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1. Summary

Th e adult male reproductive system of Drosophila comprises paired testes, seminal ve-

sicles, paragonia as well as a single ejaculatory duct and the sperm pump. All organs except 

the testes are surrounded by muscle layers, which consist of mono- or multinucleated striat-

ed muscles. In contrast, testes are surrounded by multinucleated, smooth-like muscles (Su-

sic-Jung et al., 2012). Th ese muscles originate from the genital imaginal disc, where 28 hours 

after puparium formation testes-relevant myoblasts start to fuse on the prospective seminal 

vesicles. Th e resulting nascent myotubes then migrate onto the pupal testes und migrate fur-

ther towards the apical testis tip (Kuckwa et al., 2016). Th e aim of the present study was to 

search for proteins und signaling pathways which regulate the migration.

Canonical Wnt signaling is involved in the development of the testis musculature; 

the determination of testes-relevant myoblasts on the genital disc is DWnt2-dependent. 

RNAi-mediated knock-down of armadillo (beta-Catenin) results in two defects: i) the testes 

are too small and not fully coiled and ii) the muscles are not connected, presumably due to 

a reduced number of myotubes reaching the testis. Th is indicates a role of Wnt signaling 

during migration and a Wnt-independent role of Armadillo in connecting the testis muscles 

to build a tight sheath through interactions with Cadherins.

Th e kinase Misshapen and respective signaling pathways regulate the migration of na-

scent testes myotubes towards the testis tip as well as the arrangement of F-actin fi laments in 

testis muscles. Analyses concerning FGF signaling revealed that the FGF receptor Heartless, 

but not Breathless, as well as the adaptor protein Stumps are required to cover the testis com-

pletely with muscles. In the absence of Stumps, some nascent myotubes can reach the testes 

but fail to migrate towards the apical testis tip.

If the testis musculature is partly or completely absent, the testis remains in its larval 

shape and exhibits abnormal morphology with uncomplete coiling of the testis tubule. 

Genetic approaches in combination with ex vivo cultures and live imaging implicate 

that the migration of testes myotubes can be divided into two phases: during phase one, na-

scent myotubes migrate collectively onto the testis, phase two shows the migration of single 

testes myotubes towards the testis tip. 
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2. Zusammenfassung

Das adulte männliche Reproduktionssystem von Drosophila besteht aus paarig vorlie-

genden Testes, Seminal Vesicles und Paragonien sowie einem einzelnen Ductus ejaculatus 

und der Spermienpumpe. Die Organe sind von Muskelschichten umgeben, die mit Aus-

nahme der Testismuskulatur ein- oder mehrkernige gestreifte Muskeln beinhalten. Die Testes 

sind von glatten, mehrkernigen Muskeln umgeben (Susic-Jung et al., 2012). Diese Muskeln 

entstehen etwa ab 28 Stunden nach der Verpuppung durch die Fusion Testes-relevanter Myo-

blasten auf den sich entwickelnden Seminal Vesicles der Genitalimaginalscheibe. Die resul-

tierenden naszierenden Myotuben wandern daraufhin auf die pupalen Testes und weiter in 

Richtung Testisspitze (Kuckwa et al., 2016). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde nach 

Proteinen und Signalwegen gesucht, die die Migration regulieren.

An der Entwicklung der Testismuskulatur ist der kanonischenWnt Signalweg beteiligt.  

Die Determination der Testes-relevanten Myoblasten auf der Genitalscheibe ist abhängig 

von DWnt2. Ein RNAi-vermittelter knock-down von armadillo (beta-Catenin) zeigt zwei 

Defekte: die Testes sind zu klein und nicht vollständig aufgerollt, zudem sind die Muskeln 

nicht miteinander verbunden, vermutlich weil zu wenige Myotuben auf den Testis gelangen. 

Dies deutet auf eine Rolle des Wnt Signalweges während der Migration und eine Wnt-unab-

hängige Rolle von Armadillo bei der Verknüpfung der Testismuskeln zu einer dichten Schicht 

über Cadherin-Catenin Verbindungen hin.

Die Kinase Misshapen, und somit entsprechende Signalwege, ist sowohl für die Mi-

gration der Testes-Myotuben in Richtung Testisspitze als auch die Anordnung der F-Aktin 

Filamente in den Muskeln notwendig. Analysen der FGF Signalwege machten deutlich, dass 

der Rezeptor Heartless, jedoch nicht Breathless, sowie das Adapterprotein Stumps benötigt 

werden, um den Testis vollständig mit Muskeln zu bedecken. In Abwesenheit von Stumps 

können zwar einige naszierende Myotuben auf die Testes gelangen, jedoch nicht in Richtung 

Testisspitze wandern.

Fehlt die Muskulatur ganz oder weitgehend, verbleibt der Testis in larvaler Form bzw. 

zeigt eine abnormale Morphologie in Form von unvollständiger Windung.

Genetische Experimente in Kombination mit ex vivo Kulturen und „live imaging“ im-

plizieren, dass die Migration der Testes-Myotuben in zwei Phasen unterteilt werden kann: in 

der ersten Phase wandern die naszierenden Myotuben im Verbund auf den Testis, Phase zwei 

beinhaltet die Migration der einzelnen Myotuben in Richtung  Testisspitze.
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3. Einleitung

3.1 Zellmigrationsprozesse sind essentiell in der Entwicklung von mehrzelligen Or-
ganismen, in deren Physiologie und Regeneration, aber auch in der Entstehung 
von Krankheiten involviert

Die Zellmigration ist ein bedeutender Prozess in der Entwicklung eines Organismus. 

