen 

transformiert. 

4.1.14 Enzymatische Spaltung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen 

Restriktionsendonukleasen schneiden doppelsträngige DNA in einem für sie spezifischen, 

meist pallindromischen Sequenzabschnitt, so dass 3’-Hydroxyl- und 5’-Phosphatgruppen 

entstehen. Dabei spaltet eine Enzymeinheit (Unit [U]) 1µg der DNA des Vektors  in einer 

Stunde bei 37°C an allen für das entsprechende Enzym spezifischen Schnittstellen. Welche 

Enzymmenge verwendet werden muss, um die eingesetzte DNA vollständig zu schneiden, 

kann mit folgender Formel berechnet werden: 
 

 

 

 

 

 

5 µg DNA (leerer End-Vektor oder Zwischen-Vektor inklusive Insert) wurden mit 1/10 VT 

Reaktionspuffer und der berechneten Menge des Restriktionsenzyms in einem 

Gesamtvolumen von 20 µl für 1 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. 

4.1.15 DNA-Fällung mit Ethanol 

Um DNA-Lösungen von Salzen oder Verunreinigungen zu befreien, wurde eine Fällung 

durchgeführt. Dafür wurde die DNA mit 1/10 VT NaAc (3 M, pH 4,8) und 2,5 VT 96%igem, 

–20 °C kaltem EtOH versetzt und für 15 min bei –20 °C inkubiert. Anschließend wurde für 

30 min bei 13 000 UpM und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 70%igem EtOH (10 min 

bei 13 000 UpM) gewaschen und in einer geeigneten Menge H2O resuspendiert. 

4.1.16 Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren 

In einem Gesamtvolumen von 20 µl wurden 150 ng Vektor-DNA mit einem dreifachen 

molaren Überschuss des zu klonierenden Fragments sowie 2 µl Ligationspuffer und 1 U T4- 

Benötigte Enzymmenge 

(Units/µg DNA) 
= 

48,5kb (bp ) x Anzahl der Schnittstellen in der DNA 

Größe der DNA (bp) x Anzahl der Schnittstellen in  
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DNA-Ligase vermischt. Die Ligationsreaktion wurde ü. N. bei 16 °C oder für 1 h bei 22 °C 

inkubiert, anschließend wurden 10 µl des Ansatzes in kompetente Zellen transformiert. 

4.1.17 Rekombination von Vektoren des Gateway-Systems 

 (Gateway® LR Clonase™ II Enzyme Mix, Invitrogen) 

Der Zwischen-Vektor pENTR™/D-TOPO® und der Zielvektor pUASp-attB-rfa-10xMyc 

enthalten sogenannte att-Stellen, die aus der Rekombination zwischen spezifischen DNA-

Abschnitten von E. coli und dem λ-Phagen bekannt sind. Die hier benutzten Komponenten 

stellen alle benötigten Proteine und Enzyme zur Verfügung, die für den Ablauf dieser 

Reaktion in vitro benötigt werden. 100 ng pENTR-Vorklon wurden dafür mit 100 ng des 

Zielvektors mit 1x TE-Puffer (pH 8,0) in einem Gesamtvolumen von 4 µl. Es wurde 1 µl des 

Clonase-Mix zugegeben, durch Vortexieren kurz durchmischt und bei RT für 1 h inkubiert. 

Zum Beenden der Reaktion wurden 0,5 µl Proteinase K zugegeben und das Gemisch für 

10 min bei 37 °C inkubiert. Es folgte eine Transformation in kompetente E. coli-Zellen.  

4.1.18 Markierung von RNA-Sonden mittels in vitro-Transkription 

 (DIG RNA Labeling Kit, Roche) 

5 µg Plasmid-DNA wurden stromabwärts der zu transkribierenden Fremd-DNA enzymatisch 

linearisiert und nach dem Fällen mittels EtOH in 15 µl H2O aufgenommen. Es erfolgte eine 

Konzentrationsabschätzung per Gelelektrophorese. Zur in vitro-Transkription wurde 1 µg 

dieser DNA in folgendem Ansatz für 2 h bei 37 °C inkubiert: 

1 µg  Plasmid-DNA 

2 µl DIG-RNA-Labeling Mix 

2 µl 10x Transkriptionspuffer 

 evtl. 0,2 µl RNase Inhibitor 

1 µl T3-, T7- oder Sp6-RNA-Polymerase 

      ad 20 µl H2O 

Für Fluoreszenz-in situ-Hybridisierungen wurden biotinylierte RNA-Sonden erstellt, wofür 

die Transkriptions-Reaktion mit Biotin- statt DIG-RNA-Labeling Mix durchgeführt wurde. 

4.2 Arbeiten mit Drosophila melanogaster 

4.2.1 Stammhaltung und Zucht von Drosophila melanogaster 

Maismehlagar  60 % (w/v) Maismehl 

         7,15 % (w/v) Fruktose 

           1,2 % (w/v) Trockenhefe 

         0,14 % (w/v) Nipagin 

           0,6 % (w/v) Propionsäure 

           0,7 % (w/v) Agar 
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Die Fliegen wurden in zylindrischen Plastikgefäßen mit einer Höhe von 6 cm und einem 

Durchmesser von 2,5 bzw. 3,5 cm in Klimakammern bei 18 °C oder 24 °C und einer relativen 

Luftfeuchtigkeit von 70 % gezüchtet. Die Flaschen wurden ca. 2 cm hoch mit Maismehlagar 

befüllt, der den Larven als Nährmedium diente, sowie mit Trockenhefe bestreut, die die 

Nahrungsquelle für die adulten Fliegen darstellte. Zur Stammhaltung wurden die Fliegen alle 

zwei Wochen auf neue Flaschen gesetzt, zur Vermehrung alle drei bis vier Tage. 

4.2.2 D. melanogaster-Kreuzungen 

Um jungfräuliche, weibliche Fliegen für Kreuzungsexperimente zu erhalten, wurden aus 

Flaschen mit schlüpfbereiten Puppen alle adulten Tiere entfernt. Die Spermien der frisch 

geschlüpften männlichen Tiere benötigen bei einer Umgebungstemperatur von 18 °C etwa 

16 h, bei 24 °C ca. 6 h um sich vollständig zu entwickeln. Deswegen können weibliche 

Fliegen, die in diesem Zeitraum abgesammelt wurden, als virginell angesehen und in frischen 

Zuchtflaschen mit den gewünschten Männchen verkreuzt werden.  

4.2.3 Gewinnung von D. melanogaster-Embryonen 

Fruchtsaft-Agar:  25 % (w/v) Apfel- oder Traubensaft 

         1,25 % (w/v) Saccharose 

           2,5 % (w/v) Trockenhefe 

           0,2 % (w/v) Nipagin 

           2,7 % (w/v) Agar 

Um Embryonen zu erhalten, wurde eine adäquate Menge an Fliegen in größeren 

Ablagegefäßen oder in Plastikflaschen gehalten. Hierin befand sich jeweils Fruchtsaft-Agar, 

der  mit etwas Hefe als Stimulans zur Eiablage bestrichenen bzw. bestreut wurde. Nach der 

gewünschten Ablagezeit wurden die Fliegen auf neuen Fruchtsaft-Agar gesetzt. 

4.2.4 Fixierung von Fliegenembryonen 

TNX        0,7 % NaCl     PBS        130 mM NaCl 

(NaCl-Titon)     0,01 % Triton X-100   (Phosphate         10 mM Na2HPO4 

Buffered Saline)          2 mM KH2PO4 

  3 mM KCl, pH 7,4 

PBT 0,1 % (v/v) Tween® 20 in PBS    F-PBS            4 % (w/v) Paraform- 

         (Formaldehyd-PBS)     aldehyd in PBS 

Die Embryonen wurden mit einem Pinsel und ausreichend TNX in ein Stahldrahtnetzchen 

überführt und mehrmals mit TNX gewaschen. Zur Dechorionisierung wurden die Embryonen 

für 2 - 5 min in 50 % Klorix getaucht, ständig bewegt und unter dem Binokular beobachtet. 

Erschien die Oberfläche der Embryonen glänzend und waren die Atemanhänge nicht mehr zu 

sehen, wurde die Reaktion durch mehrmaliges Waschen mit TNX abgestoppt. Die Wahl der 

anschließenden Fixierungsmethode richtete sich nach dem zu verwendenden Antikörper. 
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4.2.4.1 Fixierung mit Paraformaldehyd 

Die dechorionisierten Embryonen wurden mit Hilfe eines Pinsels in ein Eppendorfreaktions-

gefäß transferiert, das je 500 µl Heptan und F-PBS enthielt, und für 20 min sehr stark 

schüttelnd inkubiert. In diesem Schritt sammeln sich die Embryonen an der Phasengrenze, wo 

der fixierende Formaldehydanteil der Lösung mit Hilfe des Heptans durch die 

Vitellinmembran gebracht wird. Anschließend wurde die untere, wässrige Phase vollständig 

entfernt und die Embryonen einmal in Heptan gewaschen. 
 

4.2.4.4 Hitzefixierung 

Die dechorionisierten Embryonen wurden mit so wenig TNX wie möglich in ein 50 ml-

Röhren-Gefäß überführt. Nach Zugabe von 5 ml kochendem PBT wurden sie für 10 s im 

100 °C heißen Wasserbad inkubiert, sofort in eiskaltes PBT überführt und zum vollständigen 

Abkühlen auf Eis inkubiert. Alternativ wurden die dechorionisierten Embryonen im Stahl-

drahtnetzchen für 10 s in kochendes PBT getaucht und danach in eiskaltes PBT überführt. 

Nach der Fixierung musste die Vitellinmembran entfernt werden. Dazu wurden die 

Embryonen in ein Eppendorfreaktionsgefäß mit je 500 µl Heptan und MeOH transferiert und 

für 50 s auf dem Vortexiergerät heftig durchmischt. Da die devitellinisierten Embryonen nach 

unten sanken, konnte anschließend der Überstand entfernt und die Embryonen mehrmals mit 

MeOH gewaschen werden. Die Lagerung der fixierten Embryonen erfolgte bei 4 °C in 

MeOH. Für wenige Antikörper wurde auf die Fixierung komplett verzichtet und die 

Embryonen nach dem Dechorionisieren direkt devitellinisiert. 

4.2.5 Präparation von D. melanogaster-Geweben 

Für die Antikörperfärbung an larvalen Muskeln von D. melanogaster wurden dritte Larven 

abgesamelt und unter dem Binokular mit dünnen Nadeln am anterioren sowie posterioren Pol 

in Präparierschalen fixiert. Dies erfolgte auf einem Stück Parafilm in einem Tropfen PBT, 

damit das Gewebe nicht austrocknete. Mit zwei DuMont-Pinzetten wurde nun die Larve von 

einem Ende beginnend aufgezupft und störende Gewebe wie Darm, Fettkörper oder Speichel-

drüsen entfernt. Die Larvenhülle wurde mit je zwei weiteren Nadeln auf jeder Seite fixiert und 

für 1 h mit F-PBS zur Fixierung inkubiert. Danach wurde dreimal mit PBT gewaschen, bevor 

die fixierten Larvenhüllen in Eppendorfreaktionsgefäße überführt wurden. Die anschließende 

immunfluoreszierende Antikörperfärbung erfolgte wie für Embryonen beschrieben (4.3.2). 

Zur Analyse der Thorax-Muskulatur wurden betäubte Fliegen in wenig PBT von dorsal auf 

einen Objektträger gelegt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Mit einer Rasierklinge 

wurde der Thorax symmetrisch halbiert, in 50 % Glycerin eingebettet und mikroskopiert. 

4.2.6 P-Element Keimbahntransformationen von D. melanogaster 

(Rubin and Spradling, 1982, Spradling and Rubin, 1982) 

Injektionspuffer (10x):  0,1 mM Na2HPO4/NaH2PO4, pH 7,4   

   5 mM KCl  

 



4. Methoden 

  42 

4.2.6.1 Vorbereitung der Embryonen 

Drei bis fünf Tage nach dem Schlüpfen wurden 200 - 300 white
-
-Fliegen in Ablagegefäßen 

bei 18 °C gehalten. Die Apfelsaft-Agar-Schalen wurden alle 20 min gewechselt und die 

darauf befindlichen Embryonen sofort dechorionisiert (siehe 4.2.4). Die Embryonen wurden 

mit einem Pinsel auf einen rechteckigen Apfelsaft-Agar-Block überführt und mit Hilfe einer 

Präpariernadel mit dem anterioren Pol zur Blockkante hin ausgerichtet. Ein mit Heptankleber 

beschichtetes Deckglas wurde leicht auf die Embryonen gedrückt, so dass sie auf diesem 

fixiert wurden. Um den Innendruck der Embryonen für die nachfolgenden Injektionen zu 

verringern, wurden sie für 8 - 12min im Exikator über Kieselgel getrocknet. Um weiteres 

Austrocknen zu verhindern, wurden die Embryonen nun mit Voltalef-Öl überschichtet. 
 

4.2.6.2 Mikroinjektion 

Die für die Mikroinjektion benötigte Injektionsnadel wurde aus einer Borosilikat-

Glaskapillare (Durchmesser 1,2 mm) mit Innenfilament hergestellt, die in einem 

Kapillarziehgerät manuell ausgezogen wurde. Die Injektionsnadel wurde dann mit dem 

Injektionsansatz befüllt, der sich wie folgt zusammensetzte: 

          5 µg gereinigte DNA 

       2,5 µg p25.7wc (Helferplasmid, nicht bei Gateway-Konstrukten) 

       2,5 µl 10x Injektionspuffer 

   ad 25 µl H2O 

Vor dem Einfüllen in die Kapillare wurde der Injektionsansatz zentrifugiert (30 min bei 

13 000UpM), um störende Schwebeteilchen zu sedimentieren. Die befüllte Kapillare wurde 

mit dem Drucksystem der Mikroinjektionsapparatur verbunden und am Mikromanipulator 

befestigt. Unter dem Mikroskop (200 fache Vergrößerung) wurde die Kapillare am Deckglas 

abgebrochen, um sie zu öffnen. Dann wurde die Kapillare in den posterioren Pol des Embryos 

eingeführt und die DNA-Lösung injiziert. Embryonen, bei denen schon die Polzellen 

erkennbar waren, wurden durch seitliches Aufreißen mit der Injektionsnadel abgetötet, da bei 

diesen die Transformation der Keimbahn nicht mehr möglich ist. Nachdem alle Embryonen 

injiziert waren, wurde das Deckglas wiederum mit Voltalef-Öl beschichtet, in eine feuchte 

Petri-Schale mit Apfelsaft-Agar überführt und bei 24 °C bis zum Schlüpfen der Larven 

inkubiert. Die Larven wurden mit einer Präpariernadel abgesammelt, in Fliegenflaschen mit 

Zuchtmedium überführt und bis zum Schlüpfen der adulten Fliegen bei 24 °C inkubiert. 
 

4.2.6.3 Selektion transformierter Fliegen 

(Klemenz et al., 1987) 

Die injizierten DNA-Konstrukte enthielten das white-Gen, das die Selektion transformierter 

Fliegen aufgrund der roten Augenfarbe ermöglicht. Diese wurde erst in der folgenden G1-

Generation sichtbar, da die Insertion der P-Elemente in der Keimbahn der injizierten 

Embryonen erfolgte. Die Fliegen, die sich aus den injizierten Embryonen entwickelten (G0-

Generation), wurden jungfräulich abgesammelt und in Einzelpaarzuchten mit white
-
-Fliegen 

verkreuzt. Traten transgene Nachkommen, zu erkennen an orange- bis rotfarbigen Augen, auf, 

wurden diese ebenfalls in Einzelpaarzuchten mit white
-
-Fliegen verkreuzt. Wurden hier 

transgene Weibchen eingesetzt, konnten Mehrfachinsertionen auf einem Chromosom 
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eliminiert werden, da nur in D. melanogaster-Weibchen Cross-Over-Ereignisse stattfinden. 

Mit der reziproken Kreuzung wurden Mehrfachinsertionen auf unterschiedlichen 

Chromosomen entfernt. Dieser Kreuzungsschritt wurde dreimal wiederholt, anschließend 

wurden die heterozygoten Tiere zur Etablierung stabiler Linien untereinander verkreuzt. Die 

homozygoten Tiere waren in der Regel an einer dunkleren Augenfarbe zu erkennen. 

4.2.7 Das UAS-GAL4-System 

(Brand and Perrimon, 1993) 

Durch das UAS-GAL4-System wird die zeit- und gewebespezifische Expression von Gen-

produkten in D. melanogaster ermöglicht. Die Expression des Hefetranskriptionsfaktors 

GAL4 wird dabei unter die Kontrolle eines Promotors gestellt, der in den gewünschten 

Geweben zur gewünschten Zeit aktiv ist. GAL4 wiederum interagiert mit dem UAS-

Promotorelement (upstream activating sequence) und aktiviert die Expression von Genen, die 

unter der Kontrolle der UAS-Stelle stehen. Sowohl das GAL4- als auch das UAS-Konstrukt 

liegen in unterschiedlichen transgenen Fliegen vor. Durch Kreuzung dieser beiden Linien 

werden sie in einem Embryo kombiniert und der Effekt der ektopischen Expression kann in 

den Nachkommen dieser Kreuzung beobachtet werden (Abb. 4.1). 

 

Abb. 4.1: Das UAS-GAL4-System in 

Drosophila melanogaster 

Für eine zeit- und gewebespezifische 

Expression von Genen werden zwei 

Fliegenlinien verkreuzt, die transgen für 

unterschiedliche Konstrukte sind. Eine 

Fliegenlinie exprimiert den 

Transkriptionsfaktor GAL4 unter der 

Kontrolle eines gewebespezifischen 

Promotors, die andere Linie trägt ein 

Konstrukt aus dem UAS-Element und 

dem zu untersuchenden Gen X im 

Genom. Werden beide Linien verkreuzt, 

kann in Zellen mit GAL4-Expression die 

Transkriptionsaktivierung des Gens X  

 beobachtet werden (Abbildung aus 

 Brand and Perrimon, 1993) 

4.2.8 Allelietest 

Um zu testen, ob zwei letale Fliegenlinien zueinander allelisch sind, wurden diese 

miteinander verkreuzt. Dies wird durchgeführt, um den genomischen Bereich einer zu 

untersuchenden Mutation zu kartieren. Alle D. melanogaster-Linien, die letale Mutationen auf 

einem ihrer Chromosomen tragen, werden standardmäßig über einem sogenannten Balancer-

chromosom gezüchtet. Dieses verhindert die Rekombination und exprimiert gleichzeitig 

Markergene, wodurch adulte Fliegen und teilweise auch Embryonen, welche dieses spezielle 

Chromosom tragen, identifiziert werden können. Fliegen mit Balancerchromosomen im 

homozygoten Zustand sind dabei aufgrund von Letalfaktoren nicht lebensfähig. Exprimierten 

die Nachkommen einer solchen Kreuzung nur die erwähnten Marker, sind die beiden zu 

testenden Mutationen zueinander allelisch. 
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4.3 Histologische Methoden an Drosophila 

melanogaster-Embryonen 

4.3.1 Antikörperfärbung nach der „Avidin-Biotinylated Enzyme Complex“-Methode 

(ABC-Methode) 

(Lawrence and Johnston, 1989) 

Epon    51,5 % (w/w) Epoxy-Einbettungsmittel 

       28 % (w/w) Epon Härter DDSA 

       19 % (w/w) Epon Härter MNA 

      1,5 % (w/w) Epon Beschleuniger DMP 30 

Das Grundprinzip des immunhistochemischen Nachweises nach der ABC-Methode besteht 

darin, dass ein unmarkierter Erstantikörper, der an ein Antigen bindet, durch einen biotiny-

lierten Zweitantikörper mit dem „Vectastain ABC Standard Kit“ detektiert werden kann. Die 

an den Zweitantikörper gebundenen Biotin-Moleküle bilden mit Avidin-Proteinen, an welche 

Meerrettich-Peroxidase-Moleküle gekoppelt sind, einen stabilen Komplex. Die Peroxidase 

bildet mit dem Katalysator H2O2 einen Komplex, der chromogene Stoffe oxidieren kann. Bei 

Verwendung von Diaminobenzidin (DAB) erhält man daraufhin eine braune Färbung, die sich 

bei Zusatz von NiCl zu schwarz ändert. 

Um diese Färbung durchzuführen, wurde das MeOH von den fixierten und devitellinisierten 

Embryonen abgenommen und diese 3mal für je 10 min in PBT gewaschen. Die Waschschritte 

erfolgten jeweils bei RT unter leichtem Schwenken. Das PBT wurde entfernt und 250 µl des 

entsprechend verdünnten Erstantikörpers zugegeben. Die Inkubation erfolgte unter leichtem 

Schwenken ü. N. bei 4 °C.  

Am nächsten Morgen wurde der Erstantikörper von den Embryonen entfernt und diese 3mal 

je 5 min in PBT gewaschen. Parallel dazu wurde eine kleine Menge fixierter und devitellin-

isierter Wildtyp-Embryonen 3 mal je 5 min in PBT rehydriert und anschließend mit einer 

1 : 20-Verdünnung des biotinylierten Zweitantikörpers versetzt, um diesen zu präadsorbieren. 

Um unspezifische Bindungen des Zweitantikörpers in den zu färbenden Embryonen zu 

verhindern, wurden diese für 1 h in 2 % Ziegenserum in 500 µl PBT geblockt. Anschließend 

wurden 250 µl des präadsorbierten Zweitantikörpers in einer Endverdünnung von 1 : 500 

zugegeben und die Embryonen für 2 h bei RT auf dem Schüttler inkubiert.  

Nach der Inkubation mit dem Zweitantikörper wurden die Embryonen 3mal je 10 min in PBT 

gewaschen und währenddessen die ABC-Lösung vorinkubiert. Dafür wurden je 3 µl der 

Lösung A (Avidin) und B (biotinylierte Peroxidase) aus dem „Vectastain ABC Standard Kit“ 

in 500 µl PBT leicht geschüttelt. Die Lösung wurde auf die Embryonen gegeben und diese für 

1 h bei RT geschüttelt. Anschließend erfolgten 3 weitere je 10minütige Waschschritte in PBT.  

Die Embryonen wurden in 500 µl PBT in ein Blockschälchen überführt und mit 10 µl DAB 

(10 mg/ml) sowie 3 µl NiCl-Lösung (10 % w/v) versetzt. Durch Zugabe von 10 µl H2O2-

Lösung (0,3 %) wurde die Reaktion gestartet. Die Färbung wurde unter dem Binokular 

beobachtet und bei ausreichender Intensität durch mehrfaches Waschen mit PBT gestoppt. 

Die Inaktivierung aller Lösungen, welche das karzinogene DAB enthielten, erfolgte in Klorix. 

Die gefärbten Embryonen wurden anschließend in ein Eppendorfreaktionsgefäß transferiert 
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und ü. N. bei 4 °C in 70 % EtOH entwässert. Am nächsten Tag wurden die Embryonen 3mal 

je 20 min in 96 % EtOH gewaschen, bevor sie in Epon eingebettet wurden. Zur Aushärtung 

des Mediums wurden die Objektträger im Wärmeschrank bei 60 °C getrocknet. 

4.3.2 Immunfluoreszenzfärbung 

Die fixierten und devitellinisierten Embryonen wurden rehydriert und ü. N. mit dem 

Erstantikörper inkubiert (siehe 4.3.1). Nach den Waschschritten und dem Blocken für 1 h in 

2 % Ziegenserum/PBT wurde der fluoreszenzgekoppelte Zweitantikörper zugegeben und die 

Embryonen für 2 h bei RT damit inkubiert. Nachdem sie 3mal je 10 min mit PBT gewaschen 

worden waren, konnten die Embryonen in Fluoromount-G eingebettet werden. 

4.3.3 Verstärkung mit dem TSA-System 

(TSA™ Fluorescein bzw. TSA™ Biotin System, Perkin Elmer) 

War mit den beschriebenen Methoden nur eine schwache Färbung zu erkennen, konnte diese 

mit dem TSA-Amplifikationssystem verstärkt werden. Dazu wurden die Embryonen zunächst 

für 2 h mit dem entsprechenden biotinylierten Zweitantikörper inkubiert und nach 

dreimaligem Waschen für 1 h in 500 µl vorinkubierter AB-Lösung geschüttelt (siehe 4.3.1). 

Anschließend wurden die Embryonen 3mal je 10 min mit PBT gewaschen, bevor sie für 

30 min bei RT im TSA-Gemisch inkubiert wurden. Für Fluoreszenzfärbungen wurden hierbei 

2 µl Fluorescein Reagenz, für standard-immunhistochemische Färbungen 2 µl Biotinyl 

Tyramid Reagenz in 100 µl Amplification Diluent verdünnt. Auf drei weitere, je 10minütige 

Waschschritte folgte die Hitzeinaktivierung des TSA. Dafür wurden die Embryonen für 

10 min bei 70 °C im Wasserbad inkubiert. Anschließend wurden sie ein weiteres Mal in PBT 

gewaschen, bevor sie entweder in Fluoromount-G eingebettet wurden oder die 

Visualisierung des Signals mittels DAB/H2O2 erfolgte (siehe 4.3.1). 

4.3.4 in situ-Hybridisierung an fixierten D. melanogaster-Embryonen 

(Tautz and Pfeifle, 1989, O'Neill and Bier, 1994, modifiziert) 

X-Phosphat      50 mg/ml in DMF            SSC (20x)    300 mM Natriumcitrat 

         3 M NaCl, pH 7,0 

HS-Lösung      50 % (w/v) Formamid          Färbepuffer 100 mM NaCl 

(pH ~6,4)      25 % (w/v) 20x SSC     100 mM Tris/HCl, pH 9,5 

    0,1 % (w/v) Heparin (50 mg/ml)       50 mM MgCl2 

    0,1 % (w/v) Tween®20        1 mM Levamisol 

         0,1 % (w/v) Tween®20 

Fixierte und devitellinisierte Embryonen (siehe 4.2.4) wurden durch drei je 10minütige 

Waschschritte in PBT rehydriert und anschließend für je 10 min in 50 % PBT/HS und reiner 

HS-Lösung gewaschen. Die Prähybridisierung mit 500 µl HS erfolgte für 1 - 6 h im Heiz-

block bei Hybridisierungstemperatur (55 - 57 °C). Die DIG-markierte RNA-Sonde wurde ent-

sprechend ihrer Qualität in 100 µl HS verdünnt, für 5 min bei 100 °C im Wasserbad de-

naturiert und sofort auf die Embryonen gegeben, von welchen zuvor die HS-Lösung entfernt 

worden war. Die Inkubation erfolgte bei Hybridisierungstemperatur ü. N. im Heizblock. 
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Am nächsten Morgen wurden die Embryonen 3mal je 20 min in vorgewärmter HS-Lösung 

bei Hybridisierungstemperatur im Heizblock, sowie je 20 min in HS und 50 % HS/PBT bei 

RT gewaschen. Daran schlossen sich drei weitere Waschschritte von je 10 min in PBT an. 

Währenddessen wurden fixierte Wildtyp-Embryonen durch 3maliges Waschen in PBT rehy-

driert und für 1 h mit einer 1 : 100-Verdünnung des anti-DIG-AP-Antikörpers inkubiert. 

Die gewaschenen Embryonen wurden für 2 h bei RT mit 150 µl einer 1 : 2 000-Verdünnung 

des präadsorbierten Antikörpers inkubiert. Nach anschließendem dreimaligen Waschen für je 

10 min mit PBT wurden die Embryonen 1mal für 5 min sowie 2mal je 10 min in Färbepuffer 

gewaschen, bevor sie in 1 ml Färbepuffer in silikonisierte Blockschälchen überführt wurden. 

Die Färbereaktion wurde durch Zugabe von je 3,5 µl NBT und X-Phosphat gestartet und im 

Dunkeln entwickelt. Bei ausreichender Intensität wurde die Reaktion durch mehrmaliges 

Waschen in PBT abgestoppt. Die Embryonen wurden ü. N. in 70 % EtOH gelagert und am 

nächsten Tag 3mal je 20 min in 96 % EtOH entwässert, bevor sie in Epon eingebettet wurden. 

4.3.5 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung 

(Lécuyer et al., 2008, modifiziert) 

F-PBS-fixierte Embryonen wurden 3mal je 10 min in PBT rehydriert und anschließend für 

20 min in 500 µl F-PBS refixiert. Nach drei je 5minütigen Waschschritten in PBT wurden sie 

für je 10 min in 50 % PBT/HS und reiner HS-Lösung gewaschen, danach erfolgte die 

Prähybridisierung in 500 µl HS-Lösung bei Hybridisierungstemperatur (55-57 °C) im Heiz-

block für 1 - 3 h. Die biotinylierte Sonde wurde entsprechend ihrer Qualität in 100 µl HS-

Lösung verdünnt, 5 min bei 100 °C denaturiert und sofort danach auf die Embryonen 

gegeben. Die Inkubation erfolgte ü. N. bei Hybridisierungstemperatur im Heizblock. 

Am nächsten Morgen wurden die Embryonen 3mal je 20 min in vorgewärmter HS-Lösung im 

Heizblock gewaschen, anschließend je 20 min in HS und 50 % HS/PBT bei RT. Zur 

Absättigung unspezifischer Bindungen wurden die Embryonen nach drei weiteren Wasch-

schritten (je 10 min in PBT) für 10 min in 1 % Milchpulver/PBT (MP/PBT) inkubiert, danach 

folgte die Inkubation mit Streptavidin-HRP (1 : 300 in PBT verdünnt) für 2 h bei RT. 

Nachdem 6mal je 10 min mit MP/PBT und 3mal je 5 min mit PBT gewaschen wurde, wurden 

die Embryonen mit einer 1 : 50-Verdünnung Fluorescein in Amplification Diluent inkubiert. 

Dies erfolgte für 2 h bei RT, dann wurden sie 6mal für je 10 min in PBT gewaschen und 

schließlich in Fluoromount-G eingebettet. 

4.4 Methoden der Zellkultur 

4.4.1 Kultivierung von Drosophila Schneider-Zellen (SL2) 

Kulturmedium Schneider´s Drosophila Medium 

10 % (v/v) fötales Kälberserum (durch 30 min bei 56 °C inaktiviert) 

5 000 U/ml Penicillin und 5 000 µg/ml Streptomycin 

SL2-Zellen sind semi-adhärente Suspensionszellen und wurden in 5 ml Kulturmedium in 

25 cm
2
-Kulturflaschen bei 25 °C ohne CO2 kultiviert. Bei Erreichen von etwa 80 % 

Konfluenz wurden die Zellen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vollständig in 
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Lösung gebracht und die Kultur 1 : 5 verdünnt auf eine neue Kulturflasche gegeben. Dabei 

war darauf zu achten, dass mindestens 5 x 10
5
 Zellen/ml ausgebracht wurden. 

4.4.2 Transfektion von SL2-Zellen 

 (Transfectin, Bio-Rad) 

Routinemäßig wurden SL2-Zellen mit DNA-Konstrukten transfiziert, um die ektopisch expri-

mierten Proteine nachzuweisen oder auf Interaktion zu untersuchen. Dafür wurden in Platten 

mit einem Durchmesser von 6 cm jeweils 5 ml Zellsuspension mit in einer Konzentration 

3x10
5
 Zellen/ml ausgesät. Um die Zellzahl einer Suspension zu bestimmen, wurden 10 µl 

einer 1 : 10-Verdünnung in einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt, der Mittelwert aus vier 

Großquadraten entsprach dabei der Zellzahl mal 10
4
/ml. 

Am nächsten Tag erfolgte die Transfektion der Zellen. Pro 6 cm-Platte wurden dafür 1 ml 

serumfreies Medium mit je 4 µg Plasmid-DNA und 10 µl Transfectin™ vermischt. Die 

Ansätze wurden für 20 min bei RT inkubiert, während die Zellen mit 4 ml frischem 

Kulturmedium überschichtet wurden. Nach Zugabe des Transfektionsansatzes wurden die 

Kulturschalen mit Parafilm abgedichtet und die Zellen für weitere 48 h inkubiert. 

4.5 Präparation und Analyse von Proteinen 

4.5.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 

(Protein Assay, Bio-Rad Laboratories) 

Mit der sogenannten Bradford-Methode kann die Konzentration einer Proteinlösung bestimmt 

werden. Dafür wurden 200 µl Bradfordreagenz mit 800 µl H2O vermischt und zunächst eine 

Reihe von Standards erstellt, die zwischen 1 und 15 µg/ml BSA enthielten. Mit dem 

Färbereagenz ohne BSA als Referenz wurde die OD595 dieser Standardwerte bestimmt und 

eine Ausgleichsgerade erstellt. Nun wurden die Absorptionswerte von fünf unterschiedlichen 

Verdünnungen der Proteinlösung bestimmt und aus dem gemittelten Wert die Konzentration 

der Lösung abgeschätzt. 

4.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE) 

 (Laemmli, 1970) 

Sammelgel       130 mM Tris/HCl, pH 6,8 Trenngel     380 mM Tris/HCl,  

          4 % (v/v) Acrylamid      pH 8,8 

       0,1 % (v/v) SDS        8-15 % (v/v) Acrylamid 

       0,1 % (v/v) APS          0,1 % (v/v) SDS 

       0,1 % (v/v) TEMED       0,14 % (v/v) APS 

Elektrophorese-   500 mM Tris/HCl, pH 8,8        0,1 % (v/v) TEMED 

puffer (10x)       1,92 M Glycin   Färbelösung        40 % (v/v) Methanol 

        1,0 % (w/v) SDS           10 % (v/v) Essigsäure 

   0,05 % (w/v) Coomassie 

    Brillant Blau 
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SDS-Proben-           90 mM Tris/HCl pH 6,8  Entfärbelösung    40 % (v/v) Methanol 

puffer (2x)           20 % (v/v) Glycerin           10 % (v/v) Essigsäure 

            2 % (w/v) SDS    

            6 %(v/v) β-Mercaptoethanol    

       0,02 % (w/v) Bromphenolblau 

Bei der vertikalen Gelelektrophorese werden Proteine in Polyacrylamidgelen nach ihrem 

Molekulargewicht aufgetrennt. Nachdem das verwendete Reduktionsmittel β-Mercapto-

ethanol die Tertiär- bzw. Quartärstruktur der Proteine aufgelöst hat, führt SDS negative 

Ladungen in die Proteine ein, wodurch sie bei Anlegen einer elektrischen Spannung zum 

Pluspol wandern. Acrylamid polymerisiert zu netzartigen Strukturen aus, durch welche leichte 

Proteine schneller als schwere wandern, die Porengröße nimmt mit steigender Acrylamidkon-

zentration ab. Das Trenngel wurde nach dem Auspolymerisieren mit dem Sammelgel 

überschichtet, welches dazu diente, alle Proteinproben gleichförmig auszurichten. Vor dem 

Auftragen wurden diese mit 1 VT SDS-Probenpuffer versetzt und bei 100 °C für 5 min de-

naturiert. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 100 - 150 V für 1 - 2 h. Um die Proteine im Gel 

zu detektieren, wurde dieses ü. N. in Färbelösung geschwenkt. Mehrmaliges Waschen in Ent-

färbelösung eliminierte überschüssigen Farbstoff, wodurch Proteinbanden sichtbar wurden. 

4.5.3 Western-Blot-Analyse 

(ECL™ Western Blotting Analysis System, GE Healthcare, modifiziert) 

Tankblot-   20 mM Tris/HCl, pH 8,0       TBS (Tris         20 mM Tris/HCl pH 7,6 

Puffer  150 mM Glycin        buffered saline)      140 mM NaCl 

  20 % (v/v) Methanol 

TBST   0,1 % Tween®20 in 1 x TBS 

Bei der Tankblot-Methode werden Proteine mit einem besonders hohen Molekulargewicht 

aus dem Polyacrylamidgel heraus auf eine Nitrozellulosemembran gebracht und dort durch 

den Einsatz entsprechender Antikörper visualisiert. Nach dem Auftrennen der Proteine durch 

SDS-PAGE (siehe 4.5.2) wurde das Trenngel zunächst für 10 min in Tankblot-Puffer 

inkubiert. Zum Aufbau des Blots wurden die Kissen der Membranhalterung mit Tankblot-

Puffer getränkt und ein mit Puffer getränktes Whatman-Papier daraufgelegt. Es folgte eine in 

H2O aktivierte, ebenfalls mit Puffer getränkte Optitran-Membran, das Trenngel und ein 

weiteres Whatman-Papier. Nachdem dieser Aufbau in die Apparatur gestellt und mit Puffer 

befüllt worden war, erfolgte der Transfer ü. N. bei 30 V bzw. 80 mA. 

Am nächsten Tag wurde das Trenngel mittels Coomassie-Färbung auf die Effizienz des 

Transfers überprüft, die Membran für 10 min in TBST gewaschen und anschließend zur 

Absättigung unspezifischer Bindungen in 5 % Magermilchpulver/TBST geblockt. Nach zwei 

10minütigen Waschschritten in TBST erfolgte die Inkubation des primären Antikörpers in 

TBST mit maximal 5 % Magermilchpulver und 5 % Tween®20 ü. N. bei 4 °C. Es wurde vier-

mal je 10 min in TBST gewaschen, bevor die Membran mit dem Peroxidase-gekoppelten 

sekundären Antikörper für 2 h bei RT inkubiert wurde. Nach vier weiteren je 10minütigen 

Waschschritten wurde die Membran für 1 min in einer Mischung aus je 500 µl Lösung A und 

B des ECL-Systems inkubiert. Die Peroxidasemoleküle setzten an dieser Stelle die Kompo-
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nenten des Systems zu einem lichtemitierenden Komplex um, der durch Auflegen eines 

chemilumineszenz-sensitiven Films mit anschließendem Entwickeln sichtbar gemacht wurde. 

4.5.4 Ponceau S-Färbung 

Um die Effizienz des Proteintransfers zu überprüfen, wurde die Membran nach dem Tankblot 

(siehe 4.5.3) für 10 min in H2O gespült und anschließend für 10 min in 0,1 % Ponceau S in 

5 % Essigsäure gefärbt. Überschüssiger Farbstoff wurde durch Spülen in H2O eliminiert, bis 

die Hintergrundfärbung entfernt war. Die Membran wurde dann für 10 min in TBST 

gewaschen, bevor mit dem Blocking-Schritt des Western-Blot-Protokolls fortgefahren wurde. 

4.5.5 „Strippen“ von Nitrozellulosemembranen 

Stipping-Puffer: 100 mM Tris/HCl, pH 6,8 

100 mM β-Mercaptoethanol,  

    2 % (w/v) SDS 

Manche Experimente erforderten den Nachweis bestimmter Proteine auf einer einzigen 

Nitrozellulosemembran durch zwei unterschiedliche primäre Antikörper. Dafür wurde die 

Membran nach der ersten Detektion für 30 min bei 60 °C in Stripping-Puffer inkubiert, um 

alle Antikörpermoleküle abzulösen. Nach zwei 10minütigen Waschschritten in TBST wurde 

mit dem Blocking-Schritt des Western-Blot-Protokolls fortgefahren. 

4.5.6 Ektopische Expression eines Fusionsproteins in E. coli 

4.5.6.1 Test auf Expression des Proteins 

Um die ektopische Expression eines Proteins in E. coli zu testen, wurde zunächst das 

Konstrukt, welches das entsprechende Protein kodierte, in Bakterienstämme transformiert, 

welche durch Zugabe von IPTG zur Expression des Proteins induziert werden konnten bzw. 

nicht induzierbar waren. Von beiden Stämmen wurde je eine Vorkultur angesetzt und am 

nächsten Morgen je 2mal 6 ml LB-Medium mit etwa 300 µl der Vorkultur angeimpft. War 

eine OD600 von 0,5 - 0,7 erreicht, erfolgte bei einer der beiden Kulturen die Induktion der 

Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM IPTG. Nach einer weiteren 2stündigen Inkubation 

wurden 2 ml der Bakterien für 5 min 5 000 UpM zentrifugiert und das Zellpellet in 1/10 VT 

PBS aufgenommen. 10 µl dieser Suspension wurden mittels SDS-PAGE analysiert. 
 

4.5.6.2 Aufreinigung ektopisch exprimierten Fusionsproteins aus E. coli 

 (The QIAexpressionist™, QIAGEN, modifiziert) 

Lysispuffer 300 mM NaCl        Lysispuffer  100 mM NaH2PO4  

(nativ)     50 mM NaH2PO4         (denaturierend)   10 mM Tris/HCl 

  10 mM Imidazol, pH 8,0        8 M Harnstoff, pH 8,0 

Zur Untersuchung der Löslichkeit ektopisch exprimierter Fusionsproteine wurden diese unter 

nativen Bedingungen aufgereinigt. Dazu wurden 50 ml LB-Medium mit einer Übernacht-

kultur von Bakterienzellen angeimpft, die durch IPTG zur Expression des zu untersuchenden 

Proteins induzierbar waren. Nachdem diese Kultur eine OD600 von 0,5 - 0,7 erreicht hatte, 
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wurden die Zellen durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert, pelletiert (10 min bei 4 000 UpM 

und 4 °C) und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Das Zellpellet wurde auf Eis aufgetaut und 

in 5 ml Lysispuffer/g Pellet resuspendiert. Es wurde 1 mg/ml Lysozym zugegeben und die 

Zellen für 30 min auf Eis inkubiert, bevor sie durch 6 je 10 s lange Ultraschall-Stöße bei 50 % 

Arbeitszyklus, die jeweils durch 10 s Pause getrennt waren, aufgeschlossen wurden. Dies 

erfolgte in einer 15 ml-Röhre, die während der Beschallung auf Eis gelagert wurde. Das Lysat 

wurde in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt und für 30 min bei 10 000 UpM und 4 °C zum 

Abtrennen der Zelltrümmer und Membranfraktionen zentrifugiert. 5 µl des Überstands sowie 

das in SDS-Probenpuffer resuspendierte Pellet wurden mittels SDS-PAGE analysiert (4.5.2). 

4.5.7 Aufreinigung eines Fusionsproteins mit His-Anhang per Ni-NTA-Agarose 

(The QIAexpressionist™, QIAGEN, modifiziert) 

Waschpuffer         50 mM NaH2PO4        Elutionspuffer   50 mM NaH2PO4 

    300 mM NaCl     300 mM NaCl 

      20 mM Imidazol, pH 8,0    250 mM Imidazol, pH 8,0 

Um das gewünschte Fusionsprotein aus dem gewonnenen Zell-Lysat (siehe 4.5.6.2) zu reini-

gen, wurden 4 ml des Lysats mit 1 ml eines 50%igen Ni-NTA-Agarose-Gemischs versetzt 

und für 1 h bei leichtem Schwenken (200 UpM) und 4 °C inkubiert, damit sich der His-

Anhang mit der Ni-Agarose verbinden konnte. Das Lysat-Agarose-Gemisch wurde auf eine 

Chromatographie-Säule geladen, deren Ausfluss durch eine Schlauchklemme regulierbar war. 

Es wurden sowohl dieser Durchfluss als auch beide Fraktionen zu je 4 ml Waschpuffer zur 

Analyse aufgefangen, um nicht durch die Waschschritte ausgelöste größere Mengen des ge-

wünschten Proteins zu verlieren. Das Fusionsprotein wurde 4mal mit je 0,5 ml Elutionspuffer 

eluiert, bevor je 5 µl aller gesammelten Fraktionen per SDS-PAGE analysiert wurden. Die 

benutzte Ni-NTA-Agarose wurde anschließend durch je 3maliges Waschen in denaturieren-

dem sowie nativem Lysispuffer regeneriert und in nativem Lysispuffer bei 4 °C aufbewahrt. 

4.5.8 Dialyse 

Um die hohe Imidazol-Konzentration des Elutionspuffers zu verringern, wurde das gereinigte 

Fusionsprotein in Lysispuffer dialysiert. Dazu wurde ein passendes Stück Dialyseschlauch 

zugeschnitten und dieser zum Quellen für 30 min in Aqua dest. gelegt. Anschließend wurde 

der Dialyseschlauch mit Aqua dest. gespült und dessen eines Ende mit einer Schlauchklemme 

verschlossen. Dieses System wurde zunächst mit etwas eingefülltem Puffer auf Dichte 

getestet, bevor das zu dialysierende Eluat eingefüllt und der Schlauch möglichst ohne 

Luftblasen mit einer weiteren Schlauchklemme verschlossen wurde. Die Dialyse erfolgte in 

einem 100fachen Volumen nativen Lysispuffers ü. N. bei 4 °C unter ständigem Rühren. 

4.5.9 Spaltung von Fusionsproteinen mittels rekombinanter Enterokinase 

(Recombinant Enterokinase Cleavage Capture Kit, Novagen) 

Im benutzten pET-Vektorsystem war es möglich, die verschiedenen Anhänge des Fusions-

proteins, welche für die bessere Löslichkeit oder zur Aufreinigung angefügt worden waren, 

per rEK (rekombinante Enterokinase) abzuspalten. Dafür musste zunächst die Aktivität der 
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rEK in einem analytischen Ansatz optimiert werden. 50 µg des Fusionsproteins wurden mit 

1 U rEK in 1 x rEK Cleaveage/Capture Buffer bei RT inkubiert und je 10 µl dieses Ansatzes 

nach 2, 4, 8, 16 und 24h entnommen. Diese Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE auf den 

Fortschritt der Spaltung analysiert. Nachdem die optimale Inkubationsdauer bestimmt war, 

wurde die Reaktion im präparativen Maßstab wiederholt. Das Enzym und die abgespaltenen 

Proteinfragmente wurden anschließend durch Ultrafiltrations-Zentrifugation aus dem Protein-

gemisch entfernt. Das gereinigte Protein wurde zur Immunisierung von Kaninchen eingesetzt. 

4.5.10 Aufreinigung von Immunseren mittels Protein-A-Sepharose 

(Harlow and Lane, 1988, modifiziert) 

Aus den erhaltenen Immunseren wurde zunächst die IgG-Fraktion durch Verwendung von 

Protein-A-Sepharose im Niedrigsalzbereich aufgereinigt. Dafür wurde 1 ml 50%igen Säulen-

materials mit 10 VT 10 mM Tris/HCl, pH 8,0 vermischt und nach dem Absinken der 

Sepharose der Überstand entfernt. Dieser Vorgang wurde 2mal wiederholt und parallel dazu 

1 ml Serum mit 1/10 VT 1 M Tris/HCl, pH 8,0 vermischt, um dessen pH-Wert zu optimieren. 

Das Säulenmaterial wurde in 1 ml 10 mM Tris/HCl, pH 8,0 aufgenommen und mit dem vor-

bereiteten Serum vermischt. Es folgte eine einstündige Inkubation bei 4 °C unter ständigem 

Schwenken, bevor die Mischung auf eine Chromatographie-Säule gegeben wurde, deren 

Ausfluss durch eine Schlauchklemme regulierbar war. Nach dem Auffangen des Durchflusses 

wurde mit je 10 VT 100 mM Tris/HCl, pH 8,0 und 10 mM Tris/HCl, pH 8,0 gewaschen. Die 

Elution der gereinigten IgGs erfolgte 4mal mit je 500 µl 100 mM Glycin, pH 3,0. Das Eluat 

wurde dabei in 1,5 ml-Reaktionsgefäßen aufgefangen, die bereits 50 µl 1 M Tris/HCl, pH 8,0 

zur Neutralisation des pH-Werts enthielten. Die Fraktionen 2 bis 4 wurden anschließend in 

verschiedenen Konzentrationen für eine Antikörperfärbung nach der ABC-Methode (siehe 

4.3.1) eingesetzt. Um die Sepharose zu regenerieren, wurde diese zunächst mit 2 M Urea und 

anschließend mit 100 mM Glycin, pH 2,5 gewaschen. Eine kurzzeitige Lagerung erfolgte in 

100 mM Tris/HCl, pH 8,0, zur längeren Aufbewahrung wurde sie in 30 % EtOH überführt. 

4.5.11 Aufreinigung von Immunseren mittels NHS-aktivierter Sepharose 

(NHS-aktivierte Sepharose, 4 Fast Flow, GE Healthcare und Harlow and Lane, 1988, 

modifiziert) 

Eine weitere Möglichkeit, Immunseren zu reinigen, stellte die Verwendung von NHS-akti-

vierter Sepharose dar. Dafür wurde zunächst das Proteinfragment, welches zur Immunisierung 

eingesetzt worden war, an die Sepharose gekoppelt. Dazu wurden 400 µl eines 50%igen 

Sepharose-Gemischs mit 5 ml 1 mM HCl vermischt und nach Absinken der Sepharose der 

Überstand entfernt. Es wurden 200 µl Protein (siehe 4.5.7) zugegeben und der pH-Wert des 

Gemischs kontrolliert. Dieser wurde bei Bedarf mit NaOH neutralisiert. Die Kopplung 

erfolgte für 2 h unter ständigem Schwenken bei RT, anschließend wurde mit je 1 ml 0,1 M 

Tris/HCl, pH 8,5 sowie 0,1 M NaAc in 0,5 M NaCl, pH 4,5 gewaschen. Das gekoppelte 

Säulenmaterial konnte in 20 % EtOH bei 4 °C gelagert werden. Für die eigentliche Reinigung 

des Serums wurde das Säulenmaterial auf eine Chromatographie-Säule gegeben und mit je 

3 ml 10 mM Tris/HCl, pH 7,5, 100 mM Glycin, pH 2,5 und 10 mM Tris/HCl, pH 8,8 ge-

waschen. Hatte das Säulenmaterial den pH-Wert des letzten Puffers erreicht, wurde mit 3 ml 
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100 mM Trietholamin, pH 11,5 und mit 2 ml 10 mM Tris/HCl, pH 7,5 gespült. War auch 

dieser pH-Wert erreicht, wurden 2,5 ml des Serums 1 : 10 verdünnt und 3mal nacheinander 

über die Säule geschickt. Das Säulenmaterial wurde mit je 6 ml 10 mM Tris/HCl, pH 7,5 und 

500 mM NaCl, 10 mM Tris/HCl, pH 7,5 gewaschen und der gereinigte Antikörper an-

schließend mit 3 ml 100 mM Glycin, pH 2,5 eluiert. Das Eluat wurde in einer 15 ml-Röhre 

aufgefangen, die 300 µl 1 M Tris/HCl, pH 8,0 zur Neutralisation des pH-Werts enthielt. Die 

Säule wurde mit 2 ml 10 mM Tris/HCl, pH 7,5 gewaschen und nach Erreichen dieses pH-

Werts mit 3 ml 100 mM Trietholamin, pH 11,5 eluiert, um sowohl säure- als auch basisch-

sensitive Interaktionen der gebundenen Antikörper zu zerstören. Auch diese Fraktion wurde 

zur Neutralisation in einer 15 ml-Röhre aufgefangen, die 300 µl 1 M Tris/HCl, pH 8,0 ent-

hielt. Das Säulenmaterial wurde anschließend mit 2 ml 10 mM Tris/HCl, pH 7,5 gewaschen 

und in 10 mM Tris/HCl, pH 7,5 mit 0,1 % Natriumazid dauerhaft aufbewahrt. 

4.5.12 Gewinnung von Proteinextrakten aus Embryonen 

Lysis-Puffer:   50 mM Tris/HCl, pH 7,5  1,5 mM MgCl2 

125 mM NaCl     25 mM NaF 

    5 % Glycerin      1 mM Na3VO4 

 0,4 % NP40       1 mM EDTA 

    1 mM Dithioerythritol oder          Protease Inhibitor Tabletten 

    2 mM Dithiothreitol          (nach Angaben des Herstellers) 

Um Proteinextrakte aus D. melanogaster-Embryonen zu gewinnen, wurden diese zunächst 

mit TNX in Stahldrahtnetze gespült, dechorionisiert (siehe 4.2.4) und mit PBT gewaschen. 

Nach Überführung in 1,5 ml-Reaktionsgefäße wurden sie mit 1 ml Lysispuffer/g Embryonen 

versetzt. Die Homogenisierung mittels Pistill erfolgte, wie die anschließende 20minütige 

Inkubation, auf Eis. Durch zweimalige Zentrifugation (je 20 min bei 13 000 UpM) wurden 

Zelltrümmer sedimentiert, der die Proteine enthaltende Überstand wurde bei -20 °C gelagert. 

4.5.13 Gewinnung von Proteinextrakten aus SL2-Zellen 

Lysis-Puffer:  1 % (w/w) Triton X-100 in PBS 

1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid 

1 mM Dithiothreitol 

Protease Inhibitor Tabletten (nach Angaben des Herstellers) 

Die Gewinnung von Proteinextrakten erfolgte aus Zellen, welche in 6 cm-Platten kultiviert 

worden waren. Dafür wurden die Zellen mittels Zellschaber von der Kulturschale abgelöst, in 

eine 15 ml-Röhre überführt und pelletiert (3 min bei 1 000 UpM und 4 °C). Das Zellpellet 

wurde in 25 µl Lysispuffer/ml Kultursuspension aufgenommen. Nach Überführung in ein 

1,5 ml-Reaktionsgefäß wurden Zelltrümmer in einem weiteren Zentrifugationsschritt (10 min 

bei 13 000 UpM und 4 °C) sedimentiert. Der die Proteine enthaltende Überstand wurde in 

einem frischen 1,5 ml-Reaktionsgefäß bei -20 °C gelagert oder per SDS-PAGE analysiert. 
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4.5.14 Co-Immunopräzipitation 

 (EZview™ Red Anti-HA/-Myc Affinity Gel, Sigma-Aldrich) 

Mit diesem Versuchsansatz wurde die Interaktion zweier Proteine analysiert. Dafür wurden 

zunächst SL2-Zellen mit DNA-Konstrukten transfiziert, welche die zu testenden Proteine 

kodierten (siehe 4.4.2). Anschließend wurde der Proteinextrakt dieser Zellen präpariert 

(4.5.13), wobei das Volumen des Lysispuffers bei 100 µl/ml Kultursuspension lag. Während-

dessen wurden 30 µl einer Agarose-Matrix äquilibiert, welche durch Kopplung eines 

Antikörpers zur Bindung eines der beiden Proteine in der Lage war. Dazu wurde die Matrix 

2mal in je 750 µl Lysispuffer gelöst, kurz gevortext und anschließend bei 10 000 UpM für 

30 s zentrifugiert. Die Bindung des Antikörpers an extrahierte Proteine und eventuell damit 

verbundene Interaktionspartner erfolgte unter leichtem Schwenken für 2 bis 3 h bei 4 °C. 

Anschließend wurde der Ansatz zentrifugiert (10 000 UpM, 30 s), die Matrix in weiteren 

750 µl Lysispuffer resuspendiert und für 5 min bei 4 °C schwenkend inkubiert. Dieser 

Waschschritt wiederholte sich zwei Mal, bevor die Proteine in 50 µl 2 x SDS-Probenpuffer 

für 5 min bei 100 °C aufgekocht und per SDS-PAGE analysiert wurden. 
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5. Ergebnisse 

5.1 Mhcl 

5.1.1 Nachweis der Mhcl-mRNA in D. melanogaster-Embryonen 

5.1.1.1 Mhcl besitzt keine maternale Komponente, eine Expression im ZNS kann zudem 

ausgeschlossen werden 

Das Protein Mhcl (Myosin heavy chain like) wurde in einem globalen Hefe-zwei-Hybrid-

Screen als möglicher Interaktionspartner für das Protein Rols7/Ants identifiziert (Kreisköther, 

Dissertation 2005, im Folgenden vereinfachend als Rols7 bezeichnet), welches für die Myo-

genese von Drosophila melanogaster essentiell ist (Chen and Olson, 2001, Menon and Chia, 

2001, Rau et al., 2001). Im Rahmen einer früheren Arbeit wurde begonnen, das Gen Mhcl zu 

charakterisieren (Bonn, Diplomarbeit 2006). Dabei konnte die Verteilung der mRNA ab 

Stadium 10 im somatischen Mesoderm, sowie ab Stadium 11 im viszeralen Mesoderm gezeigt 

werden. Aufgrund der Morphologie der gefärbten Zellen wurde vermutet, dass die Expression 

auf die FCs der longitudinalen und zirkulären viszeralen Muskeln beschränkt ist, eine 

zusätzliche Verteilung des Transkripts in den Tracheen und deren Vorläuferzellen wurde nicht 

ausgeschlossen. Die mesodermale Expression blieb bis Stadium 14 bestehen, anschließend 

wurde lediglich eine Färbung in der Epidermis sowie dem Ösophagus beobachtet. 

Da mehrere aktuelle Untersuchungen die Beteiligung filamentösen Aktins an der Muskelent-

wicklung von D. melanogaster belegen (Übersichtsartikel: Önel and Renkawitz-Pohl, 2009, 

Önel et al., 2010, Rochlin et al., 2010) und Myosine bei ganz unterschiedlichen Prozessen mit 

Aktin interagieren (aktuelle Übersichtsartikel: Kee et al., 2009, Nambiar et al., 2010, Woolner 

and Bement, 2009), erschien es sinnvoll, die Funktion von Mhcl hinsichtlich der embryonalen 

Myogenese zu untersuchen. Dafür wurde zunächst das Expressionsmuster des Gens mittels in 

situ-Hybridisierung an wildtypischen Embryonen genauer analysiert. Mit einer Sonde, die 

gegen die cDNA des Proteins erstellt wurde (GH15471, Abb. 5.5, Pfeil), wurde die Verteilung 

der mRNA während der myogeneserelevanten Stadien im somatischen und viszeralen Meso-

derm sowie in der Epidermis und dem Ösophagus in späteren embryonalen Stadien verifiziert 

(Abb. 5.1 C, D, F, Pfeile SM, VM, E bzw. Ö). Obwohl RNA-Interferenz-Experimente die 

Beteiligung von Mhcl an der Entwicklung des ZNS (zentralen Nervensystem) vermuten las-

sen (Ivanov et al., 2004), kann die Expression in diesem Gewebe (Abb. 5.1 E, Pfeil) genauso 

wie die Bereitstellung der mRNA durch die Oozyte ausgeschlossen werden. Diese maternale 

Komponente wäre durch Transkript-Nachweis ab Stadium 1 zu erkennen (Abb. 5.1 A, B). 
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Abb. 5.1: Das Gen Mhcl zeigt eine spezifische Expression im somatischen und viszeralen Mesoderm 

während der Myoblastenfusionen, welche fast ausschließlich auf die FCs beschränkt ist 

Aufgrund in situ-Hybridisierungen an wildtypischen Embryonen kann eine maternale Bereitstellung 

der mRNA ausgeschlossen werden, die Stadien 1 bis 8 zeigen allenfalls unspezifische Färbung (A, B). 

Während der myogeneserelevanten Stadien 11 bis 14 ist die mRNA im somatischen (SM) und 

viszeralen Mesoderm (VM) nachweisbar (C, D), wohingegen das zentrale Nervensystem keine 

Expression des Gens zeigt (E, ZNS). Ab Stadium 15 ist die Expression auf segmentale epidermale 

Streifen sowie den Ösophagus beschränkt (F, E bzw. Ö). in situ-Hybridisierung an rP298-lacZ-

Embryonen, in welchen spezifisch die FCs nachweisbar sind (G - I), zeigen, dass die Verteilung der 

mRNA häufig (H, VM, SM), aber nicht immer (G, VM, I, SM) mit der anti-β-Galaktosidasefärbung 

übereinstimmt. Fast alle Embryonen sind hier und in den folgenden Abbildungen, soweit nicht anders 

angegeben, mit anterior nach links und dorsal nach oben ausgerichtet, das Stadium des Tieres sowie 

die Nachweismethode ist jeweils vermerkt. In E, F und I erfolgt der Blick von schräg ventral. 

 

Aufgrund in situ-Hybridisierung an btl-lacZ-Embryonen, in welchen mittels anti-β-Galakto-

sidase-Antikörper spezifisch die Tracheen und deren Vorläuferzellen angefärbt werden 

(Klämbt et al., 1992), kann die Verteilung der Mhcl-mRNA in diesem Gewebe ausge-

schlossen werden (Daten nicht gezeigt). 

 

5.1.1.2 Die Mhcl-Expression scheint auf die FCs beschränkt zu sein 

Aufgrund der anscheinend ausschließlichen Lokalisation der mRNA in einer Zellreihe im 

frühen Rumpfmesoderm wurde postuliert, dass es sich bei Mhcl um ein FC-spezifisch 

exprimiertes Gen handeln könnte (Bonn, Diplomarbeit 2006). Um diese Hypothese zu 

überprüfen, wurden in situ-Hybridisierungen an rP298-lacZ-Embryonen durchgeführt, in 

welchen β-Galaktosidase spezifisch in den Kernen der FCs exprimiert wird (Nose et al., 

1998). Hierbei wurde deutlich, dass das Mhcl-Transkript im viszeralen wie auch im 

somatischen Mesoderm (VM bzw. SM) sehr häufig in Zellen mit β-Galaktosidase-positiven 
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Kernen lokalisiert (Abb. 5.1 H, Pfeile), was vermehrt in Stadium 10 bis 12 beobachtet werden 

kann. Hauptsächlich in Stadium 13 und 14 ist die mRNA auch in anderen Zellen nachweisbar 

(Abb. 5.1 G, I, Pfeile). Da sich diese Zellen in direkter Nachbarschaft zu den FCs befinden 

und die Expression in den Tracheen bereits ausgeschlossen wurde, handelt es sich hierbei mit 

sehr großer Wahrscheinlichkeit um FCMs. Es scheint zudem, als lokalisiere das Transkript 

entweder an den Kontaktstellen von FCs und FCMs (Abb. 5.1 I) oder an deren 

Zellmembranen. Allerdings ist nicht auszuschließen, dass die mRNA auf Seiten der FCs 

detektiert wird, welche als solche nicht zu erkennen sind, beispielsweise weil der β-

Galaktosidase-Nachweis zufällig nicht geklappt hat oder die Morphologie der Zellen den 

Anschein vermittelt, es handele sich hierbei um FCMs. 

in situ-Hybridisierungen an Notch-nullmutanten Embryonen zeigen eine verbreiterte Mhcl-

Expressionsdomäne (Abb. 5.2, vgl A - C mit D - F, Pfeile). Dies unterstützt die Theorie, Mhcl 

sei ausschließlich in den FCs exprimiert, die in diesen Embryonen vermehrt gebildet werden 

(Baker and Schubiger, 1996).  

 

 

Abb. 5.2: Notch-nullmutante Embryonen weisen ein verbreitertes Mhcl-Expressionsmuster auf 

in situ-Hybridisierungen an Embryonen, die aufgrund des Verlusts von Notch mehr FCs spezifizieren, 

zeigen im Vergleich zu wildtypischen Embryonen eine deutlich verbreiterte Mhcl-Expressions-

domäne (vgl. A - C mit D - F, Pfeile). 

 

Im Gegensatz dazu bilden Embryonen des bisher uncharakterisierten EMS-Allels lmd
E202 

ver-

mutlich eine geringere Menge oder eine nicht voll funktionsfähige Version des Trans-

kriptionsfaktors. Diese Linie ist allelisch zu bekannten lmd-mutanten Fliegenstämmen, der 

mesodermale Phänotyp aber deutlich schwächer ausgeprägt (A. Holz, unpubliziert, Duan et 

al., 2001). Hier wird in Stadium 14 eine verringerte somatische Expressionsmenge detektiert 

(Abb. 5.3 D, SM), was auf die verminderte Muskelbildung und die Expression in den ver-

kürzten Muskeln bzw. unfusionierten FCs zurückzuführen sein könnte. Im viszeralen Meso-
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derm hingegen kann eine Verbreiterung und Intensivierung des Mhcl-Expressionsmusters 

beobachtet werden (vgl. Abb. 5.3 E mit B, VM), was allerdings auch durch Störungen der 

Darmbildung bedingt sein könnte. Embryonen des lmd
A388

-Allels bilden keine synzytiale 

Darmmuskulatur (Ruiz-Gómez et al., 2002), eine detaillierte Analyse dieses Gewebes ist nicht 

publiziert. Die hier beobachtete Änderung der Transkriptverteilung weist aber auf Beeinträch-

tigungen in diesem Gewebe mit unterschiedlicher Auswirkung auf das somatische und vis-

zerale Mesoderm hin (siehe 6.1.1). Die ektopische Expression einer dominant-negativen Ver-

sion des EGF-Rezeptors im Mesoderm führt wie erwartet zu keiner auffälligen Veränderung 

des Mhcl-Expressionsmusters (Abb. 5.3 A, F), da in diesen Embryonen nur die Bildung weni-

ger mesodermaler Gruppen beeinträchtig ist (Carmena et al., 1998). Eine veränderte Mhcl-

mRNA-Verteilung wäre dann gegebenenfalls nur mittels spezifischer Marker identifizierbar. 

 

 

Abb. 5.3: Die Expression von Mhcl ist im somatischen Mesoderm von DMef2 abhängig, in lmdE202
-

mutanten Embryonen wird mehr Transkript im viszeralen Mesoderm detektiert 

In DMef222-21
-Embryonen (C) ist, im Vergleich zu wildtypischen Embryonen (A, B), eine stark 

reduzierte Mhcl-Transkriptmenge im somatischen Mesoderm (SM) zu beobachten, die Expression im 

viszeralen Mesoderm (VM) erscheint unverändert. In lmdE202
-Embryonen erscheint die somatische 

Expression ebenfalls verringert (D, SM), im viszeralen Mesoderm fällt eine breitere mRNA-Vertei-

lung auf (vgl. B mit E, VM). Embryonen, die eine dominant-negative Variante des EGF-Rezeptors 

ektopisch im Mesoderm exprimieren, zeigen kein verändertes mRNA-Muster (F). 

 

5.1.1.3 Die Mhcl-Expression ist im somatischen Mesoderm von DMef2 abhängig 

Der Transkriptionsfaktor DMef2 ist in allen Muskeltypen und deren Vorläufergeweben 

detektierbar, wo er die Expression vieler Gene reguliert, die für die Myogenese essentiell sind 

(Junion et al., 2005, Sandmann et al., 2006). Embryonen der amorphen Linie DMef2
22-21 

zeigen eine verminderte Mhcl-Expression im somatischen Mesoderm (vgl. Abb. 5.3 A mit C, 

SM), im viszeralen Mesoderm hingegen erscheint die Transkriptmenge wildtypisch (Abb. 5.3 

C, SM). Diese Daten sprechen, zumindest im somatischen Mesoderm, für eine Regulation des 
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Gens durch DMef2. In Chromatin-Co-Immunopräzipitations-Experimenten wurde Mhcl 

ebenfalls als Zielgen von DMef2 identifiziert, allerdings nur mit einer Wahrscheinlichkeit, die 

unterhalb des als signifikant anzusehenden Schwellenwertes lag (Sandmann et al., 2006). 

 

5.1.1.4 Die Mhcl-Expression in Embryonen, welche eine Mutation in fusionsrelevanten 

Genen tragen, erscheint wildtypisch 

Die mesodermspezifische Expression von Mhcl, die im somatischen Mesoderm von DMef2 

reguliert wird, lässt vermuten, dass das Protein mit einem der für die Fusion essentiellen Pro-

teine direkt oder indirekt interagiert. Dies könnte, wie auch eine erfolgreiche Zelladhäsion, 

sowohl auf die Mhcl-Transkription als auch auf die Lokalisation der mRNA Einfluss haben. 

Um diese Hypothese zu klären, wurden in situ-Hybridisierungen an verschiedenen Embryo-

nen durchgeführt, welche keine funktionalen, für die erste oder zweite Fusionsphase essenti-

ellen, Proteine mehr bilden können. Es wurden Embryonen der duf/kirre, rst/irreC-Deletions-

linie Df(1)67k30 und der sns-Nullmutation sns
20-23

 analysiert, sowie Embryonen der rols7-

Deletion Df(3L)BK9 und der kette/Hem-Nullmutationslinie kette
J4-48

, außerdem Embryonen 

der Linie blow
2
, welche aufgrund einer EMS-induzierten Deletion kein funktionales Protein 

bilden (Sickmann, Dissertation 2010). Der putative Interaktionspartner Rols7 war hierbei von 

besonderem Interesse.  

 

 

Abb. 5.4: Die Verteilung der Mhcl-mRNA wird durch den Funktionsverlust verschiedener Gene, die 

essentiell für die Myogenese sind, nicht beeinträchtigt 

in situ-Hybridisierungen an mutanten Embryonen für duf/kirre, rst/irreC (B), sns (C), rols7 (D), blow 

(E) oder kette/Hem (F) zeigen das gleiche Mhcl-Lokalisationsmuster wie in wildtypischen Embryonen 

(A). Es kann jeweils eine charakteristische Verteilung des Transkripts an distinkten Stellen, die 

wahrscheinlich den FC-FCM-Kontakt repräsentieren, detektiert werden (Pfeile). In A und D erfolgt 

der Blick auf die Embryonen von schräg ventral. 

 

Obwohl teilweise mehr unspezifische Färbeergebnisse zu beobachten waren, konnte in allen 

Fällen eine wildtypische Verteilung des Mhcl-Transkripts beobachtet werden, auch wenn 
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nicht genauer untersucht wurde, ob die Transkriptmenge in FCs oder FCMs variierte. Hierbei 

fiel vor allem die charakteristische Lokalisation der mRNA an den Kontaktstellen zwischen 

FC und FCMs oder deren Zellmembranen auf (vgl. Abb. 5.4 B - F mit A, Pfeile). Besonders 

deutlich wurde dies bei den blow
2
-Embryonen, die zusätzlich den schon beschriebenen FC-

Marker rP298-lacZ enthalten (Abb. 5.4 E). In allen bisher analysierten mutanten Fliegenlinien 

finden zumindest zufällige Kontakte zwischen FCs und FCMs statt (D. Buttgereit, persönliche 

Mitteilung). 

Es wurde gezeigt, dass die Mhcl-mRNA nicht maternal zur Verfügung gestellt wird, vielmehr 

ist die zygotische Expression spezifisch zum Zeitpunkt der Myoblastenfusionen im soma-

tischen und viszeralen Mesoderm, wahrscheinlich ausschließlich in den FCs, nachweisbar. 

Zumindest im somatischen Mesoderm scheint eine Regulation durch DMef2 zu bestehen, was 

für Duf/Kirre, Rst/IrreC, Sns, Rols7, Blow oder Kette/Hem nicht der Fall ist. Diese Proteine 

nehmen auch keinen Einfluss auf die Lokalisation des Transkripts. 

5.1.2 Die Analyse einer erzeugten Mhcl-defizienten Fligenlinie legte in allen analysierten 

Geweben keine Auffälligkeiten offen 

5.1.2.1 Die Expression von Mhcl wird weder von einem 85 bp stromaufwärts des 

vorhergesagten Leserahmens inserierten P-Elements noch durch dessen unpräzise 

Entfernung gestört 

Um die mögliche Funktion von Mhcl während der larvalen Myogenese zu charakterisieren, 

sollten Embryonen analysiert werden, die kein funktionales Mhcl-Protein bilden. Dafür wurde 

zunächst die vitale Linie EY00454 untersucht, in welcher das P-Element P{EPgy2} etwa 

100 bp stromaufwärts des postulierten START-Codons im putativen Promotor- oder 5´-UTR 

(UnTranslated Region)-Bereich (siehe 5.1.6) inseriert ist (Abb. 5.5, Flybase). In diesen 

Embryonen ist das Mhcl-Transkriptionsmuster nicht gestört (Abb. 5.6 A), zudem etablieren 

sie ein wildtypisches Muskelmuster (Abb. 5.6 B, Bonn, Diplomarbeit 2006). Da aber zu 

erwarten ist, dass eine Insertion an dieser Stelle die Bildung der mRNA und somit des 

Proteins behindert, sollte sich dies auch auf die larvale Muskulatur auswirken, falls Mhcl wie 

angenommen essentiell für deren Bildung ist. Deshalb wurde zunächst die Insertionsstelle 

mittels PCR an genomischer DNA dieser Fliegenlinie überprüft. Die Primer wurden so 

gewählt, dass einer im zweiten Exon des Gens in Richtung des P-Elements bindet (Primer 4) 

und drei innerhalb des P-Elements, davon zwei am 3´-Ende (Primer 2 und 3) und einer am 5´-

Ende (Primer 1, Abb. 5.6 C). Die erzielten Amplifikate entsprachen in Auftreten und Größe 

jeweils den postulierten Daten (Abb. 5.6 I), die Sequenzierung eines dieser PCR-Produkte 

ergab die Insertion des P-Elements 85 bp stromaufwärts des vorhergesagten ATGs.  
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Abb. 5.5: Schematische Darstellung des genomischen Bereichs von Mhcl 

Aktuell werden sechs Isoformen des Gens postuliert (RA - RD, RF - RG), im Intronbereich befinden 

sich die codierenden Sequenzen für die Gene CG32855 und sxe2. Stromaufwärts von Mhcl liegt das 

Gen Akt1, stromabwärts CG10185. Es sind die zur Verfügung stehenden cDNAs vermerkt, in dieser 

Arbeit wurde ausschließlich GH15471 (Pfeil) verwendet. Die blauen Markierungen verweisen auf die 

analysierten Fliegenlinien EY00454, e03696 und c05149 sowie klonierte Bereiche des Gens (pBB10 

bis 12, sowie 15 und 28, siehe 5.1.4 und 5.1.6) (verändert nach Flybase).  

 

Das zugrunde liegende P-Element P{EPgy2} zeichnet sich durch eine interne UAS-Sequenz, 

gefolgt von einem Promotor, aus (Abb. 5.6 C´), weshalb diese Fliegenlinie benutzt werden 

kann, um Mhcl mit Hilfe eines entsprechenden GAL4-Treiberstamms ektopisch zu exprimie-

ren. Bei Verwendung der wg-GAL4-Linie ist das ektopische Mhcl-Transkript mittels in situ-

Hybridisierung in den charakteristischen epidermalen wg-Streifen detektierbar (Abb. 5.6 C, 

Pfeil). Dass diese mRNA in ektopisches Protein translatiert wird, wird aufgrund Immunhisto-

logie gegen Mhcl (siehe 5.1.3) deutlich (Abb. 5.6 F, Pfeil). Die ektopische Expression des 

Proteins im Mesoderm mittels DMef2-GAL4 bzw. twi-GAL4 führt zu keiner Änderung des 

somatischen Muskelmusters oder Beeinträchtigung der Vitalität der Fliegen (Abb. 5.6 E bzw. 

Daten nicht gezeigt). Das P-Element kann mit Hilfe einer Transposase mobilisiert werden, 

weshalb versucht wurde, durch unpräzises Entfernen des P-Elements Teile des 5´-Bereichs 

von Mhcl zu zerstören, und so die Bildung funktionalen Proteins zu verhindern. Es wurden 

139 potenziell mutante Linien etabliert, davon waren 44 letal. Zwei dieser letalen Linien, 

101.2 und 119.1, werden von der Deletion Df(3R)Exel7328, die Mhcl und 16 weitere Gene, 

darunter auch Akt1 entfernt, nicht komplementiert. Die Analyse dieser beiden zueinander 

allelischen Linien ergab keine Änderung des somatischen Muskelmusters und der 

Darmmorphologie, aber auch nicht der Mhcl-Transkription (Abb. 5.6 G, H). Dass diese nicht 

wie vermutet Mhcl-mutante, sondern Akt1-mutante Fliegenlinien darstellten, wurde durch 
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Komplementationskreuzungen gegen bekannte P-Element-Insertionslinien des Nachbargens 

(Akt1
04226 

bzw. Akt1
EY10012

,
 
Daten nicht gezeigt) ersichtlich. 

 

 

Abb. 5.6: Das Mhcl-Expressionsmuster wird weder von der Insertion des P-Elements EY00454 noch 

von dessem unpräzisen Entfernen gestört 

Sowohl die Verteilung des Mhcl-Transkriptes (A) als auch das somatische Muskelmuster (B) erschei-

nen in der P-Element-Insertionslinie EY00454 wildtypisch. Anhand der postulierten Insertionsrichtung 

und –position wurden PCR-Analysen an genomischer DNA dieser Linie durchgeführt (C, verwendete 

Primer 1: Plac1, 2: Pry2, 3: EY.3F, 4: oBB10 welcher etwa 1050 bp stromabwärts des vorhergesagten 

ATGs bindet). Die erzielten Amplifikate entsprachen der Erwartung (I, a - d: genomische DNA aus 

EY00454, e - h: genomische DNA aus wildtypischen Embryonen, a und e Primer 1 + 4, b und f Primer 

2 + 4, c und g Primer 3 + 4, d und h Primer B3 aa 23 und B3 aa 140, die als Positivkontrolle einen 

490 bp großen Bereich des β3-Tubulin-Gens amplifizierten). Durch die integrierte UAS-Sequenz mit 

folgendem Promotor (C´) kann EY00454 benutzt werden, um Mhcl ektopisch zu exprimieren. Dies ist 

sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene nachweisbar (D, F, Pfeile). Die ektopische Expression im 

Mesoderm hat keinen Einfluss auf die somatische Muskulatur (E). Das unpräzise Entfernen von 

EY00454 zerstört die Mhcl-Expression sowie das wildtypische Muskelmuster nicht (G, H). 

 

5.1.2.2 Die Analyse einer mittels FLP/FRT-Systems generierten Deletion von Mhcl zeigte 

in allen untersuchten Geweben keine Auffälligkeiten 

Da der Versuch, durch unpräzises Entfernen eines P-Elements eine Mhcl-Mutation zu 

erzeugen, nicht erfolgreich war (siehe 5.1.2.1), wurde im Rahmen einer angegliederten 

Bachelorarbeit mittels FLP/FRT-basierter Rekombination eine kleine Deletion erzeugt, die 

neben Mhcl die Gene Akt1, sxe2, msps, CG32855 sowie CG10185 entfernt (Abb. 5.7 A). Über 

eine mögliche Funktion von CG10185 ist bisher noch nichts bekannt, das Protein bildet 

wahrscheinlich vier WD40-Domänen aus. Andere Proteine, welche diese Domänen enthalten, 
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sind beispielsweise in die Transkriptionsregulation oder Apoptose involviert. CG32855 ist ein 

extrem basisches Protein ohne spezifische Domänen, das Protein Msps (Mini spindles) ist 

u. a. an der Elongation der mitotischen Spindeln und an der Organisation der Mikrotubuli 

beteiligt. Sxe2 (Sex specific enzyme 2) agiert wahrscheinlich als Phospholipase. Akt1 

schließlich ist eine Proteinkinase, die an sehr vielfältigen regulatorischen Prozessen beteiligt 

ist, z. B. während der Entwicklung im Allgemeinen, der Apoptose oder der Neurogenese (alle 

Daten nach Flybase). In einer ersten Analyse wurden die erfolgreiche Rekombination in 

einigen der etablierten 102 letalen Linien per PCR verifiziert sowie in diesen Embryonen 

leichte Anheftungsdefekte postuliert (Daum, Bachelorarbeit 2008). 

 

 

Abb. 5.7: Die Herstellung einer Mhcl-defizienten Fliegenlinie (ΔMhcl) war erfolgreich 

Das Schema zeigt den genomischen Bereich, der bei Rekombination der beiden FRT-Elemente 

d03376 und f03086 entfernt wurde (A). Zusätzlich ist die Lage der verwendeten Defizienz 

Df(3R)BSC728 vermerkt, die sich noch weitere 150 kb in Richtung des blauen Pfeils erstreckt. in situ-

Hybridisierungen beweisen, dass ΔMhcl-Embryonen das Gen nicht mehr exprimieren (C, D). 

Transheterozygote Embryonen aus ΔMhcl und Df(3R)BSC728 (A) bzw. Df(3R)Exel7328, in welcher 

ein 148 kb großer Bereich deletiert ist, der auch ΔMhcl beinhaltet, zeigen bei Analyse mit dem anti-

β3-Tubulin-Antikörper ein wildtypisches Muskelmuster (B, E). 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden zunächst zehn zufällig ausgewählte Linien untersucht und, 

nachdem keine Unterschiede zu erkennen waren, ausschließlich die Linie B8.3 verwendet, 

welche in ΔMhcl umbenannt wurde. Per in situ-Hybridisierung gegen Mhcl wurde verifiziert, 

dass homozygote ΔMhcl-Embryonen, erkennbar an der fehlenden Balancer-Färbung (braun), 

kein Transkript mehr bilden (Abb. 5.7 C, D). Anschließend wurde mit Hilfe des anti-β3-

Tubulin-Antikörpers das somatische Muskelmuster dieser ΔMhcl-Embryonen analysiert. 

Diese Embryonen lassen weder im dorsalen (Abb. 5.8 A, D, Pfeile markieren das Herz) noch 

im lateralen oder ventralen Bereich (Abb. 5.8 B, E) Störungen erkennen. Gleiches gilt für 

transheterozygote Embryonen aus ΔMhcl und Df(3R)Exel7328, in welchen der gesamte, in 

ΔMhcl deletierte Bereich, entfernt ist (Abb. 5.7 E).  



5. Ergebnisse 

  63 

 

Abb. 5.8: Die Analyse diverser Gewebe in ΔMhcl-Embryonen legte keine Störungen offen 

Homozygote ΔMhcl-Embryonen (D - F, J - L) wurden mit wildtypischen Embryonen (A - C, G - I) 

verglichen. Dabei legte die Immunhistologie in keinen untersuchten embryonalen Stadien und Ge-

weben (A, B, D, E somatisches Mesoderm mit Herz, Pfeile, C, F epidermale Muskelanheftungsstellen, 

Pfeile, G, H, J, K viszerales Mesoderm, Pfeile, I, L ZNS) Unterschiede offen. In A und D erfolgt der 

Blick auf die Embryonen von schräg dorsal, in B, E, I und L von schräg ventral. 

 

Um herauszufinden, auf welcher Störung die Letalität dieser Fliegenlinie beruht, wurden 

weitere embryonale Gewebe immunhistologisch untersucht. Allerdings waren weder im 

viszeralen Mesoderm und den sich daraus bildenden Darmkonstriktionen (anti-Fasciclin III-

Antikörper, Abb. 5.8 G, H, J, K Pfeile) noch in der Bildung des ZNS (anti-BP102-Antikörper, 

Abb. 5.8 I, L) Unregelmäßigkeiten zu erkennen. Auch die Anheftung der larvalen Muskulatur 

an die Epidermis (anti-Kettin-Antikörper, Abb. 5.8 C, F, Pfeile) erfolgt in diesen Embryonen 

wildtypisch. Mit diesem Nachweis sollten eigentlich die sich bildenen Sarkomere detektiert 

werden können (siehe 2.2.4), was allerdings auch in wildtypischen Embryonen, welche sich 

phänotypisch schon als Larve verhalten, nicht beobachtet werden kann. Anhand der 

Ergebnisse der unpräzisen Entfernung des P-Elements (siehe 5.1.2.1) lag die Vermutung nahe, 

die Letalität von ΔMhcl könnte auf das Fehlen von Akt1 zurückzuführen sein. Deswegen 
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wurden transheterozygote Embryonen aus ΔMhcl und Df(3R)BSC728 analysiert, in welchen 

die Expression von Akt1 noch gewährleistet ist, der in allen Isoformen enthaltene C-Terminus 

von Mhcl aber deletiert wird (Abb. 5.7 A). Diese Einschränkung der Deletion kann die 

Vitalität nicht wiederherstellen, wie erwartet sind auch hier keine Auffälligkeiten im 

somatischen Mesoderm (anti-β3-Tubulin-Antikörper, Abb. 5.7 B) sowie an der epidermalen 

Anheftung der Muskeln zu erkennen (anti-Kettin-Antikörper, Daten nicht gezeigt). 

Es bestand die Möglichkeit der larvalen Letalität der ΔMhcl-Linie, sodass aus diesem Grund 

keine embryonalen Störungen sichtbar werden. Um dies zu klären, wurde der Fliegenstamm 

über ein fluoreszenzmarkiertes Balancerchromosom gebracht und die sich entwickelnden 

Larven analysiert. Homozygote ΔMhcl-Larven, erkennbar an der fehlenden Fluoreszenz, 

treten zwar auf, sterben aber beim Übergang vom ersten zum zweiten Larvenstadium oder 

kurz darauf. 

Die P-Insertion EY00454 hat keine Auswirkungen auf die Verteilung des Mhcl-Transkripts 

sowie auf das Muskelmuster, was aufgrund der Insertion 85 bp stromaufwärts des postulierten 

ATGs überrascht. Durch unpräzises Entfernen dieses P-Elements konnte keine Mhcl-mutante 

Fliegenlinie generiert werden, die Letalität der entstandenen Linien lässt sich nicht auf 

Störungen der Muskulatur zurückführen. Die durch FRT/FLP-basierte Rekombination 

erzeugte Fliegenlinie ΔMhcl ist larval letal, was aber nicht auf die Deletion von Akt1 

zurückzuführen ist. Es konnte nicht geklärt werden, auf welcher Störung die Letalität beruht, 

da ΔMhcl-Embryonen in keinem der analysierten Gewebe Unregelmäßigkeiten zeigen. 

5.1.3 Ein gegen ein Mhcl-Fragment generierter Antikörper detektiert im Drosphila-

Embryo unspezifisch die Muskelanheftungsstellen 

Um die Mhcl-Proteinlokalisation analysieren zu können, wurde ein Antikörper gegen ein C-

terminales Mhcl-Fragment generiert. Dafür wurden zunächst die entsprechenden 822 bp 

(pBB15, siehe Abb. 5.5) in einen E. coli-Expressionsvektor kloniert, der zur besseren Löslich-

keit des Proteins einen sogenannten Nus-Anhang und zur Detektierung einen His-Anhang 

enthält. Das Proteinfragment hat ein errechnetes Molekulargewicht von 32,6 kDa, mit den 

Anhängen sind etwa 100 kDa zu erwarten. Es wurden spezielle E. coli-Zellen zur Expression 

des Fusionsproteins induziert und dieses aus dem Zell-Lysat unter Verwendung des His-

Anhangs spezifisch aufgereinigt. Das beobachtete Molekulargewicht stimmte mit dem 

berechneten überein, zudem war die Aufreinigung erfolgreich, da große Mengen des 

Fusionsproteins in den Eluatfraktionen nachweisbar waren (Abb. 5.9 A4 - 6). Nachdem die 

hohen Imidazolkonzentrationen des Elutionspuffers durch Dialyse entfernt worden waren, 

wurden die Anhänge von einer Enterokinase entfernt, die an einem spezifischen Erkennungs-
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signal innerhalb des Vektors angreifen kann. Dies erfolgte über einen Zeitraum von etwa 

20 Stunden, wobei eine lineare Zunahme des Proteinfragments mit errechnetem 

Molekulargewicht zu beobachten war (Abb. 5.9 D1 bzw. D5, Pfeile). Methodische 

Schwierigkeiten verhinderten die Entfernung der abgespaltenen Anhänge aus der Suspension, 

sodass diese lediglich ankonzentriert und zur Immunisierung von zwei Kaninchen verwendet 

wurde (Immunisierung durchgeführt von Pineda – Antikörper-Service, Berlin). Die Seren 

wurden an Embryonen getestet, wobei sich zeigte, dass nur das aus Kaninchen 2 ein Muster in 

hitzefixierten Embryonen erzeugt, nach Formaldehydfixierung oder mit Serum aus 

Kaninchen 1 entsteht nur unspezifische Färbung (Daten nicht gezeigt).  

 

 

Abb. 5.9: Der gegen ein Proteinfragment generierte anti-Mhcl-Antikörper produziert nur 

unspezifische Färbung im Embryo 

Ein 100 kDa schweres Fusionsprotein, bestehend aus 32,6 kDa Mhcl-Fragment und mehreren 

Anhängen, wurde in E. coli ektopisch exprimiert und aus dem Zell-Lysat gereinigt. Große Mengen 

dieses Fusionsproteins befanden sich dabei in den Eluatfraktionen (Pfeil, A, 1: Durchfluss, 2, 3: 

Waschschritte 1 und 2, 4 - 7: Eluatfraktionen 1 - 4). Durch Enterokinasebehandlung wurden die An-

hänge des Fusionsproteins entfernt, es reicherte sich das Mhcl-Fragment an (Pfeile weisen auf Mhcl-

Fragment mit bzw. ohne Anhänge, D, 1: unbehandeltes Eluat, 2 - 7: mit Enterokinase behandeltes 

Eluat, entnommen nach 2: 2 h, 3: 4 h, 4: 8 h, 5: 24 h, 6: 16 h, 7: 20 h bei RT). Dieses Proteinfragment 

wurde zur Immunisierung von Kaninchen eingesetzt, wobei das daraus gewonnene Serum sowohl in 

wildtypischen Embryonen (B, C) als auch in ΔMhcl-Embryonen (E, F) das ZNS (B, E, Pfeile), die 

epidermalen Muskelanheftungsstellen (B, E, Pfeilköpfe) sowie die Mitteldarmmuskulatur (C, F, 

Pfeile) detektiert (verwendete Konzentration: anti-Mhcl (Kaninchen 2) 1 : 250 nach Aufreinigung 

mittels NHS-aktivierter Sepharose, 1 : 50 nach Aufreinigung mittels Protein-A-Sepharose und NHS-

aktivierter Sepharose). In B, C und E erfolgt der Blick auf die Embryonen von ventral. 

 

Um die spezifische Detektierung zu intensivieren, wurde das Serum mittels Protein-A-

Sepharose, welche alle IgGs erkennt, und NHS-aktivierter Sepharose, welche mit dem 

gereinigten Fusionsprotein gekoppelt worden war, aufgereinigt. Der so gereinigte anti-Mhcl-

Antikörper markiert das ZNS zwischen Stadium 12 und 17 (Abb. 5.9 B, Pfeil) sowie die 

epidermalen Muskelanheftungsstellen (Abb. 5.9 B, Pfeilkopf) und die Mitteldarmmuskulatur 
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(Abb. 5.9 C, Pfeil). Wie Immunhistologie an ΔMhcl-Embryonen zeigt, beruht diese Färbung 

allerdings nicht auf spezifischer Detektierung des endogenen Mhcl-Proteins (vgl. Abb. 5.9 E, 

F mit B, C). Wird UAS-Mhcl ektopisch in der Epidermis exprimiert, ist der Antikörper 

durchaus in der Lage, dieses spezifisch zu detektieren (Abb. 5.6 F, Pfeil). Auch das Muster, 

welches der Antikörper in Western-Blot-Analysen an aufgereinigtem Proteineluat zeigt, 

stimmt mit dem überein, welches durch den anti-His-Antikörper erzeugt wird (Abb. 5.10 3, 

2), die zusätzlichen Banden repräsentieren dabei wahrscheinlich Abbauprodukte. In 

embryonalen Proteinextrakten erkennt der anti-Mhcl-Antikörper mehrere Banden, zwei bei 

etwa 230 kDa, je eine bei 170 kDa, 105 kDa, 70 kDa und 67 kDa. Laut Flybase werden 

mehrere Isoformen des Proteins mit Molekulargewichten von 245 kDa, 242 kDa, 240 kDa, 

216 kDa, 129 kDa bzw. 107 kDa vorhergesagt. Da der unspezifische Nachweis auch für diese 

Methode nicht ausgeschlossen werden konnte, ist keine endgültige Aussage über tatsächlich 

gebildete Isoformen zu treffen. 

 
Abb. 5.10: Der anti-Mhcl-Antikörper erkennt 

spezifisch ein ektopisch exprimiertes Mhcl-

Fragment 

Ektopisch exprimiertes Mhcl-Fusionsprotein mit 

His-Anhang wird durch den anti-His-Antikörper 

spezifisch mit dem erwarteten Molekulargewicht 

von etwa 100 kDa detektiert (1, 2). Der anti-Mhcl-

Antikörper (verwendete Konzentration: 1 : 2 500 

nach Aufreinigung mittels NHS-aktivierter 

Sepharose) zeigt das gleiche Muster (3), in 

embryonalem Proteinextrakt werden mehrere 

distinkte Banden detektiert (4). 1 - 3: E. coli-Eluat 

des ektopisch exprimierten Fusionsproteins (1: 1 µl, 

2: 5 µl, 3: 0,03 µl), 4: 5 µl embryonaler 

Proteinextrakt 

 

In der Körperwandmuskulatur dritter Larven detektiert der Antikörper zwei distinkte Streifen, 

die an den Z-Scheiben-Marker sls-GFP angrenzten, aber nicht damit kolokalisieren (Daten 

nicht gezeigt), was an die Verteilung von Rols7 erinnert (Kreisköther et al., 2006). Ähnliches 

wurde für die Muskulatur von Teilen des männlichen Reproduktionstrakts sowie für die adul-

te abdominale Muskulatur gezeigt (Hornbruch, Masterarbeit 2010, J. Kuckwa, Protokoll zum 

MSc-Vertiefungsmodul 2010). Da die Spezifität des Antikörpers jedoch nicht gegeben ist und 

die Z-Scheiben häufig unspezifische Färbung aufgrund der höheren Proteindichte zeigen, ist 

nicht eindeutig zu entscheiden, ob Mhcl tatsächlich an dieser Stelle lokalisiert. 

Der gegen ein ektopisch in E. coli exprimiertes Proteinfragment generierte anti-Mhcl-

Antikörper detektiert das Protein in Western-Blot-Analysen und bei ektopischer Expression 

im Embryo, endogenes embryonales Protein hingegen wird nicht spezifisch erkannt. 
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5.1.4 Die ektopische Expression mehrerer UAS-Mhcl-Konstrukte ist im D. melanogaster-

Embryo nicht nachweisbar 

Da der produzierte anti-Mhcl-Antikörper das endogene embryonale Protein nicht spezifisch 

detektiert, wurde der von der cDNA GH15471 abgeleitete Mhcl-Leserahmen in den pUAST-

Expressionsvektor kloniert und mit einem einfachen Myc- bzw. Flag-Anhang versehen 

(pBB23 bzw. 48). Nach Etablierung transgener Fliegenlinien für pBB23 wurde die Ex-

pression des Fusionsproteins mit Hilfe passender Treiberstämme ektopisch in der Epidermis 

bzw. im Mesoderm induziert. Dies konnte allerdings weder auf Proteinebene mit anti-cMyc- 

oder anti-Mhcl-Antikörper, noch auf mRNA-Ebene mittels in situ-Hybridisierung gegen Mhcl 

nachgewiesen werden. Es konnte auch keine Auswirkung dieser ektopischen Expression im 

somatischen Mesoderm auf die Körperwandmuskulatur beobachtet werden (Daten nicht 

gezeigt). Ähnliches trifft auf ein Mhcl-Fragment inklusive Myc-Anhangs zu, welches den 

putativen coiled-coil-Bereich repräsentiert (pBB28 oder UAS-Mhcl
CC

-Myc, 2,3 kb des C-

terminalen Bereichs, Abb. 5.5). Da mit Hilfe dieses Bereichs wahrscheinlich die Homo-

dimerisierung von Mhcl stattfindet (Daum, Bachelorarbeit 2008), sollte dessen ektopische 

Expression funktionales endogenes Protein kompetitiv entfernen und so dominant-negativ 

wirken. Dass die Konstrukte prinzipiell funktional sind, konnte durch ektopische Expression 

der Fusionsproteine in Drosophila Schneider-Zellen und anschließender Western-Blot-Ana-

lyse der Proteinextrakte gezeigt werden (siehe 5.1.5). In einem weiteren Versuch wurde das 

Mhcl
CC

-Fragment mittels neuer Klonierungstechnik mit einem zehnfachen Myc-Anhang ver-

sehen, die Analyse der etablierten transgenen Fliegen konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht 

mehr abgeschlossen werden. Erste Experimente weisen allerdings darauf hin, dass Mhcl
CC

 

nicht als dominant-negative Version des Proteins wirkt, da ektopische Expression in der 

DMef2- bzw. twi-Domäne die Vitalität der Fliegen nicht beeinträchtigt (Daten nicht gezeigt). 

5.1.5 Die Interaktion zwischen Mhcl und Rols7 konnte nicht verifiziert werden 

5.1.5.1 Gendosisexperimente mit rols7- und ΔMhcl-defizienten Embryonen weisen nicht 

auf eine Interaktion dieser Proteine hin 

Da postuliert wurde, dass Mhcl ein Interaktionspartner von Rols7 ist, wurden die beiden 

Defizienzlinien, ΔMhcl und Df(3L)BK9, rekombiniert, um die Auswirkung der Deletion 

beider Gene analysieren zu können. Eine Verstärkung des Phänotyps der embryonalen 

Muskulatur würde hierbei den Ausfall des gleichen Signalwegs bedeuten und somit auf eine 

tatsächliche Interaktion hinweisen. Bei Betrachtung des β3-Tubulin-Nachweises in 

Df(3L)BK9 wird im somatischen Mesoderm das charakteristische Muster mit sich bildenden 

PCs und vielen unfusionierten FCMs deutlich (Rau et al., 2001, Menon and Chia, 2001, Chen 
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and Olson, 2001, Abb. 5.11 B, Pfeil). Df(3L)BK9, ΔMhcl-Embryonen zeigen ebenfalls dieses 

Muster (Abb. 5.11 D, Pfeil), während die Entfernung einer Kopie rols7 aus homozygoten 

ΔMhcl-Embryonen das wildtypische Muskelmuster (Abb. 5.11 A, E) sowie die epidermale 

Anheftung der somatischen Muskeln (Abb. 5.11 C, F, Pfeile) nicht stört. 

 

 

Abb. 5.11: Gendosisexperimente zwischen rols7 und Mhcl können die Interaktion der Proteine nicht 

verifizieren 

Immunhistologische Färbungen mit dem anti-β3-Tubulin-Antikörper verdeutlichen in Df(3L)BK9-

Embryonen das charakteristische Muskelmuster mit PCs und vielen unfusionierten Myoblasten (B, 

Pfeil), das gleiche gilt für Df(3L)BK9, ΔMhcl-Embryonen (D, Pfeil). Das Einbringen einer Kopie rols7 

in diese Embryonen stellt das wildtypische Muskelmuster (A, E) sowie die wildtypische Anheftung 

der somatischen Muskeln in die Epidermis (C, F, Pfeile) wieder her. 

 

5.1.5.2 Ektopisch in Zellkultur exprimierte Fusionsproteine lassen sich nachweisen 

Der globale Hefe-zwei-Hybridscreen, in welchem die mögliche Interaktion zwischen Mhcl 

und Rols7 beschrieben wurde, ist aufgrund der benutzten Methodik ein eher artifizielles 

System, da der Test in Hefezellen und mit Proteinmengen, die nicht dem endogenen Niveau 

entsprechen, durchgeführt wird. Um die Wahrscheinlichkeit eines falsch-positiven 

Ergebnisses zu verringern, wurde die Interaktion in einem gezielten Einzeltest verifiziert und 

auch Autoaktivierung durch das gefundene Mhcl-Fragment ausgeschlossen (Kreisköther, 

Dissertation 2005). Dieser Einzeltest wurde im Rahmen einer angegliederten Bachelorarbeit 

wiederholt, auch hier konnte die Interaktion verifiziert werden (Daum, Bachelorarbeit 2008). 

Trotzdem wurde versucht, die Interaktion zwischen Rols7 und Mhcl in einem anderen 

Testsystem zu verifizieren. Da die ektopische Expression von UAS-Mhcl in der Augen-

imaginalscheibe nicht zu einem Phänotyp im D. melanogaster-Auge führt (EY00454, siehe 

5.1.2.1), weshalb genetische Interaktionsstudien mittels dieses Systems unmöglich sind, 

wurden Vorbereitungen für Co-Immunopräzipitations-Studien getroffen. Dafür wurde 

zunächst die Funktionalität mehrerer zur Verfügung stehender UAS-Konstrukte in SL2-Zellen 
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und deren Nachweis mittels Western-Blot-Analyse untersucht, wobei das co-transfizierte act-

GAL4-Konstrukt für die Induktion der Expression verantwortlich ist. Die Transfektion von 

SL2-Zellen mit UAS-rols7-TAP (C. Stute, unpubliziert) ergab ein spezifisches Signal, dessen 

erwartetes Molekulargewicht von 227 kDa (inkl. 22 kDa des TAP-Anhangs) mit dem 

beobachteten übereinstimmte (Abb. 5.12 B, Pfeil). Gleiches gilt für die ektopische Expression 

von UAS-Mhcl-Myc (pBB23), UAS-Mhcl-Flag (pBB48,) sowie UAS-Mhcl
CC

-Myc (pBB28, 

Abb. 5.5) mit einem berechneten Molekulargewicht von 230 kDa bzw. 90 kDa, die mit anti-

Mhcl-Antikörper, aber nicht anti-cMyc- oder anti-Flag-Antikörper, nachgewiesen werden 

konnten (Abb. 5.12 A, Pfeile). 

 
Abb. 5.12: Ektopisch in Zellkultur exprimierte 

Fusionsproteine lassen sich per Western-Blot-

Analyse spezifisch nachweisen 

Es wurden SL2-Zellen mit unterschiedlichen 

UAS-Konstrukten in Kombination mit act-

GAL4 transfiziert und der daraus gewonnene 

Proteinextrakt mittels Western-Blot analysiert. 

Dabei detektieren die verwendeten Antikörper 

anti-CBP keinerlei unspezifische Bande (5), 

anti-Mhcl eine unspezifische Bande bei etwa 

240 kDa (1), die sich aber von den spezifischen 

unterscheidet. 1, 5: Proteinextrakt aus untrans-

fizierten Zellen, 2: Proteinextrakt aus mit 

pBB48 transfizierten Zellen (erwartetes Mole-

kulargewicht 230 kDa), 3: pBB23 (230 kDa), 

4: pBB28 (90 kDa), 6: UAS-rols7-TAP (227 kDa). Die spezifischen Banden sind durch Pfeile gekenn-

zeichnet. Anti-CBP-Antikörper (Calmodulin Binding Peptide) weist den TAP-Anhang nach. 

 

5.1.5.3 Durch Co-Immunopräzipitation erzielte Ergebnisse beruhen ausschließlich auf 

unspezifischen Reaktionen der benutzten Antikörper oder Agarosematrices 

Für die eigentlichen Co-Immunopräzipitations-Studien wurden die bereits beschriebenen 

Konstrukte UAS-rols7-TAP und UAS-Mhcl-Flag (pBB48) benutzt. Auf die Co-Transfektion 

der Konstrukte in SL2-Zellen, ebenfalls mit dem die Expression aktivierenden act-GAL4, und 

die Gewinnung der Proteinextrakte folgte die Immunopräzipitation des TAP-Anhangs mittels 

Calmodulin-Affinitäts-Matrix bzw. IgG-Agarose-Matrix, die die beiden Fragmente des TAP-

Anhangs, Calmodulin-bindendes Peptid bzw. Protein-A, spezifisch erkennen. Anschließend 

wurde mittels Western-Blot-Analysen die Bindung von Rols7-TAP an die entsprechende 

Matrix sowie eine evtl. Interaktion zwischen Rols7 und Mhcl überprüft. Dabei stellte sich 

heraus, dass Mhcl mittels seiner Calmodulin-bindenden IQ-Domänen an die Calmodulin-

Affinitäts-Matrix bindet, weshalb diese für einen spezifischen Interaktionsnachweis nicht 

benutzt werden kann (Daten nicht gezeigt). Andererseits produziert die IgG-Agarose-Matrix 
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in Kombination mit UAS-rols7-TAP eine unspezifische Bande bei etwa 230 kDa, die auch bei 

Verwendung des anti-Mhcl-Antikörpers detektiert wird (Abb. 5.13 3). Da das benutzte Mhcl-

Konstrukt ein ähnliches Molekulargewicht aufweist (Abb. 5.12 A), konnte der Interaktionstest 

an dieser Stelle nicht weitergeführt werden, auch wenn die entsprechende Bande etwas stärker 

erschien. Alternative Konstrukte zur ektopischen Expression von Rols7 sind nicht funktional 

(Daten nicht gezeigt) und die benutzten UAS-Mhcl-Konstrukte mittels der verwendeten 

Anhänge nicht nachweisbar (siehe 5.1.5.2), sodass der Test nicht abgeschlossen werden 

konnte. Ferner zeigte sich, dass auch bei Verwendung von Myc- bzw. HA-gekoppelten 

Matrices in Kombination mit UAS-rols7-TAP starke unspezifische Banden detektiert werden 

(Daten nicht gezeigt). 

 
Abb. 5.13: Aufgrund unspezifischer Kreuzreakti-

vität sind die Co-Immunopräzipitations-Studien 

zwischen Rols7 und Mhcl nicht auswertbar 

Proteinextrakte aus SL2-Zellen, die jeweils mit 

act-GAL4 co-transfiziert worden waren, wurden 

mittels IgG-Agarose-Matrix immunopräzipitiert 

und per Western-Blot analysiert. Der spezifische 

Nachweis geschah mittels anti-Mhcl-Antikörper 

(Mhcl) bzw. anti-CBP-Antikörper (TAP-

Anhang). Dabei wurde deutlich, dass beide 

Antikörper auch bei Verwendung der Matrix mit 

UAS-Mhcl-Flag- bzw. act-GAL4-Proteinextrakt 

einige unspezifische Banden detektieren (1, 4 

bzw. nicht gezeigt), allerdings nicht auf Höhe der 

untersuchten Proteine. An UAS-rols7-TAP/UAS-

Mhcl-Flag-Proteinlysat wurde spezifisch das eingesetzte Rols7-Protein gezeigt (5, Pfeil). Die in 

diesem Ansatz mit dem anti-Mhcl-Antikörper detektierte Bande auf Höhe des Mhcl-Proteins, die eine 

Interaktion beweisen würde (2, Pfeil) ist allerdings auch ohne UAS-Mhcl-Flag detektierbar (3, Pfeil). 

6: UAS-rols7-TAP-Proteinextrakt. 

 

Die postulierte Interaktion zwischen Rols7 und Mhcl konnte weder durch Gendosis-

experimente noch durch Co-Immunopräzipitations-Studien verifiziert werden. Im ersten Fall 

hat die Deletion des einen Gens keine Auswirkung auf die Funktion des anderen während der 

Myogenese, im zweiten wird die Auswertung durch unspezifische Banden im Bereich der 

untersuchten Proteine unmöglich gemacht. 

5.1.6 Der putative Promotorbereich von Mhcl kann nicht verifiziert werden 

5.1.6.1 RT-PCR-Experimente deuten auf mindestens eine Mhcl-mRNA hin, die länger als 

vorhergesagt ist 

Laut Flybase werden durch Kombination unterschiedlicher Exons sechs Mhcl-Isoformen 

gebildet (siehe Abb. 5.5). Allerdings wird nur für eine dieser Isoformen ein 5´-UTR-Bereich 
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der mRNA vorhergesagt. Da in diesem Bereich aber wichtige translationsregulatorische 

Schritte stattfinden, erscheint es eher ungewöhnlich, dass das START-Codon auch gleich-

zeitig den Beginn der mRNA markiert (Le Quesne et al., 2010, van der Velden and Thomas, 

1999, Wilkie et al., 2003). Um zu überprüfen, ob sich die drei längsten mRNAs (Mhcl-RA, -

RB, -RG) über den vorhergesagten Bereich hinaus erstrecken, wurden RT-PCR-Analysen 

durchgeführt. Dazu wurde jeweils gesamte RNA und polyA
+
-RNA benutzt, die aus 

wildtypischen Embryonen, dritten Larven und Fliegen gewonnen worden war. Die Primer 

wurden so gewählt, dass das resultierende PCR-Produkt ein Intron von 62 bp Länge 

überspannt (Abb. 5.14 A), wodurch das die mRNA repräsentierende Amplifikat anhand der 

Größe identifiziert werden kann. Der verwendete Primer d wurde gegen den potenziellen 

5´-UTR-Bereich gerichtet. Es zeigte sich, dass in allen drei Entwicklungsstadien mRNA-

Bereiche nachweisbar sind, die über die vorhergesagte Region hinausgehen (Abb. 5.14 B, C, 

7 - 9) und in ihrer Größe jeweils der Erwartung entsprechen. Die Konzentration der isolierten 

RNAs war nach einer groben gelelektrophoretischen Abschätzung vergleichbar, die 

Amplifikatmengen zeigen tendenziell, dass die embryonalen Transkriptmengen am höchsten 

(Abb. 5.14 B, C, 1, 4, 7) und die larvalen am geringsten sind (2, 5, 8). Dies entspricht Daten, 

die auf der Auswertung sogenannter Microarrays beruhen (Flybase). 

Um einen Hinweis auf tatsächlich gebildete mRNAs zu bekommen, wurden drei Fragmente 

des Gens (Abb. 5.5, pBB10 - 12), die in drei, einer oder allen sechs Isoformen enthalten sind, 

kloniert. Gegen diese Bereiche sowie das Fragment der anti-Mhcl-Antikörper-Generierung 

(pBB15) wurden RNA-Sonden für die Durchführung von in situ-Hybridisierungen erstellt. 

Dabei wurde ersichtlich, dass nur die Sonden, die gegen alle sechs Isoformen gerichtet sind 

(pBB11, 15) ein Transkriptmuster detektieren, welches dem schon beschriebenen sehr ähnlich 

ist (vgl. Abb. 5.14 D, E mit Abb. 5.1 D). Mit den Sonden, die die mRNAs einer bzw. dreier 

Isoformen detektieren, kann keine spezifische Färbung erzielt werden (Daten nicht gezeigt). 

Die Analyse der vitalen Fliegenlinie c05149 zeigte, dass die P-Element-Insertion in einem 

von vier Isoformen geteilten Intron weder die wildtypische Mhcl-mRNA-Verteilung noch das 

Muskelmuster stört (Daten nicht gezeigt). Die Fliegenlinie e03696 hingegen, die eine P-

Element-Insertion in einem von fünf Isoformen geteilten Intron enthält, ist nur eingeschränkt 

vital, homozygote P-Element-Embryonen zeigen eine schwächere Mhcl-Expression im 

Vergleich zu wildtypischen Embryonen (Abb. 5.14 F) sowie ein ebenfalls wildtypisches 

Muskelmuster (Daten nicht gezeigt). Diese Erkenntnisse passen zu Daten, welche an ΔMhcl-

Embryonen gewonnen wurden (siehe 5.1.2.2). 
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Abb. 5.14: Es werden unterschiedliche Mhcl-mRNA-Isoformen gebildet, die teilweise länger als 

postuliert sind 

RT-PCR-Experimente an gesamter RNA (B) und poly-A
+
-RNA (C) zeigen, dass Teile der Mhcl-

mRNA länger als vorhergesagt sind, da auch die Primerkombination a + d noch ein Amplifikat liefert 

(A - C, a: oBB57, b: oBB56, c: oBB55, d: oBB59; 1, 4, 7: embryonale RNA, 2, 5, 8: RNA aus dritten 

Larven, 3, 6, 9: RNA aus Fliegen; 1-3: a + b, erwartete Fragmentlänge 380 bp gesamte RNA/442 bp 

poly-A
+
-RNA, 4-6: a + c, 493 bp/555 bp, 7-9: a + d, 542 bp/604 bp). Sonden gegen zwei C-terminale 

Bereiche von Mhcl zeigen das gleiche mRNA-Verteilungsmuster wie bereits beschrieben (D, E). Die 

Mhcl-Expression in e03696-Embryonen scheint schwächer als in wildtypischen Embryonen (F). 

 

5.1.6.2 Der putative Promotorbereich von Mhcl kann die Expression eines 

Reportergenkonstrukts nicht aktivieren 

Für die Regulation verschiedener mesodermal exprimierter Gene ist bekannt, dass deren 

Promotoren häufig stromaufwärts des Gens und des Transkriptionsstarts lokalisiert sind 

(Kesper, Dissertation 2005, Philippakis et al., 2006). Um einen tieferen Einblick in die 

Organisation des Mhcl-Lokus zu bekommen, wurde der gesamte, etwa 1,6 kb große, 

genomische Bereich zwischen dem jeweils ersten Exon von Mhcl und Akt1 (Abb. 5.5) in 

einen Reportergenvektor kloniert (pBB21). Falls in diesem Bereich einer der Mhcl-

Promotoren liegt, sollte dieses Fragment in der Lage sein, die Expression des Reportergens 

β-Galaktosidase zu aktivieren, eine Aktivierung durch den Akt1-Promotor ist aufgrund der 

Direktionalität auszuschließen. Es wurden transgene Fliegenlinien für dieses Konstrukt 

etabliert. Der durchgeführte immunhistologische Nachweis von β-Galaktosidase zeigte 

allerdings keine spezifische Expression (Daten nicht gezeigt). 

Es wurde gezeigt, dass es mindestens eine Mhcl-mRNA gibt, die sich stromaufwärts über das 

erste postulierte Exon hinaus erstreckt, was auf das Vorhandensein eines 5´-UTR-Bereichs 

hindeutet. Der genomische Bereich, in welchem der Promotor für diese mRNA vermutet 

wurde, kann die Expression eines Reportergens nicht aktivieren. Der Promotor befindet sich 

voraussichtlich in einem weiter stromaufwärts gelegenen Teil des Genoms, seine genaue 
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Position konnte allerdings nicht bestimmt werden, da der Transkriptionsstart nicht 

identifiziert wurde. Weitere Experimente befürworten die Expression unterschiedlicher 

Isoformen des Gens, wahrscheinlich durch Nutzung unterschiedlicher Promotoren. 

5.1.7 Die Analyse potenzieller Mhcl-Interaktionspartner lieferte keinen Aufschluss über 

die Beteiligung des Proteins an bestimmten Signalwegen 

Da es über die mögliche Funktion von Mhcl während der Myogenese keine Informationen 

gab, wurde versucht, über die Analyse potenzieller Interaktionspartner einen Anhaltspunkt 

über die Beteiligung an bestimmten Signalwegen zu bekommen. Dafür wurden aus 

Datenbanken, welche zumeist auf globalen Hefe-Interaktionstests beruhen, sieben postulierte 

Interaktionspartner zur näheren Analyse ausgewählt. Neben DCrk, welches schon als 

Interaktionspartner für myogeneserelevante Proteine beschrieben ist, waren dies die Proteine 

26-29-p (26-29kD-Proteinase), welches beispielsweise als Endopeptidase fungieren könnte 

und CanB (Calcineurin B), das wahrscheinlich Ca
2+

-Ionen oder Calmodulin bindet und z. B. 

den Kernimport reguliert. Außerdem wurde das Signaltransduktionsprotein Cka (Connector 

of Kinase to AP-1), sowie Flw (Flapwing), eine Myosin-Phosphatase, welche beispielsweise 

Transportmechanismen bzw. die Entwicklung adulter Muskulatur beeinflusst, ausgewählt. 

Desweiteren wurden Experimente durchgeführt, die das Membrantransport-Protein Scamp 

und Wts (Warts), einen Regulator der Zellproliferation, betreffen (Tabelle 1, Flybase). 

Es wurden in situ-Hybridisierungen mit Sonden durchgeführt, die gegen cDNAs dieser Gene 

gerichtet waren. Sollten die Proteine tatsächlich mit Mhcl interagieren, wäre eine zeitlich und 

gewebespezifisch überlappende Expression zu erwarten. Allerdings konnte für keines der 

Gene eine spezifische mesodermale Expression detektiert werden (Tabelle 1, Daten nicht 

gezeigt). Die hier beschriebenen Expressionsmuster von 26-29-p, CanB und flw verifizieren 

Daten von BGDP, für DCrk wurde, anders als in dieser Arbeit beobachtet, ein spezifisches 

Expressionsmuster in vielen embryonalen Geweben bereits berichtet (Galletta et al., 1999). Es 

ist davon auszugehen, dass dies nach Optimierung der Hybridisierungs-Parameter ebenfalls 

erreicht werden kann. Mittels Northern-Blot-Analyse ist die wts-mRNA während der 

gesamten Embryogenese nachweisbar (Xu et al., 1995), in der vorliegenden Arbeit konnte 

keine Aussage über die Expression des Gens getroffen werden, da Kontrollfärbungen immer 

mehr Signal zeigten als das eigentliche Experiment. Über die mRNA-Verteilung von Cka ist 

bisher nichts bekannt. Scamp kodiert ein Protein, das vielfältige Funktionen, z. B. während 

des Vesikeltransports, bei der Neurotransmitter-Ausschüttung und für das Langzeitgedächtnis 

ausübt (Fernández-Chacón and Südhof, 2000, Hubbard et al., 2000, Littleton, 2000, Zhao et 

al., 2009) und daher auch in diesen Geweben nachweisbar sein sollte.  



5. Ergebnisse 

  74 

Tabelle 1: Überblick über analysierte, potenzielle Interaktionspartner von Mhcl 
 

Genname verwen-

dete 

cDNA 

Expressionsmuster analysierte 

Fliegenlinie 

Auffälligkeiten 

im somatischen 

Mesoderm 

26-29kD-

proteinase 

(26-29-p) 

RE18380 maternale Komponente, 

bis etwa Stadium 10 in 

den Polzellen 

P{lacW}26-29-p
s3635

, 

letale Insertion 

nein 

Calcineurin 

B (CanB) 

 

RH02643 wahrscheinlich 

maternale Komponente, 

ab Stadium 15 im ZNS  

n. d. n. d. 

Connector 

of kinase to 

AP-1 (Cka) 

 

LD41760 wahrscheinlich 

maternale Komponente, 

bis Stadium 14 

ubiquitär, danach 

spezifisch 

ausschließlich im ZNS 

P{PZ}Cka
05836

, letale 

P-Insertion im 

5´-UTR 

 

 

P{lacW}Cka
s1883

, 

letale P-Insertion 

wenige 

unfusionierte 

FCMs, leichte 

Anheftungs-

defekte;  

nein 

DCrk 

 

RE60886 ubiquitär Df(4)ED6369 

P{SUPor-

P}Crk
KG00336

, P-

Insertion im 5´-UTR 

nein 

nein 

flapwing 

(flw) 

GH05039 ubiquitär P{lacW}flw
G0172

, 

letale P-Insertion im 

5´-UTR 

nein 

Scamp RH68403 maternale Komponente; 

endodermal oder 

ubiquitär 

Scamp-RNAi 

 

jeweils vital, 

keine 

Auffälligkeiten 

warts (wts) SD19495 n. a. wts
3-17

, letales Allel n. a. 

Legende: n. d.: nicht durchgeführt; n. a.: nicht auswertbar; benutzte Treiberlinien für die Expression 

von Scamp-RNAi: 1151-GAL4, sns-GAL4, rP298-GAL4, DMef2-GAL4; UAS-Dcr2 

 

Obwohl das Expressionsmuster keines der untersuchten Gene mit dem von Mhcl 

übereinstimmt und sogar teilweise eine spezifische mRNA-Verteilung in anderen Geweben 

gezeigt werden konnte, wurden, soweit erhältlich, Letalität verursachende Allele oder P-

Element-Insertionslinien analysiert. Dabei waren, abgesehen von einer Ausnahme, keine 



5. Ergebnisse 

  75 

Phänotypen hinsichtlich des somatischen Mesoderms oder der Mitteldarmmorphologie zu 

erkennen (Tabelle 1, Daten nicht gezeigt). Da P{PZ}Cka
05836

-Embryonen nur leichte Defekte 

zeigen und die Embryonen der P-Insertionslinie P{lacW}Cka
s1883

 ebenfalls ein wildtypisches 

Muskelmuster aufweisen, ist davon auszugehen, dass der Verlust von Cka maximal leichte 

Defekte hervorruft. Ob Wts essentiell für die somatische Myogenese ist, konnte nicht 

ausgewertet werden, da nur sehr wenige mutante Embryonen zu beobachten waren. Da keine 

Scamp-mutante Fliegenlinie erhältlich ist, wurden Experimente mittels RNAi (Interferenz) 

durchgeführt, wobei diese mit unterschiedlichen Treiberlinien in verschiedenen Geweben 

induziert wurde. Dafür wurden sns-GAL4, rP298-GAL4, DMef2-GAL4; UAS-Dcr2 und 

1151-GAL4, welcher in der adulten Flugmuskulatur aktiv ist, benutzt. Alle Nachkommen 

dieser Kreuzungen sind vital und zeigen keine äußerlich sichtbaren Auffälligkeiten. Ähnliche 

Versuche zeigen, dass die Induktion von RNAi im Embryo nicht bzw. nur sehr unzureichend 

funktioniert, des Weiteren werden häufig falsch-positive Ergebnisse erzielt (D. Buttgereit, Ch. 

Hornbruch, persönliche Mitteilung). Aufgrund dessen müssen diese Resultate vorsichtig 

interpretiert und durch passende Kontrollexperimente verifiziert werden. 

Da für DCrk bereits eine Funktion während der somatischen Myogenese angenommen wird 

(Abmayr and Kocherlakota, 2006), wurde die mögliche Interaktion des Proteins mit Mhcl 

genauer analysiert. Aufgrund der Lage auf dem vierten Chromosom sind keine mutanten 

Fliegenlinien für DCrk erhältlich, weshalb eine membrangebundene, myristylierte Form des 

Proteins ektopisch im Mesoderm exprimiert wurde. Dabei wurden die schon veröffentlichten 

leichten Fusions- und Anheftungsdefekte verifiziert (Abmayr and Kocherlakota, 2006, Daten 

nicht gezeigt). Erste Analysen zeigten keine Verstärkung des Phänotyps durch ΔMhcl (Daten 

nicht gezeigt). Die Induktion der DCrk-RNA-Interferenz mit Hilfe des 1151-GAL4-, sns-

GAL4- oder rP298-GAL4-Treiberstamms führt zu vitalen Nachkommen ohne äußerlich 

sichtbare Veränderungen. Bei Benutzung der Treiberlinie DMef2-GAL4; UAS-Dcr2 sind die 

Nachkommen nicht vollständig pupal letal und die männliche Schlupfrate ist stark verringert. 

Dies könnte auf die X-chromosomale Insertion von UAS-Dcr2 zurückzuführen sein, wodurch 

die hemizygoten Männchen stärker von der Interferenz betroffen sind als die heterozygoten 

Weibchen. Die meisten der geschlüpften Tiere sind nicht in der Lage, ihre Flügel zu entfalten. 

Eine sehr vorläufige Analyse der adulten thorakalen und abdominalen Muskulatur ergab aber 

keine Auffälligkeiten (Daten nicht gezeigt). Abschließend wurde die mögliche Interaktion von 

DCrk und Mhcl per Co-Immunopräzipitation überprüft. Dazu wurden SL2-Zellen zur Expres-

sion der Konstrukte UAS-Mhcl-Flag und UAS-DCrk-HA induziert und evtl. auftretende 

Komplexe mit Hilfe des HA-Anhangs isoliert. Der anti-HA-Antikörper ist in Western-Blot-
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Analysen in der Lage, spezifisch das Fusionsprotein zu detektieren, sowohl bei Verwendung 

von Proteinextrakten aus Zellen, die UAS-DCrk-HA alleine als auch zusammen mit UAS-

Mhcl-Flag exprimieren (Abb. 5.15 A, B, Pfeile). Der anti-Mhcl-Antikörper detektiert bei Co-

Expression eine schwache Bande, die das Mhcl-Protein repräsentieren und auf eine mögliche 

Interaktion hinweisen könnte (Abb. 5.15 C, Pfeil). 

 
Abb. 5.15: Co-Immunopräzipitationsstudien 

deuten auf eine Mhcl-DCrk-Interaktion hin 

Es wurden Western-Blot-Analysen an Pro-

teinextrakten aus SL2-Zellen durchgeführt. 

Der anti-HA-Antikörper erkennt spezifisch 

das DCrk-HA-Fusionsprotein (berechnetes 

Molekulargewicht: 35 kDa, 2, 4, Pfeile). 

Nach Co-Immunopräzipitation mittels HA-

Agarose-Matrix (3 - 6) detektiert der anti-

Mhcl-Antikörper eine Bande, die Mhcl 

entsprechen könnte, welches mit DCrk 

interagiert (6, Pfeil). 1: untransfizierte Zellen, 

2: UAS-DCrk-HA exprimierende Zellen, 3, 

5: UAS-Mhcl-Flag exprimierende Zellen, 4, 

6: UAS-Mhcl-Flag und UAS-DCrk-HA exprimierende Zellen (jeweils Co-Expression mit act-GAL4) 

 

Da alle untersuchten Gene nicht spezifisch mesodermal exprimiert werden und auch keine der 

analysierten Mutanten zu einer Störung des somatischen Muskelmusters führt, konnte keiner 

der potenziellen Interaktionspartner für Mhcl eindeutig verifiziert werden. Für die Interaktion 

mit DCrk gibt es zwar einen Anhaltspunkt anhand der Co-Immunopräzipitation, dies kann 

aber aufgrund der beschriebenen Probleme allenfalls als weiterer Hinweis gewertet werden. 

Es gilt zu beachten, dass genetische Experimente eine Interaktion nicht unbedingt bestätigen. 

5.1.8 Das Protein Zipper agiert während der Keimstreif-Verlängerung und der 

Myoblastenfusion in Redundanz zu Mhcl 

5.1.8.1 zip2-mutante Embryonen zeigen maximal leichte Defekte während der 

Embryogenese 

ΔMhcl-Embryonen zeigen zwar keinerlei Defekte, allerdings wird das Gen spezifisch im 

somatischen und viszeralen Mesoderm exprimiert, weshalb zu vermuten ist, dass das Protein 

dort auch eine Funktion ausübt. Daher wurde die Möglichkeit eines Redundanzpartners in 

Betracht gezogen, der bei Funktionsausfall die Aufgaben von Mhcl übernimmt. Aus den 

zwölf weiteren D. melanogaster-Myosinen wurden zunächst zwei zur näheren Analyse heran-

gezogen, Myo95E und Zip (Zipper). Bisher wurde weder die mRNA- noch die Proteinver-

teilung von Myo95E beschrieben, das in die Klasse IC der Myosine eingruppiert wird. Das 

Protein weist etwa 21 % Sequenzidentität zu Mhcl auf und bildet aller Voraussicht nach 
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neben der Motordomäne noch zwei IQ-Domänen (Blast, Smart). Durchgeführte in situ-Hybri-

disierungen mit Sonden, die gegen die cDNA erstellt wurden, deuten auf eine Expression im 

ZNS hin (Daten nicht gezeigt). Es wurden ΔMhcl, P{EPgy2}Myo95E
EY22671

- doppelmutante 

Fliegen per Rekombination erzeugt und die Embryonen analysiert. Wie in den einzelmutanten 

Embryonen wies das durch den anti-β3-Tubulin-Antikörper sichtbar gemachte somatische 

und viszerale Muskelmuster keinerlei Störungen auf (Daten nicht gezeigt).  

Das Protein Zip ist ein nicht-muskelspezifisches Myosin der Klasse II. Es ist das Myosin mit 

der höchsten Sequenzidentität zu Mhcl, die etwa bei 30 % liegt, und bildet wahrscheinlich 

eine Motordomäne, eine IQ-Domäne sowie einen C-terminalen coiled-coil-Bereich aus (Blast, 

Smart, Tzolovsky et al., 2002). Eigene in situ-Hybridisierungen mit Sonden, die gegen die 

cDNA abgeleitet wurden, zeigen eine mehr oder weniger ubiquitäre Verteilung der mRNA 

(Daten nicht gezeigt). Es wurde bereits beschrieben, dass das maternal zur Verfügung 

gestellte Protein u. a. eine Rolle während des Dorsalschlusses, bei der Wegfindung der Axone 

und der Kopfeinstülpung spielt (Flybase, Young et al., 1993). Vor einigen Jahren wurde 

gezeigt, dass Zip an den Muskelenden lokalisiert und eine wichtige Komponente der larvalen 

Z-Scheiben darstellt. Es wurde postuliert, dass das Protein für die strukturelle Integrität der 

Sarkomere verantwortlich ist, da zip-defiziente Embryonen keine funktionalen Muskeln 

aufbauen (Bloor and Kiehart, 2001). Zur weiteren Analyse wurde das zip
2
-Allel verwendet, 

für das neben den allgemeinen zip-Phänotypen auch ein Fehlen der sogenannten VA-Muskeln 

(ventrale acute) 1 bis 3 berichtet wurde (Bloor and Kiehart, 2001). Eigene Untersuchungen 

zeigten ein wildtypisches somatisches Muskelmuster (Abb. 5.16 A), auch die VA-Muskeln 

1 - 3 erschienen, im Rahmen auftauchender Fixierungsartefakte, wildtypisch (Abb. 5.16 C, F, 

Pfeile). Der Dorsalschlussdefekt war klar zu erkennen, wohingegen sich sowohl das Herz als 

auch der Mitteldarm und die terminalen Z-Scheiben wildtypisch entwickelten (Abb. 5.16 B, 

D, E, Pfeile). Da mit Hilfe der anti-Kettin-Antikörperfärbung eigentlich die Bildung der 

Sarkomere nachvollziehbar sein müsste, sollten hier die für zip
2
-Mutanten missgebildeten 

Sarkomere sichtbar werden. Allerdings wurde schon gezeigt, dass diese Strukturen auch in 

wildtypischen Embryonen nicht zu erkennen sind (siehe 5.1.2.2). 
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Abb. 5.16: zip2

-mutante Embryonen weisen einen Dorsalschlussdefekt auf, andere analysierte Gewebe 

erscheinen wildtypisch 

Mittels Immunhistologie gegen β3-Tubulin wurde gezeigt, dass die mutanten Embryonen den Dorsal-

schluss nicht korrekt durchführen (B, Pfeil), die somatische Muskulatur erscheint hingegen 

wildtypisch (A). Anders als berichtet können im Vergleich zu wildtypischen Embryonen keine 

spezifischen Störungen in den VA-Muskeln 1 - 3 beobachtet werden (C, F, Pfeile). Der Mitteldarm ist, 

genauso wie die Anheftung der somatischen Muskeln in die Epidermis, korrekt ausgebildet (D, E, 

Pfeile, Nachweis mittels anti-Fasciclin III- bzw. anti-Kettin-Antikörper). In B erfolgt der Blick auf den 

Embryo von schräg dorsal, in C, D und F von schräg ventral. 

 

5.1.8.2 zip
2
; ΔMhcl-doppelmutante Embryonen zeigen neben einer starken Störung der 

allgemeinen Morphologie auch eine reduzierte somatische Fusionsrate 

Um zu überprüfen, ob Zip tatsächlich der Redundanzpartner von Mhcl ist, wurde eine doppel-

mutante Fliegenlinie aus zip
2
 und ΔMhcl erstellt und immunhistologisch analysiert. Dabei war 

auffällig, dass diese Embryonen ein breites Spektrum an Phänotypen aufweisen, von beinahe 

wildtypisch bis fast komplett zerstört (Abb. 5.17). Teilweise sind die Embryonen gar nicht 

mehr als solche erkennbar, außerdem können viele unbefruchtete Eier beobachtet werden. Je 

nach Zerstörungsgrad der Tiere, der sich von posterior nach anterior ausdehnt (Abb. 5.17 L, 

Pfeil), ist Folgendes zu beobachten: die Embryonen sind nicht in der Lage, den Dorsalschluss 

abzuschließen (Abb. 5.17 E, Pfeilkopf), was auf das verwendete zip
2
-Allel zurückzuführen ist, 

oder den Keimstreif korrekt zurückzuziehen (Abb. 5.17 D, Pfeil). Häufig erscheinen die Tiere 

um die eigene Achse verdrillt (Daten nicht gezeigt). In der somatischen Muskulatur werden 

ebenfalls vielfältige Phänotypen deutlich, die Muskeln erscheinen verkürzt, fehlorientiert oder 

spindelförmig zulaufend (Abb. 5.17 B, Pfeil, Pfeilkopf), teilweise weist das Muskelmuster 

große Löcher auf (Abb. 5.17 C, Pfeil). Es konnten viele Zellen beobachtet werden, die anhand 

ihrer Morphologie und des Nachweises der lmd-mRNA als FCMs identifiziert wurden 

(Abb. 5.17 F, Pfeil, L, Pfeilkopf). Das durch den anti-Kettin-Antikörper erzeugte Muster in 

den Stadien 11 bis 14 unterscheidet sich neben den verstärkt auftretenden FCMs und den auf 
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die allgemeine Morphologie der Tiere zurückzuführenden Störungen kaum von dem 

wildtypischer Embryonen, evtl. sind teilweise die FCs/wachsenden Muskeln stärker gefärbt 

(Daten nicht gezeigt). 

 

 

Abb. 5.17: zip2; ΔMhcl-doppelmutante Tiere zeigen Störungen in vielfältigen Geweben 

Doppelmutante Embryonen zeigen keinen einheitlichen Phänotyp, es treten fast wildtypische (A) und 

in allen Geweben stark gestörte Tiere auf, dabei setzt sich die Störung von posterior nach anterior fort 

(L, Pfeil). Häufig sind eine Verzögerung des Keimstreifrückzugs (D, Pfeil) sowie der fehlende 

Dorsalschluss (E, Pfeilkopf) zu beobachten. In der somatischen Muskulatur zeigen sich verkürzte, 

fehlorientierte oder spindelförmige Muskeln (B, Pfeil, Pfeilkopf), teilweise können große Lücken im 

Muskelmuster beobachtet werden (C, Pfeil). Es fallen viele unfusionierte FCMs auf (F, Pfeil), deren 

Identität durch Nachweis der lmd-mRNA verifiziert wurde (L, Pfeilkopf). Die Anheftung der 

somatischen Muskeln an die Epidermis findet korrekt statt (I, Pfeil). Das Band des viszeralen 

Mesoderms ist häufig lückenhaft (G, Pfeil), die Darmmuskulatur fehlt komplett oder teilweise (H, 

Pfeil) oder ist missgebildet (E, Pfeil). Das ZNS zeigt ebenfalls Störungen, welche sich stärker auf die 

longitudinal verlaufenden Konnektive als auf die Kommissuren auswirken (J, K, Pfeile). In K erfolgt 

der Blick auf den Embryo von ventral, in L von schräg dorsal. 

 

Das viszerale mesodermale Band, sichtbar gemacht durch den anti-Fasciclin III-Antikörper, 

ist oft unterbrochen, teilweise zeigen die Embryonen, zumindest in manchen Bereichen des 

Mitteldarms, kein viszerales Mesoderm (Abb. 5.17 G, H, Pfeile). Auch das ZNS, welches 

mittels anti-BP102-Antikörper dargestellt wird, ist zerstört, wobei die longitudinal 
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verlaufenden Konnektive stärker gestört erscheinen als die Kommissuren (Abb. 5.17 J, K, 

Pfeile). Bei Tieren mit weniger starkem Phänotyp konnte eine korrekte Anheftung der 

somatischen Muskeln an die Epidermis beobachtet werden (Abb. 5.17 I, Pfeil), wie schon bei 

zip
2
-Embryonen beschrieben war die vermutlich fehlerhafte Bildung der larvalen Sarkomere 

nicht detektierbar. Mit Hilfe von Immunhistologie gegen Tinman konnte gezeigt werden, dass 

das Herz zwar spezifiziert, durch die gestörte Morphologie aber ebenfalls nicht korrekt 

gebildet wird (Daten nicht gezeigt). 

 
Abb. 5.18: Anti-Even-

skipped-Antikörperfärbung-

en zeigen eine reduzierte 

mesodermale Fusionsrate in 

zip2; ΔMhcl-Embryonen 

Dieser Antikörper markiert 

pro Hemisegment zwei 

Pericardzellen (Pfeilköpfe) 

sowie die Kerne des sich 

bildenden DA-Muskels 1 (A, 

C). Doppelmutante Embry-

onen zeigen meist zwei- bis 

vierkernige Muskeln (B, 

Pfeil), die in etwa 25 % der 

Fälle auftauchenden Kern-

anhäufungen (D) sind wahr-

scheinlich auf fehllokalisierte Zellkerne anderer Hemisegmente zurückzuführen. 

 

Alle analysierten Gewebe scheinen korrekt spezifiziert zu werden und nur aufgrund der mor-

phologischen Besonderheiten der Embryonen nicht ihre wildtypische Struktur auszubilden. 

Ob die Störungen der somatischen Muskulatur ausschließlich auf diesen sekundären Effekt 

zurückzuführen sind oder die unfusionierten FCMs auf einen Defekt der Myoblastenfusion 

hinweisen, wurde mittels Immunhistologie gegen Eve (Evenskipped) untersucht. Der Trans-

kriptionsfaktor Eve ist zwischen Stadium 11 und 16 pro Hemisegment in je zwei Pericard-

zellen (Abb. 5.18, Pfeilköpfe), sowie dem Kern der FC für den DA (dorsal acute)-Muskel 1 

nachweisbar (Abb. 5.18 A, Pfeil). Nach Fusion mit dieser FC exprimieren alle FCM-Kerne 

ebenfalls eve, sodass gegen Ende der Embryogenese die charakteristische Form dieses 

Muskels erkennbar ist (Abb. 5.18 C, Pfeil). zip
2
; ΔMhcl-Embryonen zeigen auch am Ende der 

Embryogenese meist nur zwei bis drei Eve-positive Kerne pro Hemisegment (Abb. 5.18 B, 

Pfeil), was dafür spricht, dass diese Tiere nur die erste Fusionsphase abschließen können. In 

etwa 25 % der doppelmutanten Tiere sind Eve-positive Kerne zu erkennen, die sich zu Grup-

pen anordnen (Abb. 5.18 D, Pfeil). Dies spricht hingegen für einen korrekten Fusionsablauf, 

ist aber nur in Embryonen zu beobachten, deren allgemeine Morphologie extrem gestört ist. 

Bei näherer Betrachtung zeigte sich, dass diese Kern-Ansammlungen wahrscheinlich auf 
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Zellen mehrerer Hemisegmente zurückzuführen sind, da an der entsprechenden Position 

anderer Hemisegmente keine Eve-positiven Kerne detektierbar sind (Abb. 5.18 D). 

Abschließend wurden Gendosisexperimente durchgeführt, um herauszufinden, welche der 

beiden Mutationen den beschriebenen Phänotyp mehr beeinflusst. Dabei zeigte sich, dass das 

Entfernen einer Kopie zip aus ΔMhcl-Embryonen keinen mit dem anti-β3-Tubulin- oder anti-

Eve-Antikörper detektierbaren Phänotyp hervorruft. zip
2
-Embryonen mit nur einer Kopie 

Mhcl hingegen zeigen einen ähnlichen Phänotyp wie homozygote zip
2
; ΔMhcl-Embryonen 

(Daten nicht gezeigt). 

Es wurde gezeigt, dass Myo95E nicht der Redundanzpartner von Mhcl ist, da doppelmutante 

Embryonen keinerlei Störungen im somatischen oder viszeralen Mesoderm aufweisen. 

Aufgrund der geringen Homologie der Proteine ist dies nicht verwunderlich. Zip hingegen ist 

zwar stärker konserviert, dessen Mutation verursacht aber ebenfalls keine schwerwiegenden 

Störungen. Zip wurde als Redundanzpartner eindeutig identifiziert, da zip
2
; ΔMhcl-

Embryonen vielfältigste Störungen in allen analysierten Geweben zeigen. Wahrscheinlich hat 

der Funktionsverlust Auswirkungen auf sehr frühe Embryonalstadien, da alle Gewebe 

angelegt werden, aber nicht korrekt differenzieren, die beobachteten Phänotypen wären dann 

nur sekundärer Natur. Die reduzierte Fusionsrate hingegen lässt auf eine essentielle Funktion 

der beiden Myosine am Fusionsprozess schließen. 

 

5.2 CG10737 

5.2.1 Nachweis der CG10737-mRNA in D. melanogaster-Embryonen 

5.2.1.1 Die Expression des Gens CG10737 ist im sich entwickelnden somatischen und 

viszeralen Mesoderm sowie dem ZNS detektierbar 

Aus Studien diverser Fusionsprozesse ist bekannt, dass bestimmte Proteine mit Hilfe von C2-

Domänen in Membranen inserieren, was zunächst zur Konformationsänderung und 

anschließend zur Fusion der Membranen führt (Martens and McMahon, 2008). Bisher wurden 

noch keine Moleküle identifiziert, die eine solche fusionsfördernde Aufgabe während der 

Myogenese übernehmen. Daher wurde die mRNA-Verteilung mehrerer C2-Domänen-Pro-

teine analysiert, um durch das Expressionsmuster einen Hinweis auf eine mögliche Beteili-

gung an der Fusion von FC/wachsendem Muskel und FCM zu bekommen (D. Buttgereit, 

persönliche Mitteilung, Diemer, Bachelorarbeit 2009). Das in dieser Arbeit charakterisierte 

CG10737 erstreckt sich über einen genomischen Bereich von etwa 14 kb auf dem rechten 
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Arm des zweiten Chromosoms bei 56C1. Für das Gen werden zwölf Isoformen postuliert, 

deren Transkriptlängen sich zwischen 2854 und 3513 bp und deren Proteinlängen sich 

zwischen 812 und 955 Aminosäuren bewegen (Abb. 5.19, Flybase). 

 

 

Abb. 5.19: Schematische Darstellung der genomischen Organisation von CG10737 

Das Gen befindet sich auf dem rechten Arm des zweiten Chromosoms bei 56C1 und kodiert laut 

Vorhersagen zwölf Isoformen (CG10737-RA, -RC bis -RE, -RN bis -RU). Stromaufwärts ist das Gen 

ena (enabled), stromabwärts hppy (happyhour) lokalisiert. Die zur Verfügung stehenden P-Element-

Insertionslinien sowie cDNAs sind vermerkt, in dieser Arbeit wurde ausschließlich GH22187 

verwendet (Pfeil) (verändert nach Flybase). 

 

Es wurden Sonden gegen die cDNA GH22187 erstellt, welche die Isoform CG10737-PE 

kodiert (Abb. 5.19, Pfeil), die neben einer intern lokalisierten C2-Domäne eine N-terminale 

Transmembrandomäne sowie eine C-terminale C1-Domäne besitzt (Abb. 5.20, Smart). C1-

Domänen sind Cysteinreiche Domänen, die Phorbolester, Diacylglycerol oder RasGTP 

binden können, teilweise in Abhängigkeit von Zinkionen (Smart). Andere Isoformen des 

Gens kodieren teilweise eine zweite, ebenfalls N-terminal lokalisierte, Transmembrandomäne. 

 

 

Abb. 5.20: Aktuelles Modell der Domänenstruktur von CG10737-PE 

Das Protein besteht aus 903 Aminosäuren und bildet eine N-terminale Transmembrandomäne (blau), 

eine intern lokalisierte C2-Domäne (grün) und eine C-terminale C1-Domäne (orange) sowie mehrere 

Bereiche geringer Komplexität (pink) aus. Vertikale Linien markieren die Position der Intron-Exon-

Übergänge, die darüber angeordneten Zahlen geben die exakten Aminosäurepositionen an (von 

Smart). 
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Abb. 5.21: Die mRNA von CG10737 ist während der Myoblastenfusion zu detektieren 

Gezeigt sind in situ-Hybridisierungen an wildtypischen Embryonen mit RNA-Sonden, die gegen die 

cDNA GH22187 erstellt wurden. Das Transkript ist ab Stadium 11 bis zum Ende der 

Embryonalentwicklung sowohl im viszeralen als auch im somatischen Mesoderm detektierbar (B - E, 

VM bzw. SM), zusätzlich kann ab Stadium 14 die Expression im ZNS beobachtet werden (C, F). Die 

Stadien 1 bis 10 sind ungefärbt (A), weshalb postuliert wird, dass das Protein nicht mittels maternaler 

Komponente zur Verfügung gestellt wird. 

 

Es wird postuliert, dass die mRNA der hier verwendeten Isoform CG10737-RE, ebenso wie 

die der Varianten CG10737-RC und -RU, im Embryo am stärksten exprimiert wird (Flybase). 

Eigene in situ-Hybridisierungen an wildtypischen Embryonen zeigen, dass das CG10737-

Transkript nicht maternal zur Verfügung gestellt wird, da weder im Stadium des synzytialen 

Blastoderms noch während der Gastrulation mRNA detektiert wird (Abb. 5.21 A). Die 

zygotische Expression ist ab Stadium 11 sowohl im viszeralen als auch im somatischen 

Mesoderm zu beobachten (Abb. 5.21 B, VM bzw. SM), ab Stadium 14 wird zusätzlich die 

Verteilung des Transkripts im ZNS detektiert (Abb. 5.21 C, Pfeil), dies bleibt jeweils bis zum 

Ende der Embryogenese bestehen (Abb. 5.21 D-F). 

 

5.2.1.2 Notch-nullmutante Embryonen zeigen ein verbreitertes CG10737-

Expressionsmuster 

Da die CG10737-Expression spezifisch im somatischen und viszeralen Mesoderm nach-

weisbar ist, wurden in situ-Hybridisierungen an mutanten Embryonen durchgeführt, um einen 

Hinweis auf die zelltypspezifische Verteilung des Transkripts zu bekommen. Notch
264-39

-

Embryonen bilden mehr FCs als wildtypische Embryonen (Baker and Schubiger, 1996) und 

zeigen ein verbreitertes CG10737-Expressionsmuster (vgl. Abb. 5.22 A, B mit Abb. 5.21 C). 

Daher wird angenommen, dass das Gen hauptsächlich oder ausschließlich in den FCs 

transkribiert wird. Durch die starke Expression im Mesoderm musste die Färbereaktion noch 

vor der Detektierung der mRNA im ZNS abgestoppt werden (Abb. 5.22 A). Die ektopische 
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Expression der dominant-negativen Variante des EGF-Rezeptors im Mesoderm beeinträchtigt 

lediglich die Bildung weniger mesodermaler Gruppen (Carmena et al., 1998) und hat keine 

Auswirkungen auf das CG10737-Expressionsmuster (Abb. 5.22 C, D). 

 

 

Abb. 5.22: in situ-Hybridisierungen an mutanten Embryonen geben Hinweise auf die Regulation der 

CG10737-Expression und deren Spezifität 

Das Muster der mRNA-Verteilung im somatischen Mesoderm (SM) ist in Notch264-39
-nullmutanten 

Embryonen im Vergleich zu wildtypischen stark verbreitert, was auf eine FC-spezifische Expression 

des Gens hinweist (A, B). In diesen Embryonen kann kein mRNA-Nachweis im ZNS erkannt werden. 

Embryonen, die eine dominant-negative Variante des EGF-Rezeptors exprimieren, zeigen eine 

unveränderte Transkriptmenge im ZNS und somatischen Mesoderm (C, D, ZNS, SM). Letztere ist, 

ebenso wie die Expression im viszeralen Mesoderm, in DMef222-21
-mutanten Embryonen fast nicht 

mehr nachweisbar, was für eine Regulation der CG10737-Expression durch diesen Trans-

kriptionsfaktor spricht, die Expression im Nervensystem erscheint unverändert (E, F, SM, VM, ZNS). 

 

5.2.1.3 Die mesodermale CG10737-Expression ist von DMef2 abhängig 

Auch für CG10737 wurde überprüft, ob die Regulation des Gens vom mesodermalen Trans-

kriptionsfaktor DMef2 abhängig ist, indem in situ-Hybridisierungen an DMef2
22-21

-Embryo-

nen durchgeführt wurden. In diesen Embryonen ist die mesodermale CG10737-Expression im 

Vergleich zu wildtypischen stark vermindert (vgl. Abb. 5.22 E, SM und F, VM mit Abb. 5.21 

E, SM), was für eine Regulation durch DMef2 spricht. Die Expression im ZNS hingegen 

erscheint unverändert (vgl. Abb. 5.22 F mit Abb. 5.21 F, ZNS). In Chromatin-Co-Immuno-

präzipitations-Experimenten wurde CG10737 ebenfalls als Zielgen von DMef2 identifiziert, 

allerdings nur mit einer Wahrscheinlichkeit, die unterhalb des als signifikant anzusehenden 

Schwellenwertes lag (Sandmann et al., 2006). 

Das Gen CG10737 ist spezifisch im somatischen und viszeralen Mesoderm exprimiert, und 

zwar sowohl während der Myoblastenfusion als auch in späteren embryonalen Stadien. Diese 

Expression ist von der Regulation durch den Transkriptionsfaktor DMef2 abhängig und, 

zumindest im somatischen Mesoderm, auf die Population der FCs fokussiert. 



5. Ergebnisse 

  85 

5.2.2 Die Analyse CG10737-defizienter Embryonen ließ keine spezifischen Störungen 

erkennen 

Die spezifische mesodermale Expression von CG10737 ließ vermuten, dass das Protein in 

diesen Geweben eine essentielle Funktion übernimmt. Um diese zu analysieren, wurden drei 

zur Verfügung stehende, molekular charakterisierte Defizienzlinien kreuzungsgenetisch 

kombiniert, sodass neben CG10737 noch fünf bzw. vierzehn weitere Gene deletiert werden 

(Abb. 5.23). Mittels geeigneter Antikörper gegen myogenese-relevante Proteine wurden trans-

heterozygote Embryonen aus Df(2R)ED3683 und Df(2R)Exel6069 analysiert, deren 

CG10737-Verlust zusätzlich durch in situ-Hybridisierung verifiziert wurde (Daten nicht 

gezeigt). Dabei zeigte sich, dass der Mitteldarm wildtypisch entwickelt wird (Abb. 5.24 C, 

Pfeil). Im Gegensatz dazu weisen die Embryonen häufig einen nicht korrekt eingestülpten 

Kopf (Abb. 5.24 A, B, Pfeilköpfe) sowie Lücken im Muskelmuster auf, die hauptsächlich aus 

fehlender epidermaler Muskelanheftung resultierten (Abb. 5.24 A, B, Pfeile). Die Muskeln 

erscheinen teilweise fehlorientiert oder wachsen über die Mittellinie aus (Daten nicht gezeigt). 

 

 
Abb. 5.23: Schematischer Überblick über die in dieser Arbeit verwendeten CG10737-Deletionslinien 

Es standen drei molekular charakterisierte Fliegenlinien zur Verfügung (Df(2R)ED3683, 

Df(2R)BSC349, Df(2R)Exel6069), die CG10737 deletieren. Durch kreuzungsgenetische Kombination 

der Linien entstanden transheterozygote Embryonen, die fünf bzw. vierzehn weitere Gene entfernen 

(verändert nach Flybase). 

 

Die fünf Gene, die in diesen transheterozygoten Embryonen ebenfalls deletiert werden, sind 

CG15118, CG7137, ena (enabled), hppy (happyhour) und cora (coracle) (Abb. 5.23). Die 

Funktion, die CG7137-P ausübt, ist bisher unbekannt, das Protein verfügt über keine spezi-

fische Domäne (Smart). CG15118 ist gleichfalls nicht näher charakterisiert, das abgeleitete 

Protein enthält allerdings zwei Ankyrin-Domänen, die an Protein-Protein-Interaktionen betei-

ligt sind, und vier Ubiquitin-interagierende Motive (Smart). Kürzlich wurde berichtet, dass 

hppy eine Proteinkinase kodiert, die u. a. für das Verhalten nach Ethanolgenuss verantwortlich 

ist (Corl et al., 2009). Cora wiederum ist das D. melanogaster-Homolog des Proteins 4.1 aus 

Vertebraten und u. a. am Dorsalschluss sowie der korrekten Bildung des Tracheen- und 
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Nervensystems beteiligt. Ena schließlich reguliert die kontinuierliche Aktinpolymerisierung 

und ist für die Wegfindung der Axone, der Bildung der Synapsen sowie die Augen-

entwicklung verantwortlich. ena wird von der Kinase Abelson reguliert, die in Vertebraten 

ebenfalls WASP phosphoryliert und so das Aktinzytoskelett beeinflusst (Flybase). 

Um herauszufinden, ob die Defekte der transheterozygoten Embryonen auf den Verlust von 

CG10737 oder eines der anderen Gene zurückzuführen sind, wurden verschiedene mutante 

Fliegenlinien für cora und ena analysiert. Aufgrund der Datenlage wurde es als eher 

unwahrscheinlich eingestuft, dass die anderen Gene dafür verantwortlich sein könnten. 

P{lacW}cora
k08713

 trägt eine letale P-Insertion im N-terminalen Bereich des Gens, die 

entsprechenden Embryonen zeigen ein wildtypisches somatisches Muskelmuster sowie einen 

unauffälligen Mitteldarm (Daten nicht gezeigt). Allerdings wurden weit weniger mutante 

Embryonen als erwartet beobachtet, was für diese Linie bisher nicht beschrieben wurde, viel-

mehr wurden nur Unregelmäßigkeiten an den Synapsen beobachtet (Flybase). ena
210

-mutante 

Embryonen weisen einen Aminosäure-Austausch im ersten Exon des Gens auf, bisher wurden 

ausschließlich Defekte im Nervensystem berichtet. Es zeigte sich, dass ein Teil dieser 

Embryonen phänotypische Ähnlichkeiten zu den analysierten transheterozygoten Embryonen 

aufweist (Abb. 5.24 D, Pfeil, Pfeilkopf), es wurden allerdings auch Tiere beobachtet, deren 

Keimstreifrückzug verzögert ist (Abb. 5.24 E, Pfeil) oder die um ihre eigene Achse verdrillt 

und verkürzt erscheinen (Daten nicht gezeigt). Das anti-Fasciclin III-Muster ist, je nach Mor-

phologie der Embryonen, relativ wildtypisch ausgeprägt oder kaum vorhanden (Daten nicht 

gezeigt). P{PZ}ena
02029

 liegt eine letale P-Insertion im N-terminalen Bereich des Gens, der 

mit dem N-terminalen Bereich von CG15118 überlappt, zugrunde. Die mutanten Embryonen, 

die bisher noch nicht näher charakterisiert wurden, ähneln in eigenen Experimenten 

phänotypisch ebenfalls den transheterozygoten Embryonen, zusätzlich sind häufig extreme 

Dorsalschlussprobleme zu beobachten (Abb. 5.24 F, Pfeil, Pfeilkopf bzw. Daten nicht 

gezeigt). Ähnliche Ergebnisse wurden im Labor von S. Önel erzielt (persönliche Mitteilung). 

Dadurch ist davon auszugehen, dass die Mutationen der transheterozygoten Embryonen nicht 

auf das Fehlen von CG10737 sondern vielmehr von ena zurückzuführen sind. 

Zusätzlich wurden Experimente durchgeführt, in welchen CG10737-RNA-Interferenz mit den 

Treiberlinien rP298-GAL4, sns-GAL4 oder 1151-GAL4 induziert wurde. Hier waren keine 

Auswirkungen auf das somatische Mesoderm zu erkennen (Daten nicht gezeigt). Die 

Aktivierung der Interferenz mit DMef2-GAL4; UAS-Dcr2 erzeugt hingegen pupale Letalität. 

Sehr vorläufige Analysen dieser Tiere zeigten schmalere abdominale Muskeln ohne korrekt 

etablierte Sarkomere bei 93 Stunden nach Bildung der Puppenhülle, wobei die Thorax-
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muskeln entweder ganz fehlen oder sehr schmal sind (Daten nicht gezeigt). Wie unter 5.1.7 

beschrieben, sollten diese Daten allerdings vorsichtig interpretiert und durch passende 

Kontrollen verifiziert werden. 

 

 

Abb. 5.24: Der in Df(2R)ED3683/Df(2R)Exel6069-transheterozygoten Embryonen beobachtete 

Phänotyp ist nicht auf das Fehlen von CG10737 zurückzuführen 

Transheterozygote Embryonen sind nicht in der Lage, den Kopf korrekt einzustülpen und zeigen einen 

wildtypisch entwickelten Mitteldarm sowie Unregelmäßigkeiten im somatischen Muskelmuster (A - 

C, Pfeile, Pfeilköpfe). Mutante Embryonen für das ebenfalls deletierte enabled zeigen die gleichen 

Auffälligkeiten im Kopfbereich und somatischen Mesoderm (D, F, Pfeile, Pfeilköpfe), teilweise ist der 

Keimstreifrückzug verlangsamt (E). 

 

Die Analyse transheterozygoter Embryonen, die u. a. CG10737 und ena deletieren, zeigte das 

Auftreten von Problemen bei der Kopfeinstülpung sowie nicht korrekt angeheftete somatische 

Muskeln, was wahrscheinlich auf Unregelmäßigkeiten in der Wegfindung der Muskeln be-

ruht. Durch Experimente an ena-mutanten Embryonen wurde gezeigt, dass alle beobachteten 

Phänotypen auf das Fehlen dieses Gens zurückzuführen sind. 

5.2.3 Ein Konstrukt zur ektopischen Expression von CG10737 ist zwar funktional, das 

Fusionsprotein kann in transgenen Embryonen aber nicht nachgewiesen werden 

Um die Lokalisation von CG10737-P auch auf Proteinebene verfolgen zu können, wurde der 

komplette Leserahmen inklusive eines HA-Anhangs in einen induzierbaren Expressionsvektor 

kloniert (pBB34) und transgene Fliegenlinien etabliert. Die ektopische Expression des 

Fusionsproteins im Mesoderm führt nicht zu Störungen dieses Gewebes (Daten nicht gezeigt), 

wobei aber der Nachweis des Konstrukts weder auf mRNA-Ebene mittels in situ-

Hybridisierung noch auf Proteinebene mittels des anti-HA- oder anti-CG10737-P-Antikörpers 

(siehe 5.2.4) erfolgreich war (Daten nicht gezeigt). Allerdings ist das Konstrukt per se 

funktional, da in Western-Blot-Analysen an Proteinextrakten aus SL2-Zellen, die zur 
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ektopischen Expression des Konstrukt induziert wurden, das Fusionsprotein spezifisch und 

mit dem berechneten Molekulargewicht von etwa 100 kDa detektiert wird (Abb. 5.25). 

 

 

 

Abb. 5.25: Die Funktionalität eines UAS-CG10737-HA-Konstrukts in 

Zellkultur ist mittels Western-Blot-Analyse nachweisbar 

Der anti-HA-Antikörper erkennt spezifisch das in SL2-Zellen ektopisch 

exprimierte Fusionsprotein mit einem berechneten Molekulargewicht von 

etwa 100 kDa (2, Co-Transfektion mit act-GAL4), wohingegen der 

Proteinextrakt untransfizierter Zellen als Negativ-Kontrolle kein Signal 

liefert (1). 

 

 

 

 

 

Obwohl mittels Western-Blot-Analysen an Proteinextrakten aus SL2-Zellen gezeigt wurde, 

dass das UAS-CG10737-HA-Konstrukt funktional ist, war es nicht möglich, die ektopische 

Expression des Fusionsproteins in transgenen D. melanogaster-Embryonen nachzuweisen. 

5.2.4 Ein aufgereinigter Peptidantikörper gegen CG10737-P erkennt Strukturen im 

somatischen Mesoderm 

Da die mRNA von CG10737 spezifisch im somatischen und viszeralen Mesoderm detektiert 

wird (siehe 5.2.1.1), ist davon auszugehen, dass auch das Protein dort lokalisiert. Um dessen 

subzelluläre Verteilung analysieren zu können, wurde ein Peptidantikörper generiert, wobei 

zwei unterschiedliche Peptide (Peptid 4, entspricht Aminosäureposition 251 - 268 und 

Peptid 14, entspricht Aminosäurepostition 858 - 874 des Proteins, Abb. 5.20) zur 

Immunisierung von je zwei Kaninchen und zwei Meerschweinchen verwendet wurden (Im-

munisierung durchgeführt von Pineda – Antikörper-Service, Berlin). Mit den gereinigten IgGs 

wurden immunhistologische Färbungen an wildtypischen Embryonen durchgeführt, wobei 

sich ein sehr uneinheitliches Bild bot. Die unterschiedlichen Fraktionen detektieren fast jedes 

embryonale Gewebe (Abb. 5.26, Tabelle 2), wobei keinerlei Regelmäßigkeit zu erkennen ist. 

In hitzefixierten Embryonen erkennen die Fraktionen anti-CG10737-P (Peptid 4 Kaninchen 2) 

und anti-CG10737-P (Peptid 4 Meerschweinchen 2) regelmäßig die voll entwickelten 

somatischen Muskeln (Abb. 5.26 A, B, Pfeile), bei anti-CG10737-P (Peptid 14 Kaninchen 1) 

ist dies nur manchmal der Fall. Nur diese Fraktionen wurden im Weiteren schwerpunktmäßig 

bearbeitet, da für diese Arbeit die somatische Myogenese im Vordergrund steht. 
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Tabelle 2: Zusammenfassung der detektierten Gewebe durch die unterschiedlichen, jeweils gegen das 

Peptid gereinigten, IgG-Fraktionen des anti-CG10737-P-Antikörpers 
 

verwendete 

Fraktion und Kon-

zentration (hf/faf) 

detektierte Gewebe 

Peptid 4  

Kaninchen 1 

1 : 1 000/1 : 300 

Herz, Pharynx und Hinterdarm (jeweils stark lokalisiert), Tracheen 

(-öffnungen des Hauptastes), Speicheldrüsen, Gonaden, segmentale 

Zellcluster in der Epidermis (wahrscheinlich zum PNS gehörig) 

Kaninchen 2 

1 : 1 000/1 : 300 

entwickelte somatische Muskeln, epidermale Muskel-Anheftungs-

stellen, Gonaden, Pericardzellen, Vorderdarm, segmentale 

Zellcluster in der Epidermis (wahrscheinlich zum PNS gehörig) 

Meerschweinchen 1 

1 : 300/1 : 50 

Gonaden, Pharynx, Bereiche der Tracheen 

Meerschweinchen 2 

1 : 200/1 : 50 

Pharynx, Vorderdarm (jeweils stark lokalisiert), Tracheen (zwei 

bestimmte anteriore Äste), entwickelte somatische Muskeln 

Peptid 14  

Kaninchen 1 

1 : 2 000/1 : 100 

Chromatin im synzytialen Blastoderm, Gonaden, Tracheen, Herz, 

Speicheldrüsen, Malpighische Gefäße, ZNS-Mittellinie, entwickelte 

somatische Muskeln (schwach) 

Kaninchen 2 

1 : 2 000/1 : 100 

Tracheen (ab Stadium 11), Malpighische Gefäße, Speicheldrüsen 

Meerschweinchen 1 

1 : 300/1 : 50 

Tracheenöffnungen in der Epidermis, Malpighische Gefäße, ZNS, 

Speicheldrüsen, Hinterdarm 

Meerschweinchen 2 

1 : 200/1 : 50 

ZNS, Herz, Tracheen (-öffnungen), Speicheldrüsen 

Es sind die Färbeergebnisse bei Verwendung von hitze- und paraformaldehyd-fixierten (hf bzw. faf) 

Embryonen angegeben. Generell gilt, dass die gleiche Fraktion in unterschiedlich fixierten Embryonen 

selten die gleichen Gewebe detektiert. 

 

Ob die Färbung der somatischen Muskulatur auf einer spezifischen Detektierung durch den 

Antikörper beruht, konnte nicht abschließend geklärt werden, da trotz mehrmaliger Durch-

führung die immunhistologische Färbung an deletierten Embryonen nicht auswertbar war 

(Daten nicht gezeigt). Allerdings beruht zumindest die gleichzeitig auftauchende Färbung der 

Tracheen und Chordotonalorgane bei Verwendung des anti-CG10737-P-Antikörpers 
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(Peptid 14 Kaninchen 1) nicht auf einer spezifischen Reaktion, da diese auch in Embryonen 

identifiziert werden kann, die CG10737 deletieren (Abb. 5.27 D, E).  

 

 

Abb. 5.26: Unterschiedliche Fraktionen des anti-CG10737-P-Antikörpers detektieren unterschiedliche 

embryonale Gewebe 

Es wurde ein anti-CG10737-P-Antikörper gegen zwei unterschiedliche Peptide des Proteins generiert, 

wobei jeweils zwei Kaninchen und zwei Meerschweinchen immunisiert wurden (Peptid 4 und 14). In 

hitzefixierten wildtypischen Embryonen färben dabei die diversen Fraktionen ganz unterschiedliche 

Gewebe wie somatische Muskeln ab Stadium 16 (A, B, Pfeile), Pericardzellen (C, Pfeil) Tracheen (D, 

Pfeil), Gonaden (E, Pfeil) und Malpighische Gefäße (F, Pfeil). Es ist die jeweils verwendete 

Antikörperfraktion angegeben. In C erfolgt der Blick auf den Embryo von dorsal. 

 

 

 

 

Abb. 5.27: Die Spezifität des anti-CG10737-P-Antikörpers konnte nicht bewiesen werden 

In Western-Blot-Analysen an Proteinextrakten aus Zellen, die UAS-CG10737-HA ektopisch 

exprimieren, detektieren unterschiedliche Fraktionen des anti-CG10737-P-Antikörpers nicht 

ausschließlich das Fusionsprotein mit einem Molekulargewicht von 100 kDa (1, 3, 5, Pfeile). Die 

Muster sind nicht identisch, gleiches gilt für die Verwendung embryonaler Proteinextrakte (2, 4, 6). Es 

wurden folgende Verdünnungen verwendet: anti-CG10737-P-Antikörper (Peptid 4 Kaninchen 2) 

1 : 1 000, (Peptid 4 Meerschweinchen 2) 1 : 250, (Peptid 14 Kaninchen 1) 1 : 2 000. Die Färbung in 

den Tracheen (T) und Chordotonalorganen (CO) bei Verwendung des anti-CG10737-P-Antikörpers 

(Peptid 14 Kaninchen 1) beruht nicht auf einer spezifischen Detektierung des Proteins (D, E). 
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Es wurden Western-Blot-Analysen an Proteinextrakten aus SL2-Zellen durchgeführt, welche 

zur Expression von UAS-CG10737-HA induziert worden waren (siehe 5.2.3). Hier detektieren 

zwei der drei Fraktionen eine Bande, die dem ektopisch exprimierten Protein mit einem Mole-

kulargewicht von etwa 100 kDa entsprechen könnte, aber auch noch einige weitere (Abb. 5.27 

1, 3, 5, Pfeile, vgl. mit Abb. 5.25 2). Zudem ist auch hier das detektierte Muster nicht einheit-

lich, gleiches gilt für die Verwendung von embryonalen Proteinextrakten (Abb. 5.27 2, 4, 6). 

Es wurde ein anti-CG10737-P-Antikörper generiert, indem zwei unterschiedliche Peptide zur 

Immunisierung von je zwei Kaninchen und Meerschweinchen eingesetzt wurden. Die gerei-

nigten Fraktionen erkennen unterschiedliche embryonale Gewebe, wobei keine Regel-

mäßigkeit erkennbar ist. Mit drei Fraktionen können entwickelte somatische Muskeln detek-

tiert werden, allerdings war es nicht möglich, die Spezifität dieses Signals zu beweisen. 

5.2.5 Der putative Promotorbereich von CG10737 konnte nicht verifiziert werden 

Es wurde versucht, einen tieferen Einblick in die Regulation von CG10737 zu bekommen, 

indem nach dem Promotor des Ges gesucht wurde. Wie bereits beschrieben (siehe 5.1.6.2) 

liegen die Promotoren somatisch exprimierter Gene häufig stromaufwärts des 5´-UTR-

Bereichs. Aus diesen Gründen wurden etwa 1,5 kb in einen Reportergenexpressionsvektor 

kloniert (pBB30) und transgene Fliegenlinien etabliert. Der klonierte Abschnitt stellt den 

genomischen Bereich zwischen dem 3´-UTR-Exon von ena und dem Exon, welches den 

5´-UTR der acht längeren CG10737-Isoformen kodiert, dar (Abb. 5.19). Immunhistologische 

Färbungen gegen β-Galaktosidase an diesen transgenen Embryonen liefern aber nur unspezi-

fische Ergebnisse (Daten nicht gezeigt). 

Der Promotor für die Expression von CG10737 im somatischen Mesoderm liegt nicht im 

genomischen Bereich zwischen ena und CG10737, da diese Region nicht in der Lage ist, die 

Expression des Reportergens β-Galaktosidase zu induzieren. 

5.2.6 Die Analyse des putativen Interaktionspartners Sec5 ergab keinen Aufschluss über 

eine mögliche Beteiligung von CG10737-P an bestimmten Signalwegen 

Bisher konnte keine Klarheit über die Funktion von CG10737-P im Embryo und speziell wäh-

rend der somatischen Myogenese gewonnen werden. Daher wurde versucht, über die Analyse 

putativer Interaktionspartner einen Hinweis auf eine mögliche Beteiligung an bestimmten Sig-

nalwegen zu bekommen. Sec5 und Mus201, welches wahrscheinlich an der Reparatur von 

DNA-Brüchen beteiligt ist, wurden durch globale Hefetests als solche identifiziert (DroID). 

Für Sec5 wurde eine Beteiligung am Membrantransport bereits gezeigt, überdies stellt das 

Protein ein Mitglied des Exozysten-Komplexs dar, der an Fusionsprozessen beteiligt ist. Da-
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her erschien dieses Gen als der wahrscheinlichere Kandidat und wurde genauer untersucht. 

Zunächst wurde die Expression von sec5 analysiert, um durch eine mögliche Überlappung des 

Expressionsbereichs erste Hinweise auf eine tatsächliche Interaktion mit CG10737-P zu be-

kommen. in situ-Hybridisierungen zeigen eine ubiquitäre Expression des Gens (Daten nicht 

gezeigt), was mit den Daten von BDGP übereinstimmt, hier wird zusätzlich noch postuliert, 

dass die mRNA durch die Oozyte zur Verfügung gestellt wird. Das somatische Muskelmuster 

in homozygoten Df(2L)Exel7016-Embryonen, welche neben sec5 noch weitere 22 Gene dele-

tieren, erscheint nicht vollständig wildtypisch, es entsteht häufig der Eindruck zu dünner Mus-

kelfasern, die nicht korrekt an die Epidermis angeheftet sind (Abb. 5.28 A, Pfeil). Auch der 

Kopfbereich dieser Embryonen ist teilweise nicht korrekt entwickelt (Abb. 5.28 A, C, Pfeil-

köpfe). Andere homozygote Embryonen dieser Linie hingegen erscheinen wildtypisch 

(Abb. 5.28 B). Zusätzlich wurden Experimente mit einer sec5-RNAi-Linie durchgeführt, 

wobei die Ergebnisse auch hier, wie bereits beschrieben, mit Vorsicht zu interpretieren sind 

(siehe 5.1.7). Bei Induktion der RNA-Interferenz mit Hilfe der sns-GAL4-, rP298-GAL4- 

oder 1151-GAL4-Treiberlinie sind die Nachkommen vital und keine Auffälligkeiten zu erken-

nen. Bei Verwendung der DMef2-GAL4; UAS-Dcr2-Linie sind die Nachkommen nicht voll-

ständig pupal letal, viele dieser Tiere sind nicht in der Lage, den Vorgang des Schlüpfens 

abzuschließen. Eine sehr vorläufige Analyse der adulten abdominalen und thorakalen 

Muskulatur der geschlüpften Tiere ließ aber keine offensichtlichen Defekte erkennen. 

 

 

Abb. 5.28: Die Deletion von sec5 führt zu keinen schwerwiegenden Defekten der somatischen 

Muskulatur 

Homozygote Df(2L)Exel7016-Embryonen, die neben sec5 noch 22 weitere Gene deletieren, zeigen oft 

eine wildtypische somatische Muskulatur (B). Teilweise aber erscheint der Kopfbereich missgebildet 

(A, C, Pfeilköpfe) oder die Muskeln schmaler und nicht korrekt an die Epidermis geheftet (A, Pfeil). 

 

Die vorläufige Analyse des potenziellen CG10737-P-Interaktionspartners Sec5 lieferte keinen 

Aufschluss darüber, ob diese Interaktion tatsächlich besteht und an welchem Signalweg die 

Proteine beteiligt sein könnten. Die ubiquitäre Expression von sec5 schließt die Interaktion 

zumindest nicht aus, allerdings konnte nicht abschließend geklärt werden, ob die Deletion des 

Gens zu einem Phänotyp im somatischen Mesoderm führt oder nicht. 
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6. Diskussion 

6.1 Mhcl 

6.1.1 Mhcl wird während der Myoblastenfusionen spezifisch im viszeralen und 

somatischen Mesoderm exprimiert 

6.1.1.1 Mhcl wird zelltypspezifisch in den somatischen und viszeralen FCs exprimiert 

Mhcl war ein vielversprechender Kandidat für ein neu zu charakterisierendes Protein mit 

essentieller Bedeutung für die Myogenese von D. melanogaster, beispielsweise als Motorpro-

tein für aktinvermittelte Bewegungungen oder den Transport entlang von F-Aktin. Dieses 

Myosin wurde als möglicher Interaktionspartner von Rols7 identifiziert (Kreisköther, Disser-

tation 2005), dessen Funktion während der Myoblastenfusion und epidermalen Anheftung der 

Muskeln bekannt ist (Chen and Olson, 2001, Kreisköther et al., 2006, Menon and Chia, 2001, 

Menon et al., 2005, Rau et al., 2001). In einer früheren Arbeit wurde bereits mit der Analyse 

der mesodermspezifischen Expression des Gens begonnen (Bonn, Diplomarbeit 2006).  

Detaillierte Analysen zeigten eine spezifische Mhcl-Expression während der myogeneserele-

vanten Stadien in den FCs, da das Expressionsmuster sowohl bei vermehrter FC-Bildung auf 

Kosten der FCMs in Notch
264-39

-Embryonen als auch bei eingeschränkter Lmd-Bildung ver-

breitert ist. Dieser FCM-spezifische Transkriptionsfaktor könnte in den viszeralen FCMs FC-

spezifische Gene reprimieren (Cunha et al., 2010, Perissi et al., 2010), was bei Funktionsver-

lust entfiele. Alternativ könnte es in lmd
E202

-Embryonen zu einer verstärkten Bildung viszera-

ler FCs auf Kosten der FCMs kommen. Eine solche Auswirkung wurde für den lmd-Funkti-

onsverlust bisher weder berichtet noch ausgeschlossen. Für Bereiche des somatischen Meso-

derms wurde aber gezeigt, dass sich die FCMs dann zu Perikardzellen oder Vorläufer-Zellen 

adulter Muskulatur entwickeln (Sellin et al., 2009). Dass das somatische Mhcl-mRNA-Muster 

in lmd
E202

-Embryonen schmaler als in wildtypischen Embryonen erscheint, ist wahrscheinlich 

auf Unterschiede in der Genregulation zurückzuführen, wie es für sns als Lmd-Zielgen bereits 

gezeigt wurde (Ruiz-Gómez et al., 2002). Zudem ist die Mhcl-Expression, resultierend aus der 

eingeschränkten Fusion, auf die FCs beschränkt. Das nachgewiesene Transkript in Zellen 

ohne rP298-lacZ-Expression belegt daher eher, dass die β-Galaktosidase-Färbung aufgrund 

methodischer Schwierigkeiten fehlt, als dass es sich hierbei um FCMs handelt. Klarheit über 

die zelltypspezifische Expression könnten ebenfalls analoge Experimente an Embryonen einer 

charakterisierten lmd-mutanten Linie bringen. Alternativ können auch Embryonen verwendet 

werden, deren FCMs eindeutig identifizierbar sind oder welche vermehrt FCMs bilden. 
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6.1.1.2 Die Mhcl-Expression wird durch den Transkriptionsfaktor DMef2 reguliert 

Chromatin-Immunopräzipitations-Experimente wiesen Mhcl mit einem nicht signifikanten 

Wert als ein direktes Zielgen des Transkriptionsfaktors DMef2 aus (Sandmann et al., 2006). 

Durch Verwendung mutanter Embryonen wurde allerdings in dieser Arbeit die Regulation 

von Mhcl durch DMef2 im somatischen Mesoderm klar bewiesen. Daher handelt es sich bei 

Mhcl höchstwahrscheinlich um ein indirekt reguliertes Gen. Dies entspricht neuen Daten, 

wonach Mhcl nicht von DMef2 und Lmd direkt reguliert wird (Cunha et al., 2010). Obwohl 

DMef2 auch im viszeralen Mesoderm aktiv ist, nimmt es dort keinen Einfluss auf die Mhcl-

Expression, ähnliches wurde bereits für Mhc gezeigt (Bour et al., 1995, Sandmann et al., 

2006). In den beiden Geweben könnten verschiedene Transkript-Isoformen gebildet werden, 

deren Bildung durch DMef2, wie schon für Lmd vermutet, unterschiedlich reguliert wird. 

Im Gegensatz dazu ist weder die Mhcl-Transkription noch die Lokalisation der mRNA von 

anderen myogeneserelevanten Proteinen oder erfolgreicher Zelladhäsion abhängig, gleichgül-

tig, ob in den analysierten Fusionsmutanten nur die zweite oder beide Fusionsphasen betrof-

fen sind. Da die untersuchten Gene aber keine Transkriptionsfaktoren kodieren, war dies auch 

nicht zu erwarten. Am wahrscheinlichsten erscheint eine Auswirkung fehlender potenzieller 

Interaktionspartner auf die Lokalisation des Proteins. Dies könnte mit Hilfe eines funktionalen 

Antikörpers oder eines Fusionsproteins gezeigt werden, welches mittels eines spezifischen 

Anhangs zu detektieren ist (siehe 6.3.1).  

6.1.2 Ein erzeugter anti-Mhcl-Antikörper detektiert kein endogenes Protein 

Um Mhcl auch auf Proteinebene untersuchen zu können, wurde ein Antikörper generiert, wel-

cher ektopisch exprimiertes Protein sowohl in Embryonen als auch in Western-Blot-Analysen 

an Zell-Extrakten erkennt. Auch nach mehreren Reinigungsschritten, welche die Spezifität 

des Antikörpers erhöhen sollten, wird dagegen endogenes Protein nicht detektiert. Dies zeigte 

sich bei Immunhistologie an Mhcl-defizienten Embryonen. Zudem stimmen die in Western-

Blot-Analysen an embryonalen Proteinextrakten beobachteten Banden nur teilweise mit dem 

Molekulargewicht der postulierten Isoformen überein, wobei nicht klar ist, inwiefern diese 

den real gebildeten entsprechen. Durch alternatives Spleißen und die Verwendung unter-

schiedlicher Promotoren können aus der großen Anzahl an Exons eine Vielzahl von, auch 

nicht postulierten, Isoformen gebildet werden. Für Mhc und Zip wurde gezeigt, dass so diver-

se Varianten mit teilweise unterschiedlichen Funktionen entstehen (Eddinger and Meer, 2007, 

Mansfield et al., 1996, Odronitz and Kollmar, 2008, Suggs et al., 2007, Zhang and Bernstein, 

2001). Inwieweit das durch den Antikörper erkannte Bandenmuster der Western-Blot-Analyse 
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Spezifität widerspiegelt, könnte durch Verwendung embryonaler ΔMhcl-Proteinextrakte 

geklärt werden. Im Sarkomer reifer Muskeln werden zwei distinkte Banden detektiert, welche 

an die Z-Scheiben angrenzen. Obwohl die Spezifität dieses Musters nicht abschließend 

geklärt werden konnte, weist es doch sehr große Ähnlichkeit zum Nachweis des homologen 

Proteins in Mäusen auf (Ajima et al., 2008). Die ektopische Expression von Mhcl in larvalen 

Muskeln könnte zur Klärung der Spezifität dieser Färbung beitragen. Eindeutige Ergebnisse 

sind allerdings nur bei der Verwendung von Tieren ohne funktionales Mhcl zu erwarten. 

Fünf zufällig durch das Immunsystem ausgewählte und prozessierte Aminosäuren definieren 

die Spezifität eines Antikörpers (Frank, 2002). Daher ist es nicht verwunderlich, wenn trotz 

Verwendung eines einzigartigen Protein-Fragments kein spezifischer Antikörper gebildet 

wird. Der anti-Mhcl-Antikörper detektiert u. a. ektopisches Protein, was darauf hindeutet, 

dass endogenes Mhcl in geringerer Konzentration als ektopisches vorliegt oder das zu detek-

tierende Epitop für den Antikörper unzugänglich ist. Dies kann beispielsweise auf Mitglieder 

von Protein-Komplexen zutreffen. Bei ektopischer Expression könnten diese Komplexe auf-

grund fehlender Interaktionspartner nicht etabliert werden. Verschiedene Techniken können 

Protein-Komplexe auflösen, z. B. die Fixierung von Embryonen mit Hitze anstelle von 

Paraformaldehyd oder die Benutzung von SDS in der Western-Blot-Analyse. Die Verwen-

dung präparierter Gewebe könnte zudem die Färbung intensivieren, da die Zugänglichkeit des 

Antikörpers zu den zu detektierenden Epitopen erhöht ist (Guerin and Kramer, 2009b). 

6.1.3 Es konnte nicht geklärt werden, ob die Expression eines C-terminalen Mhcl-

Fragments als eine dominant-negative Version des Protein wirkt 

Wie die rote Augenfarbe der etablierten transgenen Fliegen eindeutig beweist, hat die P-

Element-vermittelte Integration eines induzierbaren Konstrukts zur Expression des komplet-

ten Mhcl-Proteins inklusive Myc-Anhangs stattgefunden. Allerdings konnte das Fusionspro-

tein weder auf RNA- noch auf Protein-Ebene nachgewiesen werden. Dies könnte auf der zu-

fälligen Integration des P-Elements in genomische Bereiche beruhen, welche keine hohe Gen-

aktivität aufweisen oder ständig reprimiert werden. Die ektopische Expression ist auch nicht 

durch Kultivierung der Fliegen bei 29 °C induzierbar. Das verwendete UAS-GAL4-System 

basiert auf einem Transkriptionsaktivator der Bäckerhefe und zeigt bei dieser optimalen 

Temperatur höchste Aktivität (Brand and Perrimon, 1993, Kramer and Staveley, 2003). Mehr-

fache Anhänge erhöhen die Sensitivität der Detektion im Vergleich zu einfachen Anhängen 

(Zhang et al., 2001), welche häufig für einen Nachweis in Embryonen, im Gegensatz zu 

Zellkultur-basierten Methoden, nicht ausreichen (Beobachtungen der AG Renkawitz-Pohl).  
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Die ektopische Expression des Mhcl
CC

-Fragments mit einfachem Anhang konnte embryonal 

ebenfalls nicht nachweisbar induziert werden. Dieses entspricht dem Bereich der coiled-coil-

Domänen, mit deren Hilfe unterschiedliche Proteine, beispielsweise auch Mhc, homodimeri-

sieren (Lowey et al., 1991, Lupas, 1996, Tzolovsky et al., 2002). In einer angegliederten 

Bachelorarbeit wurde gezeigt, dass dies auch für Mhcl der Fall sein könnte (Daum, Bachelor-

arbeit 2008). Es ist zu erwarten, dass dieses Fragment mit den endogenen Proteinen Dimere 

bildet, auf diese Weise funktionale Homodimere kompetitiv entfernt und daher als dominant-

negative Version fungiert. Dieser Effekt wurde bei ektopischer Expression eines analogen 

Mhc-Fragments in der Flugmuskulatur gezeigt (Cripps et al., 1999). Weitere Experimente 

deuten allerdings auf die endogene Expression eines ähnlichen, N-terminal verkürzten, Frag-

ments hin (siehe 6.1.4). Ein möglicherweise hervorgerufener Phänotyp wäre durch entspre-

chende Immunhistologie zu detektieren. In ersten Analysen ruft die ektopische Expression des 

Mhcl
CC

-Fragments mit zehn Myc-Anhängen, welche mit Hilfe des anti-cMyc-Antikörpers 

verifiziert wurde, keine äußerlich sichtbaren Veränderungen der Nachkommen hervor. 

Dadurch sind auch keine schwerwiegenden Störungen der embryonalen Muskeln zu erwarten. 

Dies spricht für die Hypothese der endogenen, verkürzten Variante oder für einen Redundanz-

partner. Wie im Falle der verkürzten Mhc-Variante könnte die ektopische Expression in der 

Flugmuskulatur induziert werden, um eine Funktion von Mhcl innerhalb der Sarkomere zu 

analysieren, welche evtl. in Redundanz zu Mhc auftreten könnte. 

6.1.4 Verschiedene Experimente deuten auf die Bildung mehrerer, unterschiedlich 

regulierter, Mhcl-Isoformen hin 

Mhcl ist ein komplex organisiertes Gen mit zwanzig Exons, die wahrscheinlich durch alter-

natives Spleißen zu einer Vielzahl von Transkripten kombiniert werden (siehe 6.1.2). Com-

puterprogramme postulieren aber nicht für alle Isoformen einen 5´-UTR-Bereich (Flybase), 

welcher, gemeinsam mit dem 3´-UTR-Bereich die Translation und deren Effizienz reguliert. 

Mit Hilfe der 5´-Kappe finden beispielsweise die Rekrutierung der Translations-Initiations-

faktoren und ribosomalen Untereinheiten statt. Im 5´-UTR-Bereich sind zudem Regionen 

lokalisiert, welche von translationsreprimierenden oder –aktivierenden Faktoren beeinflusst 

werden (Le Quesne et al., 2010, van der Velden and Thomas, 1999, Wilkie et al., 2003). Vor 

diesem Hintergrund erscheint es sehr unwahrscheinlich, dass das START-Codon auch 

gleichzeitig den Beginn der mRNAs repräsentieren soll. Obwohl die zur Verfügung stehende 

längste cDNA etwas stromabwärts des am weitesten 5´ gelegenen Exons endet und deswegen 

zur Klärung dieser Frage nicht zu Rate gezogen werden kann, bewiesen RT-PCR-Expe-

rimente eindeutig ein längeres Transkript als postuliert. Durch die Sequenzierung von poly-
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A+-RNAs (RNA-seq, Flybase) wurden, neben den postulierten Exons, ebenfalls zusätzliche 

in dem hier untersuchten genomischen Bereich zwischen Mhcl und Akt1 identifiziert. 

In diesem Bereich liegen keine regulatorischen Elemente, welche Einfluss auf die embryonale 

Mhcl-Expression nehmen, was mittels Promotorstudien belegt wurde. Die spezifische Trans-

kriptions-Regulation erfolgt über cis-regulatorische Sequenzen der DNA, welche aus dem 

eigentlichen Promotor und sogenannten Enhancer-Elementen bestehen, und den damit inter-

agierenden Transkriptionsfaktoren. Der basale Promotor gewährleistet eine gewisse Grundex-

pression und liegt üblicherweise im den Transkriptionsstart umgebenden genomischen 

Bereich. Die Expressionshöhe eines Gens wird von proximalen Promotor-Elementen, welche 

sich unmittelbar stromauf- oder –abwärts des basalen Promotors befinden, oder von distalen 

Elementen moduliert. Diese Enhancer oder Silencer fördern bzw. unterdrücken die Trans-

kription und liegen häufig mehrere Kilobasen entfernt, teilweise auch in Introns (Hampsey, 

1998, Kesper, Dissertation 2005, Philippakis et al., 2006, Sandelin et al., 2007). Da gezeigt 

wurde, dass sich die Mhcl-mRNA über diesen Bereich hinaus erstreckt, ist es nicht über-

raschend, dass die getestete Region die Reportergenexpression nicht induzieren kann. Um die 

genaue Lokalisation des Promotors zu bestimmen, müsste zunächst der korrekte Transkrip-

tionsstart des Gens ermittelt werden, beispielsweise durch weitere RT-PCR-Experimente. Die 

schon erwähnten RNA-seq-Daten lassen diesen nahe dem Transkriptionsstart von Akt1 ver-

muten (Flybase). Weiter stromaufwärts befindet sich ein etwa 30 kb großer genomischer Be-

reich ohne postulierten Leserahmen oder sequenzierte RNAs, bevor sich der Leserahmen des 

Gens Stubble anschließt. Computerbasierte Analysen identifizieren einen putativen Promotor 

für Mhcl in diesem Bereich, etwa 29 kb von der kodierenden Sequenz des Gens entfernt 

(McPromoter). Ob diese, ungewöhnlich weit entfernte, Region tatsächlich die Mhcl-Expres-

sion induzieren kann, wäre gegebenenfalls durch passende Promotorstudien zu überprüfen. 

Die Analysen von P-Element-Insertionslinien sowie der Nachweis unterschiedlicher mRNA-

Bereiche bestätigten die Vermutung, es könnten verschiedene Transkripte durch die 

Regulation mehrerer Promotoren gebildet werden. in situ-Hybridisierungen zeigten deutlich, 

dass verschiedene Transkriptbereiche unterschiedlich stark exprimiert werden. Durch die P-

Element-Insertionen hingegen sind ausschließlich Introns betroffen, was nur dann zu einer 

fehlerhaften Transkription oder Translation führen sollte, wenn distale Promotor-Elemente 

oder spleiß-relevante Bereiche beeinträchtigt sind. 
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6.1.5 Die Interaktion zwischen Mhcl und Rols7 konnte weder bestätigt noch 

ausgeschlossen werden 

Es wurde mehrmals versucht, die vermutete Interaktion zwischen Mhcl und Rols7 während 

der Myoblastenfusion zu verifizieren. Die FC-spezifische Expression von Mhcl schließt dies 

zumindest nicht aus, da sie zeitlich und zelltypspezifisch mit der von rols7 überlappt. Viel-

fältige Schwierigkeiten verhinderten aber die Auswertung weiterer Experimente. Die Durch-

führung genetischer Interaktionstests scheiterte, da die ektopische Expression von Mhcl in der 

Augenimaginalscheibe keine Störungen der Augenentwicklung auslöst. Wäre dies der Fall 

und würde die parallele Expression eines putativen Interaktionspartners diese Störungen mil-

dern oder verstärken, wären dadurch Rückschlüsse auf die Art der Interaktion bzw. die Ein-

gliederung in den entsprechenden Signalweg möglich (Thomas and Wassarman, 1999). Ekto-

pische Expression führt in der Regel zu einer hohen Kopienzahl des Proteins. Dies stört die 

Augenentwicklung nicht, entweder weil Mhcl währenddessen keine Funktion hat und deswe-

gen die nicht-vorhandenen Interaktionspartner nicht übermäßig stimuliert, oder weil es endo-

gen schon stark exprimiert ist. Welche der beiden Möglichkeiten zutrifft, wäre im Ansatz 

durch den Nachweis der endogenen Proteinmenge in der Augenimaginalscheibe zu klären. 

Zusätzlich könnte auch die verkürzte Variante, Mhcl
CC

-10xMyc, getestet werden. 

Co-Immunopräzipitations-Studien scheiterten an den zur Verfügung stehenden Konstrukten. 

Da UAS-Rols7-TAP als einziges Rols7 nachweisbar ektopisch exprimiert, wurden die ent-

sprechenden Matrices, Calmodulin-Affinitäts-Matrix und IgG-Agarose, benutzt. Aufgrund der 

Bindung der IQ-Domänen von Mhcl an die Calmodulin-Affinitäts-Matrix schied diese als 

Hilfsmittel für den Interaktionsnachweis aus. Allerdings enthält der verwendete TAP-Anhang 

einen Protein-A-Teil, welcher generell mit IgGs interagiert, wodurch das Fusionsprotein 

durch alle Antikörper detektiert wird. Da Rols7 ein ähnliches Molekulargewicht wie Mhcl 

aufweist, können die Proteine nicht durch Gelelektrophorese getrennt werden. Werden Prote-

ine mit TAP-Anhang in großem Maßstab gereinigt, beispielsweise um aus embryonalen 

Proteinextrakten putative Interaktionspartner zu isolieren, erfolgt nach einer Anreicherung 

mittels IgG-Agarose die Entfernung des Protein-A-Fragments (Puig et al., 2001). Aufgrund 

der geringen Probenmenge ist dies hier nicht möglich. Eine quantitave Abschätzung der 

Bandenstärke der Western-Blot-Analyse ist nicht sehr aussagekräftig. Zudem ist vermutlich 

der Anteil, welcher Mhcl repräsentiert, relativ gering, da Rols7 mittels Matrix aufgereinigt 

wird, aber nicht jedes Molekül mit einem Molekül Mhcl interagiert. Es konnte nicht geklärt 

werden, worauf die zusätzlichen Artefaktbanden beruhen, welche bei Reinigung von Rols7-

TAP mit Hilfe der IgG-Agarose, aber nicht der Calmodulin-Affinitäts-Matrix, entstanden. 

Hier wurden, ebenfalls mit allen verwendeten Antikörpern, starke Signale im Bereich von 
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etwa 55 kDa produziert, die aber zu vernachlässigen waren, da sie sich vom Molekular-

gewicht der analysierten Proteine unterschieden. Diese Banden könnten endogene Proteine 

der SL2-Zellen repräsentieren, welche mit vielen, aber nicht allen Matrices interagieren. Um 

diese Probleme zu umgehen, müsste sowohl für Rols7 als auch für Mhcl ein weiteres UAS-

Konstrukt mit mehrfachen Anhängen erstellt werden, welche die Nachweis-Sensitivität 

erhöhen. Die entsprechenden Antikörper werden in Western-Blot-Analysen routinemäßig 

benutzt und sind sehr spezifisch. Die Kopplung des anti-Mhcl-Antikörpers an eine native 

Matrix kommt als Alternative aufgrund der beschrieben Schwierigkeiten nicht in Frage. 

Gendosisexperimente verifizierten die Interaktion von Mhcl und Rols7 ebenfalls nicht. Bei 

Bestehen einer genetischen Interaktion würde bei Entfernung beider Gene, teilweise auch nur 

in einer Kopie, ein Phänotyp in den entsprechenden Geweben sichtbar oder verstärkt (Anholt, 

2004, Paaby and Schmidt, 2009). Dies wurde hier nicht beobachtet, wobei die Muskeln der 

Df(3L)BK9, ΔMhcl-Embryonen nicht auf die Anzahl der Kerne hin untersucht wurden. Die 

Interaktion beider Proteine wird dadurch allerdings auch nicht ausgeschlossen, da der Redun-

danzpartner Zip (siehe 6.1.8) auch in diesem Fall die Funktion von Mhcl ersetzten könnte. 

Eine weitere Möglichkeit, die Interaktion von Mhcl und Rols7 zu testen, stellt das sogenannte 

Split-YFP-System dar (Zhang et al., 2004). Dafür werden die kodierenden Sequenzen der zu 

testenden Proteine mit dem N- bzw. C-terminalen Fragment des Leserahmens von YFP 

(Yellow Flourescent oder gelb-fluoreszierendes Protein) fusioniert und in SL2-Zellen bzw. 

D. melanogaster-Embryonen ektopisch exprimiert. Interagieren die beiden Proteine, werden 

die Fragmente des YFP in räumliche Nähe gebracht und die Fluoreszenz wird 

wiederhergestellt. In Zellkultur ist dieses System mittlerweile etabliert (V. Groth, persönliche 

Mitteilung), sodass sich eine Anwendung für die hier bearbeitete Fragestellung anbietet. 

6.1.6 Mhcl konnte nicht in bestimmte Signalwege eingegliedert werden 

Für die Analyse der sieben potenziellen Interaktionspartner von Mhcl, 26-29-p, CanB, Cka, 

DCrk, Flw, Scamp und Wts, wurde zunächst deren Expression untersucht, um bei zeitlicher 

und gewebespezifischer Überlappung Rückschlüsse auf eine reale Interaktion zu ziehen. Im 

Anschluss daran wäre es möglich gewesen, durch Informationen über die analysierten Gene 

Signalwege zu identifizieren, in welche Mhcl involviert sein könnte. 

Die Endopeptidase 26-29-p übt wahrscheinlich proteolytische Funktion für den Proteinabbau 

aus, verwandte Enzyme sind auch in viele weitere zelluläre Prozesse involviert (aktuelle 

Übersichtsartikel: Brix et al., 2008, Burster et al., 2010, Kos et al., 2009). Calpain 3 z. B. 

bindet an Titin und andere Zytoskelettkomponenten und kann so die Funktionalität der 
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Muskulatur regeln (Duguez et al., 2006). 26-29-p wurde analysiert, da Protein-Abbau in fast 

allen zellulären Vorgängen eine wichtige Rolle spielt, u. a. auch für die Entfernung 

extrazellulärer Matrix vor bzw. FCM-spezifischer Proteine nach der Myoblastenfusion. 

Durchgeführte in situ-Hybridisierungen sprechen allerdings gegen eine Funktion des Proteins 

für diese Vorgänge, da es nur in den Polzellen spezifisch exprimiert wird. 

Die Proteinphosphatase Calcineurin reguliert, mit Hilfe der Ca
2+

-bindenden Untereinheit 

CanB, z. B. durch die Modifikation von Transkriptionsfaktoren die Expression bestimmter 

Gene, auch während der Myogenese in Säugern. So nimmt sie Einfluss auf die Entwicklung 

und Differenzierung der Herz- und Skelettmuskulatur (Übersichtsartikel: Schulz and Yutzey, 

2004). CanB2, welches zu CanB stark konserviert ist, zeigt sich für die Bildung der indirekten 

Flugmuskulatur verantwortlich (Gajewski et al., 2006). Zudem sind Kalzium sowie damit 

interagierende Proteine sowohl während der Entwicklung als auch der Kontraktion der 

Muskeln nachweisbar (siehe 5.2 und 6.2, Hornbruch, Masterarbeit 2010, Übersichtsartikel: 

Tupling, 2009). Andere Calcineurin-Untereinheiten von D. melanogaster regulieren den 

EGFR-Signalweg (Sullivan and Rubin, 2002) oder interagieren genetisch mit DMef2. Eigene 

in situ-Hybridisierungen zeigen neben spezifischer neuronaler Expression kein Signal im 

embryonalen Mesoderm, was mit der publizierten calcineurin-Expression übereinstimmt. 

Cka wurde aufgrund seiner Beteiligung an der JNK-Kaskade ausgewählt. Dieser während der 

gesamten Entwicklung benötigte Signalweg reguliert beispielsweise die apoptotische 

Entfernung von Zellen aus Geweben, wenn sie entartet sind oder dort nicht mehr benötigt 

werden (Igaki, 2009). Regulatoren dieses Signalwegs beeinflussen nachweislich die Myoge-

nese bzw. die Regulation von Myosinen (siehe unten), daher kam dies auch für Cka in Frage. 

Das Protein ist am Dorsalschluss beteiligt (Chen et al., 2002) und besitzt mehrere Protein-

Protein-Interaktionsmodule, u. a. auch eine Calmodulin-bindende Domäne. Obwohl die Bin-

dung des Ca
2+

-Interaktionspartners Calmodulin, wie bereits für CanB beschrieben, besonders 

interessant erscheint, scheidet das Protein aufgrund der hier gezeigten ausschließlich neuro-

nalen Expression als potenzieller Regulator der Myogenese aus. 

Ein weiterer Regulator dieser JNK-Kaskade ist DCrk, dessen spezifische Expression im visze-

ralen und somatischen Mesoderm der Stadien 10 bis 14 bereits gezeigt wurde (Galletta et al., 

1999). Das Transkript wird maternal zur Verfügung gestellt und ist während der Gastrulation 

im invaginierenden Mesoderm sowie dem Ektoderm und später im ZNS nachweisbar. Mittels 

in vitro-Experimenten wurde zwar gezeigt, dass DCrk mit Mbc (Balagopalan et al., 2006), 

Sns und Vrp-1/Sltr/Wip interagiert (Kim et al., 2007), welche Funktion DCrk während der 

Myogenese ausübt, ist allerdings, auch aufgrund genetischer Unzulänglichkeiten, noch nicht 
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klar. Daten, welche über die homologen Proteine der Vertebraten gewonnen wurden, lassen 

vermuten, dass DCrk als Mitglied eines Komplexes für die Aktivierung der Rac-GTPasen be-

nötigt wird, welche auch für die Myogenese von D. melanogaster essentiell sind (siehe 2.3.3). 

Flw, eine katalytische Untereinheit einer weiteren Proteinphosphatase, ist das einzige der hier 

analysierten Proteine, welches auch einen (potenziellen oder verifizierten) Interaktionspartner 

für den Mhcl-Redundanzpartner Zip darstellt. Die essentielle Funktion dieses Proteins besteht 

darin, die Aktivität von Zip durch Dephosphorylierung dessen regulatorischer leichter Kette, 

Spaghetti Squash, zu modulieren. Der Funktionsverlust von Flw führt zur Inaktivierung von 

Zip und einem fehlorganisierten Aktinzytoskelett (Vereshchagina et al., 2004). Flw reguliert 

überdies verschiedene Mitglieder der JNK-Kaskade und wird dabei u. a. von Zip beeinflusst 

(Kirchner et al., 2007). Proteinphosphatasen dieses Typs sind an der Regulation der Muskel-

kontraktion beteiligt (Ceulemans and Bollen, 2004, Cohen, 2002). Aufgrund der strukturellen 

und funktionalen Ähnlichkeit von Zip und Mhcl ist es möglich, dass Flw auch Mhcl reguliert, 

die hier gezeigte ubiquitäre Verteilung der mRNA schließt dies nicht aus. 

Scamp verkörpert das Drosophila-Homolog der SCAMP-Proteine. Diese sind ubiquitär expri-

miert, in diversen Membranen detektierbar und am Membrantransport oder der Endo- und 

Exozytose beteiligt, wo sie die hierbei entstehende Fusionspore regulieren (Castle and Castle, 

2005, Fernández-Chacón and Südhof, 2000, Hubbard et al., 2000, Liao et al., 2008). Obwohl 

Drosophila-Scamp bisher nachweislich nur an verschiedenen neuronalen Prozessen wie der 

Bildung larvaler neuromuskulärer Verbindungen beteiligt ist (Zhao et al., 2009), könnten die 

Zell-Zell- bzw. Zell-Vesikel-Fusionen während der Myogenese unter dessen Beteiligung 

ablaufen. Die hier gezeigte ubiquitäre Expression lässt diese Möglichkeit bestehen. Hinzu 

kommt, dass SCAMP2 in vitro mit Arf6 interagiert (Liu et al., 2005), dessen Drosophila-

Homolog wahrscheinlich ebenfalls in die Muskelentwicklung involviert ist (siehe 2.3.3).  

Die Proteinkinase Wts ist ein Mitglied des hoch konservierten Hippo-Signalwegs, welcher 

eine zentrale Rolle bei der Wachstumsregulation, der Apoptose und der Differenzierung von 

Zellformen bzw. der Ausbildung von Zellpolaritäten bei der Epithelbildung spielt. Die Regu-

lation von Wts wird von einem der unkonventionellen Myosine beeinflusst, daher ist es denk-

bar, dass dies auch auf Mhcl zutrifft (aktuelle Übersichtsartikel: Badouel et al., 2009, Kango-

Singh and Singh, 2009, Zhang et al., 2009). Eigene in situ-Hybridisierungen schließen die 

Möglichkeit nicht aus, dass die Bildung der Muskulatur in D. melanogaster, ähnlich wie in 

Vertebraten (Watt et al., 2010), durch Mitglieder dieses Signalwegs reguliert wird. 

In dieser Arbeit wurde kein spezifisch mesodermal-exprimiertes Gen oder Störungen des 

somatischen Muskelmusters der entsprechenden mutanten Embryonen identifiziert. Anhand 
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der gezeigten Transkriptverteilung kommen die Proteine 26-29-p, CanB und Cka als Inter-

aktionspartner für Mhcl während der Myogenese nicht in Betracht. Am vielversprechendsten 

erscheinen der Zip-Regulator Flw, das Transmembranprotein Scamp, dessen Vertebraten-

Homolog an der Vesikelfusion beteiligt ist, und DCrk. Für die untersuchte flw-mutante Linie 

sind bisher nur das Fehlen der indirekten Flugmuskulatur beschrieben, daher ist eine Aus-

wirkung auf die larvale Muskulatur nicht notwendigerweise zu erwarten. Je nach Stärke des 

Allels sind flw-Mutanten entweder vital, aber flugunfähig, oder die Larven entwickeln eine 

wildtypische Körperwandmuskulatur, die degeneriert (Raghavan et al., 2000). Möglicherwei-

se werden Störungen der embryonalen Muskeln sichtbar, wenn in diesen Linien Mhcl entfernt 

wird. Dies wäre an entsprechenden doppelmutanten Fliegen zu analysieren. Außer auf das 

neuronale System sind für Scamp-mutante Fliegen bisher keine Auswirkungen beschrieben, 

die hier untersuchte RNAi-Linie erzeugte auch in einer weiteren Studie wildtypische Nach-

kommen (Schnorrer et al., 2010). Eventuell könnte die Kombination einer vitalen P-Element-

Insertion in Scamp mit ΔMhcl eine Störung des Muskelmusters hervorrufen. DCrk ist 

aufgrund der viert-chromosomalen Lokalisation schwierig zu analysieren, die alternativ 

verwendendete RNAi-Linie führt auch in einer weiteren Studie zu flugunfähigen Nachkom-

men (Schnorrer et al., 2010). Die mögliche Interaktion mit Mhcl, die mittels Co-Immunoprä-

zipitation gezeigt wurde, ist aufgrund der methodischen Schwierigkeiten lediglich als ein wei-

terer Hinweis anzusehen. Stärkeres Gewicht sollte dementsprechend auf die Auswertung der 

Embryonen gelegt werden, welche eine membrangebundene Variante von DCrk im ΔMhcl-

Hintergrund exprimieren. Eine erste Analyse zeigte keine Verstärkung des Phänotyps, wobei 

auch dafür ein möglicher Redundanzpartner einer der Proteine verantwortlich sein kann. 

6.1.7 Mhcl ist für die Myogenese von D. melanogaster nicht essentiell 

Die erzeugte ΔMhcl-Fliegenlinie zeigt bisher keine Störungen, obwohl die Letalität der Tiere 

wahrscheinlich spätestens im zweiten Larvenstadium eintritt. Auch weil Mhcl nicht maternal 

zur Verfügung gestellt wird, ist dies überraschend, da vermutet wurde, das Protein sei essen-

tiell für die Myogenese. Allerdings zeigen sich Redundanzen für immer mehr Proteine, wahr-

scheinlich um zufällig entstehenden Funktionsverlust ausgleichen zu können. Zudem zeigen 

auch nur Embryonen des Funktionsverlust-Allels Mhc
1
 Beeinträchtigungen der embryonalen 

Muskeln, andere Mhc-Mutationen wirken sich lediglich auf die Etablierung und Funktion 

adulter Muskulatur aus (Flybase, Mogami et al., 1986, O'Donnell et al., 1989). Einschränkend 

ist zu sagen, dass nicht klar ist, ob die Sarkomere der ΔMhcl-Embryonen korrekt etabliert 

werden, da diese mit den zur Verfügung stehenden Methoden nicht sichtbar gemacht werden 
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können. Als Alternative bietet sich hier die Verwendung des anti-Mhc-Antikörpers an. Die 

Beobachtung lebender ΔMhcl-Embryonen oder -Larven könnte zumindest Aufschluss darüber 

geben, ob die Muskeln in der Lage sind zu kontrahieren. Mittels geeigneter Immunhistologie 

könnten zudem Hinweise auf die Art der Störung gewonnen werden, welche für die Letalität 

der ΔMhcl-Larven verantwortlich ist, da bisher nicht geklärt wurde, welches der deletierten 

Gene (Mhcl, Akt1, sxe2, msps, CG32855 und CG10185) diese hervorruft. Die unvollständige 

Letalität der Fliegenlinie e03696 ist aber ein Hinweis dafür, dass Mhcl eine essentielle 

Funktion hat, wenn auch nicht im Embryo. Da das Einbringen von Akt1 in den ΔMhcl-

mutanten Hintergrund keine phänotypische Veränderung hervorruft, ist das Protein zumindest 

nicht ausschließlich für die hervorgerufene Letalität verantwortlich. 

Die menschlichen Akt/PKB-Kinasen kontrollieren vielfältige Funktionen wie Wachstum, 

Überleben und Proliferation von Zellen, z. B. bei der Entwicklung des Nervensystems, aber 

auch den Stoffwechsel, beispielsweise den Insulin-Signalweg. Sie sind Mitglieder des hoch-

konservierten mTOR-Signalwegs und werden durch zelluläre Reaktionen auf extrazelluläre 

Stimuli an die Membran rekrutiert. Nachdem sie durch Phosphorylierung aktiviert wurden, 

phosphorylieren und stimulieren sie ihrerseits diverse Substrate, u. a. Mitglieder der Transla-

tionsmaschinerie, und regulieren so verschiedene zelluläre Funktionen (aktuelle Übersichts-

artikel: Bozulic and Hemmings, 2009, Gonzalez and McGraw, 2009, Huang and Manning, 

2009). In D. melanogaster existiert nur eine Isoform, Akt1, wobei Mutationen dieses Signal-

wegs auch hier die Größe von Zellen, Geweben und damit des gesamten Körpers beeinflussen 

(aktueller Übersichtsartikel: Hietakangas and Cohen, 2009). Dadurch ist es durchaus 

vorstellbar, dass der Funktionsverlust von Akt1 die Letalität der ΔMhcl-Fliegen verursacht. 

Msps ist der D. melanogaster-Vertreter der MAP215/Dis1-Familie Mikrotubuli-assoziierter 

Proteine. Diese regulieren die Assemblierung und Organisation von Mikrotubuli und sind 

z. B. für die Funktion mitotischer oder meiotischer Spindeln verantwortlich (Übersichtsarti-

kel: Gard et al., 2004). Während der Wegfindung der Axone interagiert Msps u. a. mit der 

zytoplasmatischen Kinase Abl (Lowery et al., 2010), die möglicherweise Blow phosphorylie-

ren könnte, welches eine wichtige Rolle für die Myogenese spielt (Sickmann, Dissertation 

2010). msps-mutante Fliegen zeigen Beeinträchtigungen der pronukleären Fusion direkt nach 

der Befruchtung, der Oozytenentwicklung sowie der adulten Kutikula (Cullen et al., 1999, 

Pokrywka et al., 2009). Daher wären Auswirkungen auf frühe Abschnitte der Entwicklung zu 

erwarten, falls der Verlust von msps für die Letalität der ΔMhcl-Linie verantwortlich ist. Zu-

dem lokalisiert das P-Element, welches zur Generierung der ΔMhcl-Linie benutzt wurde, im 
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5´-UTR-Bereich des Gens und verhindert damit wahrscheinlich die Bildung funktionalen Pro-

teins, beeinträchtig die Vitalität der Fliegen aber nur partiell (Daum, Bachelorarbeit 2008). 

Die Phospholipase Sxe2 wird von Mitgliedern der Kaskade zur Etablierung des Geschlechts 

reguliert und männlich-spezifisch exprimiert. Sie beeinflusst wahrscheinlich spezielle neuro-

nale Prozesse durch Bildung oder Freisetzung eines Signalmoleküls (Fujii and Amrein, 2002, 

Goldman and Arbeitman, 2007). Es sind noch keine phänotypischen Auswirkungen bei Ver-

lust der Proteinfunktion beschrieben, Mutationen in Komponenten dieses Signalwegs verhin-

dern die Ausbildung geschlechtsspezifischer Charakteristika oder führen zu Sterilität. Falls 

Sxe2 eine essentielle Funktion hat, wären Auswirkungen auf die Männchen der ΔMhcl-Linie, 

aber keine Letalität zu erwarten. Da über CG32855 und CG10185 nichts bekannt ist, kann 

nicht ausgeschlossen werden, dass der Verlust dieser Proteine die Letalität hervorruft. 

Falls der Verlust der längeren Mhcl-Isoformen die Vitalität der Fliegen nicht beeinflusst, wäre 

es denkbar, dass bei der unpräzisen Entfernung des P-Elements EY00454 aus dem putativen 

5´-UTR-Bereich eine mögliche mutante Fliegenlinie für dieses Gen übersehen wurde. Mittels 

PCR hätte überprüft werden können, ob die etablierten Fliegenlinien die kodierende Region 

von Mhcl dieses Abschnitts noch enthielten. Somit wären dann Fliegenlinien verfügbar 

gewesen, welche ausschließlich eine Mutation in Mhcl tragen. Diese beträfe allerdings die 

kürzeren Isoformen des Gens nicht, deren Funktionen für die Entwicklung wahrscheinlich 

wichtiger sind (siehe 6.1.4). Die ursprüngliche P-Element-Insertion könnte ebenfalls die 

Bildung funktionalen Proteins verhindern. Mittels Western-Blot-Analyse wäre zu überprüfen, 

ob der anti-Mhcl-Antikörper an Proteinextrakten dieser sowie wildtypischer Fliegen 

unterschiedliche Banden-Muster detektiert. Die auch hier zu erwartende Bildung kürzerer 

Isoformen könnte erklären, warum die Mhcl-Expression in EY00454 unverändert erscheint, 

welche hauptsächlich auf dem mRNA-Nachweis der weiter 3´ lokalisierten Exons beruht. 

6.1.8 Das nicht-muskelspezifische Myosin Zip ist ein Redundanzpartner von Mhcl 

6.1.8.1 Nicht-muskelspezifische Myosine der Klasse II vermitteln Zellbewegungen 

Die erstellte zip
2
; ΔMhcl-doppelmutante Fliegenlinie beweist eindeutig die bestehende Redun-

danz zwischen diesen beiden Proteinen. Das nicht-muskelspezifische Myosin Zip weist die 

stärkste Aminosäuresequenz-Konservierung zu Mhcl auf und wird wie Mhc in die Klasse II 

dieser Proteine eingeordnet, aus welcher sich Mhcl evolutionär entwickelt haben soll (Foth et 

al., 2006; Abb. 6.1). Diese Proteine kommen, anders als es der Name vermuten lässt, auch in 

der Muskulatur vor, sind dort aber nicht für die Kontraktion verantwortlich. Sie bestehen aus 

zwei schweren Ketten, welche mittels ihres C-terminalen coiled-coil-Bereichs dimerisieren 
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und mit je zwei regulatorischen und essentiellen leichten Ketten interagieren, wobei letztere 

stabilisierend wirken. Sie können sowohl mit F-Aktin als auch mit Mikrotubuli interagieren 

(Burnette et al., 2008) und werden über ihren Phosphorylierungszustand reguliert. Sie sind ge-

nerell an Form- und Positions-Änderungen einzelner Zellen oder Zellverbände, wie Adhäsion, 

Migration, Kernpositionierung oder Zell- bzw. Kernteilung, beteiligt, indem sie beispielswei-

se Cadherine oder Integrine lokalisieren und so Zell-Zell-Kontakte bilden oder stabilisieren 

(Übersichtsartikel: Eddinger and Meer, 2007, Sellers, 2000, Vicente-Manzanares et al., 2009).  

 

 

Abb. 6.1: Schematischer Überblick über die Domänenstruktur ausgewählter Myosine 

Dargestellt ist die schwere Kette von Mhcl im Vergleich zu den schweren Ketten der D. melanogaster- 

Proteine Mhc und Zip sowie der Vertebraten-Proteine MYO18A und B, mit Angabe prozentualer 

Sequenzidentitäten. Römische Zahlen geben die Klasse an, in welche die Myosine eingeordnet 

werden. NM: nicht-muskelspezifisch (verändert nach Berg et al., 2001, Tzolovsky et al., 2002). 

 

Zip, dessen regulatorische leichte Ketten von spaghetti squash kodiert werden (Karess et al., 

1991), wird maternal exprimiert und dort z. B. für die Kernteilungen im synzytialen Blasto-

derm benötigt. Während der Mesoderm-Invagination und der Keimstreif-Verlängerung koor-

diniert es die Interkalation von Zellen (Martin et al., 2009, Übersichtsartikel: Pilot and Lecuit, 

2005). Das Protein übernimmt zudem wichtige Funktionen während der Morphogenese der 

Amnioserosa-Zellen, der Neurogenese, der Tracheen-Invagination und des Dorsalschlusses 

(Brodu and Casanova, 2006, Pope and Harris, 2008, Young et al., 1993). Zip ist an den sich 

entwickelnden Muskelenden zu finden, wo es die Z-Scheiben der Sarkomere stabilisiert und 

so die Bildung gestreifter Muskulatur beeinflusst (Bloor and Kiehart, 2001). 

 

6.1.8.2 Die Phänotypen zip
2
; ΔMhcl-mutanter Embryonen gehen wahrscheinlich auf 

Interkalations-Störungen während der Keimstreif-Verlängerung sowie eine 

Beeinträchtigung der zweiten Fusionsphase zurück 

In dieser Arbeit wurden trotz intensiver Analyse neben dem Dorsalschlussdefekt keine Phäno-

typen beobachtet, obwohl verschiedenen Publikationen Störungen diverser Gewebe homozy-
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goter zip
2
-Mutanten (auch bekannt als zip

IIF107
) beschreiben. So werden z. B. Fehlbildungen 

des ZNS und der Kutikula (Zhao et al., 1988) sowie Probleme bei der Kopf-Einstülpung be-

richtet. Desweiteren sollen die Speicheldrüsen und Malpighischen Gefäße missgebildet sein 

(Blake et al., 1998) und häufig die Muskeln VA 1 - 3 fehlen. Bis zu 20 % homozygoter zip
2
-

Embryonen zeigten demnach Interkalations-Störungen während der Keimstreif-Verlängerung 

(Bertet et al., 2004). Die potenziell fehlerhaften Sarkomere (Bloor and Kiehart, 2001) waren 

allerdings mit den zur Verfügung stehenden Mitteln nicht zu analysieren (siehe 5.1.8.1). 

zip
2
; ΔMhcl-doppelmutante Embryonen zeigen starke Störungen in allen analysierten Gewe-

ben, wobei die Ausprägungs-Intensität innerhalb des gleichen Experiments stark variiert. Dies 

war für das amorphe Allel zip
2
 bereits beschrieben worden (Zhao et al., 1988). Die verschie-

denen Zelltypen werden generell angelegt, scheinen aber im Embryo eher zufällig angeordnet 

zu sein, wodurch die entsprechenden Gewebe nicht gebildet werden. Dies könnte auf Störun-

gen früher morphogenetischer Prozesse, beispielsweise der schon angesprochenen Verlänge-

rung des Keimstreifs, beruhen. Dass kaum Hemisegmente mit mehr als drei oder vier Eve-

positiven Kernen beobachtet werden, weist allerdings darauf hin, dass der Fusionsprozess 

nach der ersten Phase stoppt oder zumindest stark verlangsamt ist und Mhcl und Zip dement-

sprechend eine Funktion in der zweiten Fusionsphase ausüben. Die Anhäufung von Kernen in 

etwa 25 % der doppelmutanten Embryonen ist wahrscheinlich auf Wanderungsdefekte der 

Kerne benachbarter Hemisegmente oder andere Fehllokalisationen zurückzuführen. Ein ähn-

licher Phänotyp konnte bei Mutation des Rho-GEFs Pebble gezeigt werden, welcher nach-

weislich an der Zellwanderung beteiligt ist (Schumacher et al., 2004).  

 

6.1.8.3 Die zu Mhcl homologen Proteine MYO18A und B modulieren das Aktin-

zytoskelett und regulieren die Bildung und Stabilität der Sarkomere 

MYO18A, das Vertebraten-Homolog von Mhcl, besitzt neben den für Myosinen üblichen 

Bereichen (siehe 2.5) eine Motordomäne mit unüblicher ATP-Bindestelle sowie einen einzig-

artigen N-Terminus mit KE-reicher Sequenz und PDZ-Domäne (Abb. 6.1). Wie für Mhcl bis-

her nur vermutet, wurden N-terminal verkürzte Varianten des Vertebraten-Proteins ohne diese 

beiden Interaktionsmodule oder die Motordomäne identifiziert. Wahrscheinlich übernimmt 

das Protein verschiedene Funktionen für die epitheliale Zellbewegung, die Zellmorphologie 

und den Membrantransport, beispielsweise als Teil eines mobilen Gerüstkomplexes (Cross et 

al., 2004, Furusawa et al., 2000, Mori et al., 2003). MYO18A lokalisiert mit seiner PDZ-

Domäne an der Innenseite der Zellmembran und über eine innerhalb der KE-reichen Region 

gelegene, ATP-insensitive Bindestelle an F-Aktin, weshalb vermutet wird, das Dimer könnte 

Aktinfilamente miteinander verknüpfen und so das Zytoskelett stabilisieren (Isogawa et al., 
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2005, Mori et al., 2005). Das Protein interagiert über den β-PIX/GIT1-Komplex mit der Kina-

se PAK2, welche u. a. das Aktinzytoskelett und die Zellmotilität moduliert (Hsu et al., 2010). 

Das eng verwandte MYO18B (Abb. 6.1) lokalisiert hauptsächlich an den Z-Scheiben, da es 

für die Entwicklung und Aufrechterhaltung der Muskelstruktur essentiell ist, ist dort aber 

weniger abundant als das konventionelle Myosin an der A-Bande. Wie bei MYO18A ist der 

einzigartige N-Terminus und nicht die Motordomäne oder der coiled-coil-Bereich für die 

Lokalisation an F-Aktin verantwortlich (Ajima et al., 2008, Salamon et al., 2003).  

Vermutlich fungiert Mhcl auf eine ähnliche Weise wie die beschriebenen Vertebraten-

Homologe, z. B. bei der Stabilisierung des Aktinzytoskeletts oder dem Sarkomer-Aufbau. 

 

6.1.8.4 PDZ-Domänen vermitteln diverse Protein-Protein-Interaktionen 

PDZ-Domänen, die charakteristischen Merkmale der Myosin-Klasse XVIII, welcher auch 

Mhcl zuzurechnen ist, sind sehr weitverbreitete Protein-Protein-Interaktionsmodule. Sie bin-

den andere Proteine meist an deren C-Terminus und können zur Bildung komplizierter supra-

molekularer Komplexe beitragen. PDZ-Domänen enthaltende Proteine spielen z. B. eine 

wichtige Rolle für die Zelladhäsion bzw. die asymmetrische Zellteilung und polares Wachs-

tum. Sie können als Co-Aktivatoren von Transkriptionsfaktoren agieren und sind am Vesikel-

transport oder der Endozytose beteiligt. Sehr häufig übernehmen sie eine Rolle als Adapter-

protein zwischen der Membran und dem Aktinzytoskelett, auch durch ihre Fähigkeit, mit 

Phosphoinositiden zu interagieren (Zimmermann, 2006, Übersichtsartikel: Bilder, 2001, Jelén 

et al., 2003, Sheng and Sala, 2001, Sierralta and Mendoza, 2004). PDZ-Domänen können zu-

dem eine Interaktion mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren vermitteln. Diese regulieren viele 

Vitalfunktionen, üblicherweise durch Weitergabe des Signals an heterotrimere G-Proteine, 

z. B. Rho-GTPasen (Sun et al., 2007). Bisher gibt es noch keine Evidenzen für die Involvie-

rung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren in die Myogenese von D. melanogaster, obwohl für 

die glatte Vertebraten-Muskulatur gezeigt wurde, dass sie durch Ausübung unterschiedlicher 

Funktionen Einfluss auf die Kontraktilität nehmen (Gunst and Zhang, 2008). Rho-GTPasen 

werden von Rho-GEFs aktiviert, welche häufig selbst eine PDZ-Bindedomäne besitzen, 

wodurch ihre spezifische Funktion zeitlich und räumlich beschränkt wird. Dies trifft auch auf 

β-PIX, einen Austauschfaktor für Cdc42 und das myogeneserelevante Rac1, zu (Über-

sichtsartikel: García-Mata and Burridge, 2007). Es wurde bereits besprochen, dass MYO18A 

mit dem β-PIX/PAK/GIT-Komplex interagiert. Dieser Komplex existiert auch in D. melano-

gaster, wobei DGit an den embryonalen Muskelenden und deren Anheftungsstellen lokalisiert 

und für die korrekte Entwicklung sowie Wegfindung der Muskeln verantwortlich ist (Bahri et 

al., 2009). Weitere myogeneserelevante Proteine wie Schizo/Loner oder Duf/Kirre bzw. 
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Rst/IrreC enthalten ebenfalls je ein PDZ-Bindemotiv. Die Funktionalität dieser Motive ist 

aber entweder, wie für Schizo/Loner, noch nicht geklärt (Ch. Dottermusch, persönliche Mit-

teilung), oder sie sind für die Myoblastenfusion nicht essentiell (Bulchand et al., 2010). Daher 

erscheint eine Interaktion mit Mhcl während der Myoblastenfusion relativ unwahrscheinlich. 

Es bestehen vielfältigste Möglichkeiten, wie Mhcl durch seine PDZ-Domäne die Myogenese 

beeinflussen könnte. Auch wenn bisher nicht bestätigt, könnte Mhcl beispielsweise mit seiner 

PDZ-Domäne Proteinkomplexe in den Z-Scheiben stabilisieren oder weitere, für die 

Muskelentwicklung essentielle, Proteine zu deren Funktionsort rekrutieren. 

 

6.1.8.5 Verschiedene unübliche Myosine kontrollieren sehr unterschiedliche Prozesse 

Durch den Vergleich mit anderen unüblichen Myosinen ergeben sich weitere mögliche Funk-

tionen für Mhcl. Obwohl es ungewohnt erscheint, dass verkürzte Protein-Versionen ohne die 

charakteristischen Merkmale gebildet werden, im Falle von Mhcl die PDZ- und die Motordo-

mäne, ist es doch nicht außergewöhnlich. Auch von Mhc wird eine N-terminal verkürzte Vari-

ante gebildet, welche aus der C-terminalen coiled-coil-Domäne und 77 weiteren Aminosäuren 

besteht. Dieses Protein ist ein wichtiger Bestandteil der direkten Flugmuskulatur, kann aber 

auch in Sarkomeren anderer Muskeltypen nachgewiesen werden. Muskeln mit einem hohen 

Anteil des Proteins weisen eine ungeordnete Struktur auf, da einige Querverbindungen fehlen, 

sind aber ebenfalls funktional (Polyák et al., 2003). Solche ungeordneten Sarkomere sind auch 

in der larvalen Muskulatur zu finden (Dettman et al., 1996), daher ist es durchaus denkbar, 

dass verkürzte Versionen von Mhc und Mhcl an deren Aufbau und Funktion beteiligt sind. 

Unkonventionelle Myosine gehören per Definition nicht der Klasse II an, sind aber trotzdem 

auch in der Muskulatur nachweisbar. Sie stellen üblicherweise Motorproteine dar, welche in 

Abhängigkeit von ATP an F-Aktin binden und membranhaltige Organellen entlang der Aktin-

filamente transportieren. Je nach Klasse sind sie aber auch an der Organisation von F-Aktin, 

der Regulation der Transkription sowie dem mRNA-Transport beteiligt. Es wurde eine Betei-

ligung an der Zellmigration sowie der Endo- und Exozytose gezeigt, wo sie die Bildung der 

Fusionspore beeinflussen. Durch die Assoziation mit Mikrotubuli und deren Motorproteinen 

regulieren sie die mitotische oder meiotische Spindel und stellen den Transport über beide 

Zytoskelett-Varianten sicher. Sie sind bekannt dafür, stabilisierende Funktion auszuüben, bei-

spielsweise, indem sie das Aktinzytoskelett aufbauen und mit der Membran verbinden. Ver-

treter verschiedener Klassen besitzen unterschiedliche Domänen, welche sie zur Phosphory-

lierung diverser Substrate, zur Bildung von Protein-Protein- bzw. Protein-Lipid-Interaktionen 

oder zur Ausübung von Signaltransduktionen befähigen (Übersichtsartikel: Gonsalvez et al., 

2005, Oliver et al., 1999, Redowicz, 2007, Woolner and Bement, 2009, Wu et al., 2000).  
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6.1.9 Es ergeben sich mehrere mögliche Funktionen für Mhcl 

Außer der Beteiligung an der Interkalation von Zellen während der Keimstreif-Verlängerung 

konnte keine abschließende Aussage über die Funktion von Mhcl getroffen werden. Bezüg-

lich der larvalen Myogenese erscheinen aber, auch im Hinblick auf vorgestellte Redundanz-

partner, homologe sowie verwandte Proteine, folgende Hypothesen als wahrscheinlich:  

Mhcl könnte für die Ausübung von Bewegungs- und Transportvorgängen benötigt werden. 

Auch aufgrund einer möglicherweise stattfindenden Interaktion mit Mikrotubuli oder deren 

Motorproteinen könnte so die Verbreitung von Proteinen oder mRNAs durch die Zelle sicher-

gestellt werden. Im Besonderen könnte Mhcl in den Transport der elektronendichten Vesikel 

zum Fusionsort involviert sein, auch wenn diese Funktion bisher nur für andere Myosin-

klassen beschrieben wurde. Zudem könnte es, in Redundanz mit Zip, dafür verantwortlich 

sein, dass sich FCMs zu den FCs/wachsenden Muskeln bewegen und mit diesen fusionieren. 

Die FCs liegen in der Peripherie des Embryos, wohingegen sich die FCMs weiter im Inneren 

befinden. Zu Beginn der Myogenese liegen alle Zellen dicht beieinander, wodurch es auch 

ohne Migration zur Fusion kommt, während später in der Muskelentwicklung wenige FCMs 

gezielt auf die wachsenden Myotuben zuwandern müssen (Beckett and Baylies, 2007). Dies 

würde erklären, warum frühe Fusionen in zip
2
; ΔMhcl-mutanten Embryonen noch stattfinden. 

Alternativ könnte das Protein, evtl. durch Interaktion mit dem β-PIX/PAK/GIT-Komplex, an 

der Bewegung reifer Muskeln in Richtung der epidermalen Anheftungsstellen beteiligt sein. 

Analog zu Myosinen, welche die Fusionsporen der Endo- und Exozytose regulieren, könnte 

Mhcl die Weitung der FuRMAS-Struktur nach folgendem Modell beeinflussen: Das Ig-Do-

mänen-Protein Duf/Kirre ist in die Membran von FC/wachsendem Muskel inseriert und inter-

agiert mittels intrazellulärem Abschnitt mit der TPR-E-Wiederholung des Adaptermoleküls 

Rols7 (Kreisköther et al., 2006). Dieses rekrutiert über die Ankyrin-Wiederholungen, sofern 

sich die Interaktion verifizieren lässt, Mhcl über dessen C-terminalen Teil (Daum, Bachelor-

arbeit 2008). Dieses Rols7-Fragment wurde bereits als essentiell für die Myogenese identifi-

ziert (Kreisköther et al., 2006, Menon et al., 2005). Mhcl wiederum bewegt sich mit Hilfe der 

Motordomäne entlang des F-Aktins, wodurch es zur Weitung der Fusionspore als Voraussetz-

ung für eine erfolgreiche Fusion kommt (Abb. 6.2 A). Diese Überlegungen werden von der 

Tatsache unterstützt, dass sowohl in Embryonen der Linie zip
2
; ΔMhcl, als auch der rols7-

Deletionslinie Df(3L)BK9 (Menon and Chia, 2001, Rau et al., 2001), die zweite Fusionsphase 

beeinträchtigt ist. Klarheit könnte durch den immunhistochemischen Nachweis der myogene-

serelevanten Proteine Duf/Kirre, Sns oder Rols7 in zip
2
; ΔMhcl-mutanten Embryonen erzielt 

werden, da hier sich weitende Fusionsporen sichtbar werden (Kesper et al., 2007). Dies 
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scheiterte bisher, da die entsprechenden Antikörper nur nach Hitzefixierung der Embryonen 

ein zufriedenstellendes Ergebnis liefern, was den Nachweis des Balancer-Markers, β-Galak-

tosidase, unmöglich macht. Zudem wurde kein eindeutiges morphologisches Kriterium zur 

Identifikation doppelmutanter Embryonen gefunden. Daher konnten auch keine elektronen-

mikroskopischen Untersuchungen durchgeführt werden, um den Fusionsstopp anhand ultra-

struktureller Kriterien einzuordnen und die Hypothese auf diese Weise zu verifizieren. 

 

 

Abb.6.2: Schematische Darstellung der hypothetischen Funktionen von Mhcl 

Falls sich die Interaktion zwischen Mhcl und Rols7 verifizieren lässt, erscheint folgendes Modell sehr 

wahrscheinlich: Das Ig-Domänen-Protein Duf/Kirre (dunkelblau) ist in die Membran (schwarz) von 

FC/wachsendem Muskel innerhalb des FuRMAS (A) integriert, wo es zusammen mit dem FCM-spezi-

fischen Sns für den Zellkontakt verantwortlich ist. Es rekrutiert mittels seines intrazellulären Teils das 

Adapterprotein Rols7 (grün) über dessen TPR-E-Wiederholung. Dieses interagiert seinerseits über die 

Ankyrin-Repeats mit dem C-terminalen Teil von Mhcl (beige), das mit Hilfe der Motordomäne aktin-

basierte Bewegungen vermittelt, wodurch es zur Weitung der Fusionspore kommt. Alternativ könnte 

Mhcl in den Z-Scheiben (grau) der Sarkomere (B) mit dem ebenfalls dort lokalisierenden Rols7 

interagieren und dort entweder die Verknüpfung der Aktin-Filamente (rot) in die Z-Scheibe 

stabilisieren oder zur Bildung von Proteinkomplexen beitragen, deren Mitglieder (grün bzw. violett) 

noch zu identifizieren sind (verändert nach Önel and Renkawitz-Pohl, 2009).  

 

Durch seine Adapterfunktion könnte Mhcl an der Stabilisation des Aktinzytoskeletts beteiligt 

sein, auch wenn einer der dafür verantwortlichen Abschnitte, die KE-reiche Region des Verte-

braten-Homologs, fehlt. Das Protein könnte das Aktinzytoskelett mit der Zellmembran ver-

binden, an welche es evtl. durch seine PDZ-Domäne rekrutiert wird. Mit deren Hilfe könnte 

Mhcl zudem an der Bildung von Protein-Komplexen beteiligt sein. Hierbei erscheint eine 

Funktion für die Etablierung und Stabilisierung der Muskelanheftungsstellen und Sarkomere 

besonders interessant, da die Z-Scheiben aus einer Vielzahl von Proteinen aufgebaut sind und 

erste Experimente Mhcl dort zeigen (siehe 5.1.3). Da für Rols7 ähnliche Funktionen postuliert 

werden (Kreisköther et al., 2006), könnte die Interaktion, sofern sie zu verifizieren ist, mit 

diesem Protein auch dort stattfinden (Abb. 6.2 B). Eventuelle Interaktionspartner sind durch 
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entsprechende experimentelle Ansätze zu finden, möglicherweise geschieht so aber auch eine 

stabilere Verankerung der Aktin-Filamente in die Z-Scheiben (Abb. 6.2 B).  

Schließlich könnte Mhcl in den dicken Filamenten der Sarkomere zu finden sein und dort in 

Redundanz zu Mhc agieren. Dafür kommen sowohl volle-Länge Proteine als auch verkürzte 

Varianten in Frage, da der Kopf-Bereich von Mhc lediglich für eine definierte Filamentlänge 

sowie den Durchmesser der Muskeln essentiell ist (Cripps et al., 1999), die Assemblierung 

und Funktionalität der Myosin-Filamente ist auch weiterhin gegeben. 

Alle hier vorgestellten Hypothesen sind mit passenden Experimenten zu überprüfen. Falls in 

analysierten ΔMhcl-mutanten Embryonen der erwartete Phänotyp nicht sichtbar wird, könnte 

dies wiederum an einem Redundanzpartner, welcher nicht zwingendermaßen von Zip darge-

stellt werden muss, liegen. Sollte Mhcl, im Gegensatz zu den homologen Proteinen der Säu-

ger, nicht unabhängig von seiner Motordomäne an Aktin binden können, ist bei allen Aktin-

basierten Prozessen gleichzeitig ein Rückschluss auf gebildete Isoformen möglich.  

6.2 CG10737 

6.2.1 CG1073 wird während der Myoblastenfusionen spezifisch im viszeralen und 

somatischen Mesoderm exprimiert 

Das hier analysierte CG10737-P ist eines von 42 D. melanogaster-Proteinen, welche wahr-

scheinlich eine oder mehrere C2-Domänen besitzen. Viele dieser Proteine sind in neuronale 

Prozesse involviert, meist die Neurotransmitter-Ausschüttung oder die Bildung neuromus-

kulärer Verbindungen, wenige sind molekular noch nicht charakterisiert (Adolfsen et al., 

2004, McMahon et al., 2010, Rizo and Rosenmund, 2008). Obwohl Rab11, der Interaktions-

partner des C2-Domänen-Proteins Rip11, an der Myoblastenfusion beteiligt ist (Bhuin and 

Roy, 2009), wurde bisher nur für Mbc als C2-Domänen-Protein eine eindeutige Beteiligung 

während der Myogenese gezeigt, kein weiteres der bisher analysierten Gene zeigt eine 

spezifische mesodermale Expression (Flybase, Diemer, Bachelorarbeit 2009, D. Buttgereit, 

persönliche Mitteilung). Ihre Fähigkeit, die Fusion von Membranen zu fördern (Martens and 

McMahon, 2008), lässt sie auch für die Myogenese interessant erscheinen.  

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass CG10737 spezifisch im somatischen und viszeralen Me-

soderm exprimiert ist, sowohl während der Myoblastenfusionen als auch in reifen Muskeln. 

Zusätzlich kann das Transkript im ZNS detektiert werden, eine maternale Komponente, wel-

che häufig die Auswertung zygotischer Deletionen erschwert, ist aber auszuschließen. in situ-

Hybridisierungen an mutanten Embryonen weisen deutlich auf eine FC-spezifische Expres-

sion im somatischen Mesoderm hin. Um dies vollständig zu klären, sind analoge Experimente 
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an Embryonen der Linien rP298-lacZ sowie sns-lacZ durchzuführen, in welchen die FCs bzw. 

FCMs anhand β-Galaktosidase-Expression identifizierbar sind. Des Weiteren könnten Embry-

onen benutzt werden, welche verstärkt FCMs auf Kosten der FCs bilden. in situ-Hybridisie-

rungen an lmd-mutanten Embryonen könnten eventuelle Unterschiede der Transkriptionsre-

gulation zwischen somatischem und viszeralem Mesoderm aufdecken. CG10737 wurde bei 

der Analyse groß angelegter Chromatin-Co-Immunopräzipitations-Studien nicht als direktes 

Zielgen von DMef2 und Lmd identifiziert (Sandmann et al., 2006, Cunha et al., 2010). In 

dieser Arbeit wurde allerdings deutlich, dass die Expression im somatischen und viszeralen 

Mesoderm durch den Transkriptionsfaktor DMef2 moduliert wird, daher erscheint eine indi-

rekte Regulation wahrscheinlich. Da die DMef2-Aktivität auf mesodermale Derivate be-

schränkt ist, ist die ungestörte neuronale Expression dieser Embryonen nicht verwunderlich.  

6.2.2 Endogenes CG10737-P wird von einem generierten Peptid-Antikörper nicht 

spezifisch erkannt 

Es wurde ein Peptid-Antikörper gegen CG10737-P generiert, um die endogene oder ekto-

pische Proteinverteilung analysieren zu können. Obwohl keine abschließende Aussage über 

die Spezifität der verschiedenen Antikörperfraktionen getroffen wurde, ist es doch sehr 

unwahrscheinlich, dass die diversen detektierten Muster auf spezifischen Reaktionen beruhen. 

Gerade dass häufig das gleiche, gegen das jeweilige Peptid gereinigte, Serum unterschiedliche 

Muster an Embryonen detektiert, welche mit Hitze bzw. Paraformaldehyd fixiert worden sind, 

ist sehr ungewöhnlich. Durch unterschiedliche Fixierungsmethoden werden verschiedene 

Proteine, gerade Mitglieder von Proteinkomplexen, unterschiedlich gut zugänglich gemacht, 

trotzdem sollte eine gewisse Konstanz erkennbar sein. Zudem detektieren maximal zwei der 

drei ausgewählten Fraktionen ektopisch in SL2-Zellen exprimiertes CG10737-P. Die zusätz-

lich aufgetretenen Banden der Western-Blot-Analyse könnten endogenes Protein der SL2-

Zellen repräsentieren, allerdings wären dann drei sich gleichende Muster zu erwarten. Ein ein-

deutiger Nachweis an diesen Proteinextrakten wäre als Spezifitäts-Beweis anzusehen, auch 

wenn embryonales Protein nicht detektiert wird. Dafür sind mehrere Möglichkeiten denkbar, 

beispielsweise eine geringe endogene Proteinmenge oder ein hoher Umsatz, sodass das 

Protein schneller abgebaut als durch den Antikörper nachgewiesen wird. Verschiedene Synap-

totagmine und weiter verbreitete SNARE-Proteine (siehe 6.2.6), welche vermutlich ähnliche 

Funktionen ausüben, sind im Embryo auf Proteinebene lichtmikroskopisch nachweisbar 

(Adolfsen et al., 2004, Sweeney et al., 1995), daher sollte dies auch für CG10737-P prinzipiell 

möglich sein. Die Inkubation präparierter Gewebe, in diesem Fall die die somatische Musku-
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latur enthaltende Embryonenhülle, könnte aber auf alle Fälle die Zugänglichkeit des Anti-

körpers zu dem nachzuweisenden Protein erhöhen (Guerin and Kramer, 2009b). 

Alle einzigartigen Bereiche des Proteins, welche für eine Antikörpergeneration in Frage kom-

men, erfüllen nur teilweise die an sie gestellten Anforderungen (Pineda – Antikörper-Service, 

mündliche Mitteilung). Um die geringe Erfolgswahrscheinlichkeit zu erhöhen, wurden zwei 

unterschiedliche Peptide zur Immunisierung von je zwei Kaninchen und Meerschweinchen 

eingesetzt. Theoretisch bestimmen fünf zufällig ausgewählte und prozessierte Aminosäuren 

die Spezifität eines Antikörpers (siehe 6.1.2, Frank, 2002). Daher ist es nicht auszuschließen, 

dass eine der acht Fraktionen spezifisch und ausschließlich CG10737-P detektiert, erscheint 

aber unwahrscheinlich, da keines der detektierten Muster die gezeigte Transkriptverteilung 

widerspiegelt. Zur abschließenden Klärung können entsprechende Analysen an defizienten 

Embryonen dieses Gens sowie Proteinextrakten aus SL2-Zellen und an Embryonen beitragen, 

welche jeweils CG10737-P mit Anhang ektopisch exprimieren, letztere beispielsweise in der 

charakteristischen wg-Domäne.  

6.2.3 Methodische Schwierigkeiten verhindern die ektopische Expression von   

CG10737-P in D. melanogaster 

Als Alternative zu Antikörper-Studien und für weiterführende Untersuchungen, beispiels-

weise Rettungsexperimente defizienter Embryonen, wurden transgene Fliegen etabliert, wel-

che zur ektopischen Expression eines CG10737-P-HA-Fusionsproteins induzierbar sein soll-

ten. Dieses kann aber weder auf RNA- noch auf Proteinebene nachgewiesen werden. Die 

Inkubation der Embryonen bei 29 °C ändert das nicht, obwohl das UAS-GAL4-System auf 

einem Transkriptionsaktivator der Bäckerhefe basiert und daher bei dieser Temperatur höch-

ste Aktivität zeigt (Brand and Perrimon, 1993, Kramer and Staveley, 2003). In Western-Blot-

Analysen an Proteinextrakten aus SL2-Zellen, welche dieses Konstrukt ektopisch exprimier-

en, kann das Fusionsprotein aber eindeutig nachgewiesen werden. Folgende Erklärungsmög-

lichkeiten kommen für diesen Widerspruch in Frage: Zunächst unterscheiden sich GAL4-

Treiberstämme in der Menge des ektopisch gebildeten Proteins, allerdings wurden hier aus-

schließlich Linien mit hohem Expressionsniveau verwendet. Darüberhinaus reichen einfache 

Anhänge zwar für die Detektion in Zellkultur oder darauf basierender Western-Blot-Analyse 

aus, für den Nachweis in Organismen oder Geweben ist dies häufig nicht der Fall (Beob-

achtungen der AG Renkawitz-Pohl). Die fehlende ektopische Transkriptverteilung weist über-

dies darauf hin, dass die zufällige P-Element-basierte Integration nicht in genomische Berei-

che großer Aktivität erfolgt ist. Dies können Regionen sein, welche unter Einfluss von soge-

nannten Silencern stehen, oder sehr kompakte Chromosomenbereiche wie das Heterochro-
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matin. Um die genannten Probleme zu umgehen, könnten Konstrukte erstellt werden, welche 

zur Bildung von Fusionsproteinen mit mehrfachen Anhängen führen. Des Weiteren bietet sich 

die Verwendung des ΦC31-Integrase-basierten Systems an, da hier die Integration an spezi-

fischen, gut zugänglichen Stellen des Genom erfolgt (Bischof et al., 2007). 

6.2.4 Der genomische Bereich 5´ des Transkriptionsstarts stellt keinen Promotor für 

CG10737 dar 

Um tiefere Einblicke in die Regulation des Gens zu bekommen, wurde die genomische Re-

gion zwischen dem 5´-UTR-Bereich von CG10737 und dem 3´-UTR-Bereich des benach-

barten ena analysiert. Dieses Fragment ist nicht in der Lage, die Reportergenexpression in 

einem Muster ähnlich der CG10737-Transkriptverteilung zu aktivieren. Dies erscheint unge-

wöhnlich, da hierin ein putativer Promotor identifiziert wird (Flybase, promoter prediction) 

und sich üblicherweise stromaufwärts des Gens basale Promotoren oder cis-regulatorische Se-

quenzen befinden (siehe 6.1.4, Hampsey, 1998, Kesper, Dissertation 2005, Philippakis et al., 

2006, Sandelin et al., 2007). Allerdings wird der schon angesprochene 5´-UTR-Bereich nur 

für acht der zwölf Isoformen postuliert. Der 5´-UTR-Bereich der restlichen vier Varianten soll 

etwa 6 kb stromabwärts, direkt gefolgt vom Translationsstart aller Isoformen, zu finden sein 

(siehe 5.2.1). Für den Bereich zwischen dem weiter stromaufwärts liegenden 5´-UTR-Bereich 

und dem Transkriptionsstart sagen Computerprogramme sieben mögliche Promotoren voraus 

(Flybase, promoter prediction). Es wäre also sinnvoll, diesen Bereich ebenfalls auf die Fähig-

keit hin zu untersuchen, Reportergenexpression zu aktivieren. Einer dieser putativen Promo-

torbereiche befindet sich im ersten Exon des 5´-UTR-Bereichs, welcher von vier Isoformen 

geteilt wird, und wird auch von einem weiteren Programm identifiziert (McPromoter). 

6.2.5 Der putative Interaktionspartner Sec5 ist für die Bildung der somatischen 

Muskulatur nicht essentiell 

Es wurden Untersuchungen zu Sec5 durchgeführt, um so Hinweise auf die Funktion von 

CG10737-P zu bekommen, wobei die ubiquitäre Expression die Interaktion der beiden Protei-

ne nicht ausschließt. Die Deletion von sec5 und 22 weiteren Genen beeinflusst die Bildung 

somatischer Muskulatur nicht schwerwiegend. Ob die nicht wildtypisch erscheinenden Mus-

keln mancher Tiere auf eine Störung der Myogenese oder vielmehr auf Fixierungsartefakte 

zurückzuführen sind, wurde nicht abschließend geklärt. Darüber hinaus könnte dafür auch die 

Deletion eines der anderen Gene verantwortlich sein. Dies sind viele bisher uncharakterisierte 

Proteine, aber auch das am Transport doppelsträngiger RNA beteiligte Cog3, das 

chromatinbindende Msl2, die putative NADH-Dehydrogenase Pdsw, Pgant2 (an der 
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Oligosaccharid-Biosynthese beteiligt), sowie Ptpa (kann Protein-Thyrosin-Phosphatasen 

aktivieren). Zumindest indirekt könnten diese teilweise eine Rolle für die Myogenese spielen, 

z. B. durch Bereitstellung von Energie oder die Aktivierung spezifischer Signalwege.  

Sec5 ist ein Mitglied des Exozysten-Komplexes, welcher beispielsweise für die Exozytose 

verantwortlich ist, indem er Vesikel im zu fusionierenden Membranbereich verankert. Sec5 

kontrolliert den Membrantransport, die Ausbildung von Zellpolaritäten und die Endozytose, 

aber nicht den Vesikeltransport (Langevin et al., 2005, Murthy et al., 2003, Sommer et al., 

2005). Des Weiteren ist es für die Fusionen zur Bildung des dorsalen Haupt-Tracheenastes es-

sentiell (Kakihara et al., 2008). Die Deletion von sec5 führt deswegen und aufgrund fehlender 

neuromuskulärer Verbindungen zu larvaler Letalität, was mit den hier gewählten Experimen-

ten aber nicht untersucht wurde. Die in dieser Arbeit verwendete RNAi-Linie produzierte 

auch in einer groß angelegten Studie wildtypische Nachkommen (Schnorrer et al., 2010), was 

aber nicht überrascht, da nicht klar ist, wie spezifisch diese Linien die Translation eines 

Proteins verhindern. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass Sec5 eine Funktion während 

der Myoblastenfusion spielt, da ein Redundanzpartner das Auftreten von Störungen dieses 

Gewebes verhindern könnte. Es ist zu vermuten, dass Sec5 dann unabhängig von dem 

angesprochenen Exozysten-Komplex agiert, für dessen Funktion es essentiell ist. 

6.2.6 CG10737-P spielt keine essentielle Rolle für die Myogenese von D. melanogaster 

6.2.6.1 Der Verlust von CG10737 ruft keine spezifischen Muskelstörungen hervor 

Transheterozygote Embryonen, welche CG10737 und fünf weitere Gene deletieren, zeigen 

Störungen bei der Kopfeinstülpung sowie fehlorientierte oder nicht angeheftete Muskeln. Der 

Vergleich mit ena-mutanten Embryonen zeigt eindeutig, dass diese Phänotypen auf dessen 

Verlust zurückzuführen sind. Ena, auch bekannt als VASP, ist der einzige D. melanogaster-

Vertreter einer Proteinfamilie, welche, im Gegensatz zum Arp2/3-Komplex, die Bildung 

langer, unverzweigter Aktinfilamente fördert. Ena wird von der Tyrosin-Kinase Abl reguliert 

und ist beispielsweise für die Bildung und Stabilität von Zell-Zell-Kontakten oder die Zell-

Motilität sowie die Morphogenese verschiedener Epithelien verantwortlich. Ena spielt eine 

essentielle Rolle während der Neurogenese, wo es die Bildung und Stabilität der Neurone und 

Synapsen sowie die Wegfindung der Nervenzellen moduliert (Franco et al., 2010, Michael et 

al., 2010, Übersichtsartikel: Trichet et al., 2008). Obwohl über die Funktion von Abl während 

der Myogenese bereits spekuliert wird (Bennett and Hoffmann, 1992, Sickmann, Dissertation 

2010), wurde die Beteiligung von Ena noch nicht analysiert. Die hier gezeigten Daten be-

weisen aber dessen Relevanz für die korrekte Orientierung der Muskeln sowie deren Anhef-
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tung an die Epidermis, wobei das eine evtl. eine Folge des anderen ist. Die Unregelmäßig-

keiten der Kopfeinstülpung bzw. des Dorsalschluss und Keimstreifrückzugs der analysierten 

ena-mutanten Embryonen wurden bereits beschrieben (Gates et al., 2007). Dass die beiden 

letztgenannten nicht in den transheterozygoten Embryonen beobachtet wurden, könnte daran 

liegen, dass die analysierten Mutationen evtl. nur bestimmte Domänen funktionsunfähig 

machen. Dadurch könnte ein dominant-negativer Effekt erzielt werden.  

Das Protein des ebenfalls deletierten Gens cora enthält eine sogenannte FERM-Domäne, wel-

che die Interaktion mit bestimmten Lipiden, transmembranen Ionenkanälen oder Adhäsions-

molekülen sowie zytoplasmatischen Komponenten wie Calmodulin vermitteln können. Da-

durch eignen sie sich, um als Adapter die Aktivität verschiedener Proteine zu koordinieren. 

Cora reguliert z. B. den Tracheendurchmesser, die Polarität von Epithelzellen und den Aufbau 

und die Funktion spezieller Zell-Zell-Verbindungen. Es verankert bestimmte, an der Neuro-

transmitter-Ausschüttung beteiligte, Glutamat-Rezeptoren im Aktinzytoskelett der Synapsen. 

Da Cora in Redundanz zu einem weiteren FERM-Protein agiert, zeigen mutante Embryonen 

nur leichte Störungen. Der hier als Kontrolle verwendeten nullmutanten Linie fehlen Gluta-

mat-Rezeptoren in den Synapsen, was mit den gewählten Experimenten nicht analysiert 

wurde (Chen et al., 2005, Laprise et al., 2009, Laprise et al., 2010, Übersichtsartikel: Tepass, 

2009). Cora wurde als potenzieller Interaktionspartner von Rols7 in einem Hefe-zwei-Hybrid-

Screen identifiziert (Kastl, Bachelorarbeit 2010), ob es eine Funktion während der Myogenese 

ausübt, bedarf weiterer Kärung. 

Hppy oder MAP4K3 ist ein Mitglied der Familie der Ste20-Kinasen und für die korrekte 

Phosphorylierung verschiedener Translationsfaktoren am Ende des angesprochenen TOR-Sig-

nalwegs verantwortlich (siehe 6.1.7, Findlay et al., 2007). Hppy wird im adulten Gehirn ex-

primiert, wo es den EGF-Signalweg inhibiert. Daher zeigen mutante Fliegen lediglich eine 

veränderte Sensitivität auf Alkohol (Corl et al., 2009). Wie beobachtet sollte weder der Ver-

lust von cora noch von hppy in den analysierten transheterozygoten Embryonen Störungen 

der Myogenese hervorrufen, welche durch den anti-β3-Tubulin-Antikörper detektierbar sind. 

 

6.2.6.2 CG10737-P könnte an der Signaltransduktion oder unterschiedlichen 

Fusionsprozessen während der Myogenese beteiligt sein 

Obwohl der Verlust von CG10737 keine Auswirkungen auf die Bildung somatischer Musku-

latur hat, ist es doch möglich, dass das Protein dort eine Funktion ausübt, worauf das Expres-

sionsmuster sehr stark hindeutet. Diese könnte von einem putativen und noch zu identi-

fizierenden Redundanzpartner erfüllt werden, wobei das myogeneserelevante Mbc besonders 

interessant erscheint. Die hier verwendete RNAi-Linie führte auch in einer weiteren Studie zu 
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wildtypischen Nachkommen, was diese Theorie zumindest nicht widerlegt (Schnorrer et al., 

2010). Während der Myogenese könnte CG10737-P die Fusion zwischen Vesikel und Zell-

membran im Präfusionskomplex (Abb. 6.3 A, B) oder die der Membranen von FC und FCM 

fördern (Abb. 6.3 C, D). Falls für diese Schritte unterschiedliche fusogene Proteine benötigt 

werden, könnten die Vesikel diese zum Fusionsort bringen. Es ist ein analoger Prozess wie 

der der Neurotransmitter-Ausschüttung vorstellbar. Dort interagiert das C2-Domänen-Protein 

Synaptotagmin direkt mit SNARE-Proteinen, welche in die Membranen der Vesikel bzw. der 

Synapse inseriert sind. C2-Domänen-Proteine inserieren als Reaktion auf eine Änderung der 

Ca
2+

-Konzentration in Membranen (siehe 2.6). Eine Konformationsänderung des Komplexes 

aus SNARE- und C2-Domänen-Proteinen bedingt eine Verkürzung des Membranabstands 

(Abb. 6.3 A, rechts, C), wobei es bei Unterschreitung einer gewissen Distanz zur Fusion 

kommt (Abb. 6.3 D). Ob das postulierte Intermediat Hemifusion (Abb. 6.3 C, rechts) 

tatsächlich entsteht, ist Gegenstand aktueller Forschung (aktuelle Übersichtsartikel: Jackson 

and Chapman, 2008, Jahn and Scheller, 2006, McMahon et al., 2010, Rizo and Rosenmund, 

2008, Sapir et al., 2008, Wickner and Schekman, 2008).  

Fast alle Proteine, welche an Fusionsprozessen beteiligt sind, besitzen allerdings zwei oder 

mehr C2-Domänen, wohingegen Proteine mit nur einem dieser Module häufig Ca
2+

-insensitiv 

und an Signalübertragungen beteiligt sind (Corbalán-García and Gómez-Fernández, 2010, 

Martens and McMahon, 2008). Wie auch bei CG10737-P zu beobachten, enthalten diese Pro-

teine häufig eine C1-Domäne, beide Module wurden ursprünglich in der Kinase PKC identi-

fiziert. C1-Domänen sind Cysteinreiche Module, welche typischerweise den sekundären Bo-

tenstoff DAG sowie DAG imitierende Phorbolester binden, was zur Translokation des Pro-

teins an die Membran führt. Zwei der vier Untergruppen dieser hoch konservierten Protein-

familie, die ‚konventionellen‘ und ‚neuen‘ PKCs, besitzen C1- und C2-Domänen. Durch de-

ren Interaktion kommt es häufig zu einer sequentiellen Aktivierung der Proteine, wobei die 

C1-Domänen die Aktivierung, die C2-Domänen eine Funktion für die Regulation und Lokali-

sation des Enzyms übernehmen. PKC-Isoformen sind an der Ausbildung von Zell-Zell-Kon-

takten oder der Zellpolarität beteiligt und koordinieren Wachstum oder Überleben von Zellen. 

Durch die Regulation des Zytoskeletts oder unterschiedlicher Oberflächenproteine, welche die 

Interaktion mit der extrazellulären Matrix vermitteln, nehmen sie Einfluss auf die Migration 

von Zellen. Hier konnte die Kooperation mit dem Exozysten-Komplex gezeigt werden, dessen 

Mitglied Sec5 ein putativer Interaktionspartner von CG10737-P ist (aktuelle Übersichts-

artikel: Colón-González and Kazanietz, 2006, Lemmon, 2008, Rosse et al., 2010). 
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Abb.6.3: Schematische Darstellung möglicher Funktionsweisen des C2-Domänen-Proteins   

CG10737-P während der Myogenese 

Im Präfusionskomplex liegen sich Vesikel auf Seiten der FCM (gelb) und FC/wachsender Muskel 

(blau) paarig gegenüber. Diese Vesikel fusionieren mit Hilfe fusogener Moleküle (grün) mit den ent-

sprechenden Zell-Membranen (A, B) und liefern gleichzeitig neue fusogene Substanzen (rot), welche 

für die Fusion zwischen FC und FCM benötigt werden (C, D). C2-Domänen-Proteine könnten, analog 
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dem Prozess der Neurotransmitter-Ausschüttung, mit einem Komplex aus SNARE(-ähnlichen) 

Proteinen interagieren und als Reaktion auf die Erhöhung der Ca
2+

-Konzentration zunächst den 

Abstand der beiden zu fusionierenden Membranen verkürzen (A, rechts, C), bevor es zum Intermediat 

der Hemifusion (C, rechts) und zur Vesikulierung der Membran kommt. CG10737-P könnte, 

wahrscheinlich nur auf Seiten von FC/wachsendem Muskel, sowohl am ersten als auch am zweiten 

Abschnitt dieser Fusion beteiligt sein. 
 

CG10737-P könnte also an Migrationsprozessen von Zellen beteiligt sein, z. B. die der FCMs 

in Richtung der FCs als Voraussetzung für deren Fusion. Es könnte zudem sein, dass 

CG10737-P Signale an der Muskel-Membran koordiniert, damit die Fusion oder der Aufbau 

der neuromuskulären Verbindungen dritter Larvalstadien korrekt ablaufen kann. Auf Seiten 

der Neurone sind viele C2-Domänen-Proteine und auch der putative Interaktionspartner Sec5 

an der Etablierung dieser Strukturen beteiligt (siehe 6.2.5), ein in den reifen Muskeln agieren-

des Signalmolekül ist als Gegenspieler nicht auszuschließen. Zudem könnte auch neuronal ex-

primiertes CG10737-P (siehe 5.2.1) für den Aufbau dieser Verbindungen benötigt werden. 

Protein-Versionen mit möglicherweise dominant-negativer Wirkung könnten bei der Klärung 

der Frage helfen, welche der vorgestellten Hypothesen zutrifft. Hier würde sich die Entfer-

nung der C1- oder C2-Domäne oder auch beider anbieten, da diese die für die Funktion des 

Proteins verantwortlichen Module darstellen. Die Störung eines bestimmten Gewebes bei ek-

topischer Expression würde die Funktion von CG10737-P ebenda anzeigen. Um eine mutante 

Fliegenlinie zu generieren, die ausschließlich die Bildung von CG10737-P beeinträchtigt oder 

verhindert, könnte das P-Element EY06743 unpräzise entfernt werden. Dieses ist in das erste 

Intron der acht längeren Isoformen inseriert, wodurch möglicherweise genomische Bereiche 

der Transkripte deletiert werden. Da nicht klar ist, ob dies Letalität verursacht, müssten 

potenziell mutante Fliegenlinien per PCR kontrolliert werden. 

Als mögliche Redundanzpartner für CG10737-P, welche das Auftreten von Störungen bisher 

verhinderten, kommen weitere C2-Domänen-Proteine in Frage, z. B. CG16976, CG32425, 

CG33967 und CG34349. Diese kodieren ebenfalls nur je eine C2-Domäne und wurden noch 

nicht analysiert. Falls diese Gene ein ähnliches Expressionsmuster wie CG10737 aufweisen, 

was durch in situ-Hybridisierungen zu klären ist, könnte die Analyse von zu erstellenden 

Doppelmutanten über eine tatsächliche Redundanz Aufschluss geben. Die 20 SNARE-Pro-

teine von D. melanogaster sind als putative Interaktionspartner von CG10737-P anzusehen 

(Littleton, 2000). Viele dieser Proteine unterbinden allerdings jegliche Vesikelfusion oder 

zumindest die Neurotransmitter-Ausschüttung (Bhattacharya et al., 2002, Kidokoro, 2003), 

was die Auswertung der entsprechenden Mutanten erschwert. Zusätzlich könnte auch mit 

weiteren Screens nach Interaktionspartnern von CG10737-P gesucht werden. Diese müssten 

mit adäquaten Experimenten sowohl in vivo als auch in vitro verifiziert werden. 
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6.3 Ausblick 

6.3.1 Mhcl 

Wie in den entsprechenden Kapiteln angesprochen (siehe 6.1.1 bis 6.1.8), sollten zunächst 

einige abschließende Experimente gemacht werden. Die Verifizierung der zelltypspezifischen 

mRNA-Verteilung kann durch in situ-Hybridisierungen an charakterisierten lmd-mutanten 

Embryonen, sns-lacZ-Embryonen und Tieren, welche verstärkt FCMs bilden, beispielsweise 

durch die ektopische Expression von Notch im Toll-mutanten Hintergrund, erfolgen. Western-

Blot-Analysen mit dem anti-Mhcl-Antikörper an Proteinextrakten aus ΔMhcl-Embryonen 

können die Spezifität des Antikörpers näher charakterisieren, um anschließend die Bildung 

funktionalen Proteins in der Linie EY00454 zu analysieren. Sollte dies nicht der Fall sein, 

könnte hier erstens diese putative Mhcl-mutante Linie in Kombination mit zip
2
 analysiert und 

zweitens im Umkehrschluss die Spezifität des Antikörpers an larvalen Sarkomeren überprüft 

werden. Alternativ kann dies auch an ersten Larven der ΔMhcl-Linie erfolgen. Lebendbeob-

achtungen dieser Linie hinsichtlich der Kontraktilität der Muskulatur können Aufschluss auf 

die der Letalität zugrunde liegende Mutation geben. Es stehen abschließende Auswertungen 

der ektopischen mesodermalen Expression von Mhcl
CC

 sowie der myristylierten Variante von 

DCrk im ΔMhcl-mutanten Hintergrund hinsichtlich Auswirkungen auf die somatische Myoge-

nese aus. Nach Erstellung der entsprechenden Konstrukte sollte die Interaktion zwischen 

Mhcl und Rols7 mittels Co-Immunopräzipitation und des Split-YFP-Systems getestet werden. 

Weitere Interaktionspartner könnten mit Hilfe doppelmutanter Fliegen für Mhcl und Flw bzw. 

Scamp verifiziert werden, falls in diesen Störungen sichtbar werden. Die postulierte Funktion 

von Mhcl für die Etablierung bzw. Aufrechterhaltung der Sarkomere kann durch die Analyse 

ΔMhcl-mutanter Larven überprüft werden. Ob Mhcl an der Bewegung der FCMs beteiligt ist, 

könnte mittels Lebendbeobachtung an ΔMhcl- bzw. zip
2
; ΔMhcl-mutanten Embryonen 

getestet werden. Mit einer Kombination adäquater Reportergene und Mikroskopie-Techniken 

kann untersucht werden, ob der Phänotyp der zip
2
; ΔMhcl-mutanten Embryonen tatsächlich 

auf einem Interkalations-Defekt während der Gastrulation oder Keimstreif-Verlängerung 

beruht (Supatto et al., 2009). Weitere spezielle fluoreszenzbasierte Techniken bieten sich an, 

um gegebenenfalls die Interaktion zwischen Mhcl und dem Aktinzytoskelett sichtbar zu 

machen (Iwai and Uyeda, 2008), und so einen Hinweis auf die vermutete regulatorische 

Funktion für das Zytoskelett zu bekommen. Spezielle Motilitäts-Experimente könnten Auf-

schluss über die genaue subzelluläre Lokalisation von Mhcl, sowie die Art und Weise einer 

etwaigen Bewegung geben (Brawley and Rock, 2009, Rock et al., 2000). 
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6.3.2 CG10737 

Zur Klärung der zelltypspezifischen Expression von CG10737 und deren Regulation könnten 

ergänzende in situ-Hybridisierungen an Embryonen der Linien rP298-lacZ, sns-lacZ und lmd
1
 

sowie an Embryonen, welche vermehrt FCMs bilden, durchgeführt werden. Dafür bietet sich 

die ektopische Expression von Notch im Toll-mutanten Hintergrund an. Die Antikörper-

Spezifität sollte an Deletionsmutanten sowie Proteinextrakten aus Zellen, welche CG10737-P 

ektopisch exprimieren, überprüft werden. Alternativ zu einer anti-CG10737-P-Antikörper-

färbung könnte die subzelluläre Verteilung ektopischen Proteins analysiert werden. Dafür 

wären mit dem zu erstellenden UAS-CG10737-Konstrukt mit mehrfachen Anhängen transge-

ne Fliegen mittels ΦC31-Integrase-basierter Integration zu etablieren. Dessen ektopische Ex-

pression eignet sich anschließend für eine weitere Spezifitätskontrolle des Antikörpers. Falls 

die Regulation der CG10737-Expression Gegenstand weiterer Untersuchungen sein soll, 

könnten Promotorstudien durchgeführt werden, z. B. mit dem genomischen Bereich zwischen 

dem 3´-UTR-Bereich von ena und dem Translationsstart von CG10737-P. Der putative Inter-

aktionspartner Sec5, dessen Deletion keinen Phänotyp im somatischen Mesoderm hervorruft, 

könnte durch genetische Interaktionsstudien mit CG10737-P untersucht werden. Auftretende 

Störungen würden bedeuten, dass beide Proteine im gleichen Signalweg agieren. Das gleiche 

gilt für die SNARE-Proteine des D. melanogaster-Genoms. Für die Identifizierung weiterer 

Interaktionspartner bietet sich ein Hefe-zwei-Hybrid- oder ein Modifizierungs-Screen an, falls 

die ektopische Expression von CG10737-P in der Augenimaginalscheibe die Entwicklung des 

Auges behindert. Um diese zu verifizieren, könnten, neben genetischen Interaktionstests oder 

Co-Immunopräzipitation, die isolierten Proteine mittels spezieller Technik analysiert werden, 

welche auf der Übertragung von Energie eines angeregten Farbstoffs über eine kurze Distanz 

auf einen zweiten beruht und bereits für die Aufklärung spezifischer Bindungseigenschaften 

der SNARE-Proteine eingesetzt wurde (Brunger et al., 2009). Die Analyse von CG16976, 

CG32425, CG33967 und CG34349 könnte Aufschluss über mögliche Redundanzpartner von 

CG10737-P liefern, weitere C2-Domänen-Proteine scheiden aufgrund der Expressionsmuster 

aus. Ob CG10737-P in Abhängigkeit von Ca
2+

-Ionen agiert, könnte in vitro durch spezielle 

ratiometrisch-fluorimetrische Messtechniken untersucht werden, in welchen die Ca
2+

-

Aufnahme von Zellen durch das Emissions-Verhältnis zweier unterschiedlicher Ca
2+

-

sensitiver Fluoreszenzfarbstoffe bestimmt wird (Voets, 2000). Die mögliche Auswirkung der 

Deletion von CG10737 auf die korrekte Bildung und Funktion larvaler Synapsen sollte z. B. 

mit der sogenannten Patch-Clamp-Technik untersucht werden. Hier können Stromfluss sowie 

Aktionspotentiale in Neuronen und Muskeln gemessen werden (Chen et al., 2009). 
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8. Anhang 

8.1 Abkürzungen 

Blow  Blown fuse         bp/kb   (Kilo-) Basenpaare 

CanB  Calcineurin B         cDNA   codierende DNA 

CG  vorhergesagtes Gen        Cka    Connector of Kinase to AP-1 

Cora  Coracle         CVM   Caudal Visceral Mesoderm 

DAB   Diaminobenzidin        Df    Defizienz 

d. h.  das heißt         dNTPs   Desoxynukleotidtriphosphate 

DMef2  Myocyte enhancing factor 2 in   Duf/Kirre   Dumbfounded/ Kin of irregular  

  D. melanogaster      chiasm C 

Ena  Enabled         Eve    Evenskipped 

evtl.  eventuell         FC    founder cell oder Gründerzelle    

FCM  fusionskompetente Myoblaste    Flw    Flapwing 

FuRMAS Fusion-Resticted       GEF   Guanin-Nukleotidaustauschfaktor 

Myogenic-Adhesive Structure     h    Stunde(n) 

Hbs  Hibris          HCl    Salzsäure 

Hppy  Happyhour         Ig    Immunoglobuline 

lmd/minc/gfl lameduck/myoblasts       Mbc   Myoblast city 

  incompetent/gleeful        Mhc   Myosin heavy chain 

Mhcl  Myosin heavy chain like       min    Minute(n) 

ml  Milliliter        (m)M   (milli) molar 

mRNA  Boten-RNA (messenger RNA)   Msps   Mini spindles       

OD  optische Dichte        PBS   Natriumphosphatpuffer 

PC  precursor cell oder        PCR   Polymerasekettenreaktion 

Vorläuferzelle        rEK    rekombinante Enterokinase 

RNAi  RNA Interferenz        Rols7/Ants   Rolling pebbles7/Antisocial      

Rst/IrreC Rougest/Irregular chiasm C      RT    Raumtemperatur   

s  Sekunde(n)         SM/VM   somatisches/viszerales Mesoderm     

SNARE soluble N-ethylmaleimide-      Sns    Sticks and stones   

  sensitive factor attachment      Sxe2   Sex specific enzyme 2 

  protein receptor        TBS    Tris buffered saline 

TVM  Trunk Visceral Mesoderm       U    Einheit (unit) 

u. a.  unter anderem        ü. N.   über Nacht 

UAS  stromaufwärts gelegene      UpM   Umdrehungen pro Minute  

  Aktivierungssequenz        UTR   nicht translatierte Region 

VT  Volumenteile         v/v    Volumen pro Volumen      

wg  wingless        WT    Wildtyp    

Wts  Warts          w/v    Gewicht pro Volumen 

YFP  gelb fluoreszierendes Protein     (weight per volume)  

z. B.   zum Beispiel        Zip    Zipper 

Zns  Zentrales Nervensystem 
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8.2 Kreuzungsschemata 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Kreuzungsschritte sind jeweils mit einer kurzen Beschrei-

bung angeführt. Zur besseren Übersichtlichkeit sind nur die Teile des Genotyps angegeben, 

welche für das Verständnis essentiell sind (für die exakte Genotypen-Bezeichnung siehe 3.8). 

8.2.1 Unpräzise Entfernung des P-Elements P{EPgy2}EY00454 

Einkreuzen der Transposase in die P-Element-Linie:  

Δ2-3 Ki/TM3, Sb    x     P{EPgy2}EY00454/P{EPgy2}EY00454 

Transposition des P-Elements:   

Dr/SbTDlZ    x    Δ2-3 Ki/P{EPgy2}EY00454 

Auskreuzen der Transposase:  

Dr/SbTDlZ    x    Δ2-3Ki, P{EPgy2}EY00454/SbTDlZ  (es werden nur Tiere verkreuzt, die 

weder den Marker Ki tragen noch rote Augen als Zeichen für P{EPgy2}EY00454 besitzen) 

Etablierung von Fliegenlinien mit unterschiedlichen Transpositionsereignissen: 

Δ2-3Ki P{EPgy2}EY00454/SbTDlZ    x    Δ2-3Ki P{EPgy2}EY00454/SbTDlZ 

Testkreuzungen auf Letalität der etablierten Linien und auf Letalität gegen Df(3R)Exel7328 

8.2.2 Rekombination von Df(3L)BK9/SbTDlZ und Mhcl/SbTDlZ 

Verkreuzen der Einzelmutanten:   

Df(3L)BK9, e
1
/SbTDlZ, e

1
    x    Mhcl/SbTDlZ, e

1
 

Rekombination der Allele:   

Mhcl/Df(3L)BK9, e
1
    x    Dr/SbTDlZ, e

1
      (dabei Verlust von e

1
) 

Vereinzelung der Rekombinationsereignisse (jeweils in Einzelpaarzuchten):  

Mhcl, Df(3L)BK9/SbTDlZ, e
1
    x    Dr/SbTDlZ, e

1
 

Etablierung von Fliegenlinien mit unterschiedlichen Rekombinationsereignissen: 

Mhcl, Df(3L)BK9, e
1
/SbTDlZ, e

1
    x    Mhcl, Df(3L)BK9, e

1
/SbTDlZ, e

1
 

Testkreuzungen auf Letalität der etablierten Linien und auf Letalität gegen die Einzelmutan-

ten; Analoges Vorgehen bei Rekombination von Mhcl/SbTDlZ und P{EPgy2}Myo95E
EY22671
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8.2.3 Erstellung einer zip2; Mhcl-doppelmutanten Fliegenlinie 

Markierung/Balancierung der Einzelmutanten: 

zip
2
/CyO-hg-lacZ; +/+    x    Sp/CyO-wg-lacZ; TM2/TM6-ftz-lacZ 

zip
2
/CyO-wg-lacZ; TM2/+    x    zip

2
/CyO-wg-lacZ; TM6-ftz-lacZ/+ 

zip
2
/CyO-wg-lacZ; TM2/TM6-ftz-lacZ    x    zip

2
/CyO-wg-lacZ; TM2/TM6-ftz-lacZ 

 

bzw.:     +/+; Mhcl/SbTDlZ    x    Sp/CyO-hg-lacZ; TM2/SbTDlZ 

Sp/+; Mhcl/SbTDlZ    x    CyO-hg-lacZ/+; Mhcl/SbTDlZ 

Sp/CyO-hg-lacZ; Mhcl/SbTDlZ    x    Sp/CyO-hg-lacZ; Mhcl/SbTDlZ 

 

Verkreuzen dieser beiden Fliegenlinien und Etablierung eines stabilen Stamms: 

zip
2
/CyO-wg-lacZ; TM2/TM6-ftz-lacZ    x    Sp/CyO-hg-lacZ; Mhcl/SbTDlZ 

zip
2
/CyO-hg-lacZ; Mhcl/TM6-ftz-lacZ    x    zip

2
/CyO-hg-lacZ; Mhcl/TM6-ftz-lacZ 

8.2.4 Gendosisexperimente 

Verkreuzen der etablierten doppelmutanten Fliegenlinie mit den einzelmutanten Linien: 

zip
2
/CyO-hg-lacZ; Mhcl/TM6-ftz-lacZ    x    zip

2
/CyO-hg-lacZ; +/+ 

bzw.:    zip
2
/CyO-hg-lacZ; Mhcl/TM6-ftz-lacZ    x    +/+; Mhcl/SbTDlZ 

Analyse der Nachkommen dieser Kreuzungen 
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