Beginnend bei der Invagination des Mesoderms während der Gastrulation über die Bildung 

der Organe bis hin zum Wandern der Zellen des Immunsystem und der Wundheilung ist die 

Migration von Zellen essentiell für die Etablierung und den Erhalt eines adulten und gesun-

den Organismus (Reig et al., 2014; Shaw und Martin, 2016). Aber auch viele Krankheits-

bilder wie Krebs werden durch migrierende Zellen verursacht, wobei Tumorzellen alle bisher 

beschriebenen Migrationsformen zeigen können (Roussos et al., 2011). Prinzipiell wird die 

Migration einzelner Zellen von der kollektiven Zellmigration im Verbund unterschieden 

sowie gerichtete von nicht-gerichteter Migration (Reig et al., 2014). Ein Beispiel für die 

gerichtete chemotaktische Migration einzelner Zellen sind die Vorläufer der Keimzellen (pri-

mordial germ cells, PGCs) im Zebrafi sch Embryo (Boldajipour et al., 2008). Neuralleisten-

zellen in Embryonen von Xenopus laevis reagieren ebenfalls gerichtet auf ein chemotaktisches 

Signal, migrieren dabei jedoch als Kollektiv (Maj et al., 2016; Pegoraro und Monsoro-Burq, 

2013; Th eveneau et al., 2010). Drosophila melanogaster ist aufgrund der genetischen Zugäng-

lichkeit sowie der kurzen Generationszeit ein häufi g genutzter Modellorganismus für Zellmi-

grationsprozesse in der Entwicklung sowie Entstehung von Krankheiten (Pocha und Mon-

tell, 2014).

3.2 In Drosophila sind Zellmigrationsprozesse wie die „border cell“ Migration gut 
untersucht

In Ovarien von Drosophila ist die Migration der sogenannten „border cells“ ein ef-

fektives und zugängliches in vivo Modell zur Invasion von Zellen in umgebende Gewebe 

(Montell, 2003; Montell et al., 2012; Pocha und Montell, 2014). Die Oogenese von Dros-

ophila fi ndet in einem  Einährverband statt, der aus Keimzelle, Nährzellen und Follikelzellen 

besteht. Dieser Verband entsteht in den frühen Stadien der Oogenese. In Stadium 8 umgeben 

die „border cells“ zwei basal gelegene Zellen und umschließen diese (Abb. 1). Die gerichtete 

Migration in Richtung apikal gelegener Oozyte beginnt im Stadium 9, die Zellen migrieren 

dann kollektiv im Zellverbund zwischen den Nährzellen hindurch. Hierbei reagieren sie auf 

Ecdyson und Unpaired, den Liganden des JAK/STAT Signalweges. In Stadium 10 gelangt der 

„border cell“ Verbund zu der apikal im Follikel gelegenen Oozyte. Die Zellen des Verbundes 

produzieren im weiteren Verlauf der Oogenese die Mikropyle, die spezifi sche Struktur in der 
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Eihülle, durch die das Spermium eintritt (Montell et al., 2012; Pocha und Montell, 2014).

Weitere gut analysierte Migrationsprozesse in Drosophila sind die Gastrulation, die 

Migration der PGCs sowie der Hämocyten genannten Immunzellen und der Dorsalschluss 

in der Embryonalentwicklung (Pocha und Montell, 2014). Alle diese Prozesse mit Ausnahme 

des Dorsalschlusses beinhalten die Migration einzelner Zellen. 

3.3 Entwicklung des männlichen Reproduktionstraktes von Drosophila

3.3.1 Die Entwicklung der Reproduktionsorgane beginnt im Embryo

Die Entwicklung der adulten Reproduktionssysteme von Drosophila beginnt bereits im 

Embryo mit der Migration der PGCs vom Ort der Entstehung durch das Epithel der dorsalen  

Endoderm-Anlage zur späteren Gonade. Dieser auch als Polzellmigration bekannte Prozess 

wurde intensiv untersucht, da das invasive Migrationsverhalten der PGCs an metastasier-

ende Krebs Zellen erinnert (Pocha und Montell, 2014; Starz-Gaiano und Lehmann, 2001). 

Die Polzellen werden bereits 1,5 Stunden nach der Eiablage am posterior gelegenen Pol des 

Drosophila Embryos gebildet und adhärieren an somatischen Zellen, aus denen ein Teil des 

Mitteldarms entstehen wird (Sonnenblick, 1941). Dann wandern die Polzellen mit dem Aus-

wachsen des Keimstreifens während der Gastrulation in den Mitteldarm eingeschlossen in 

den Embryo und durchqueren das Epithel des Mitteldarms, um freizukommen (Jaglarz und 

Howard, 1995). Nach dem Durchqueren des Darmepithels migrieren die Polzellen ins Meso-

derm, wo sie sich in Richtung der somatischen Gonaden-Vorläuferzellen bewegen (Boyle 

und DiNardo, 1995). Zusammen entwickeln sich in Stadium 14 die beiden Zelltypen zu den 

embryonalen Gonaden (Moore et al., 1998).

Der sexuelle Dimorphismus, also die Unterscheidung in weibliche und männliche 

Gonaden, wird unter anderem durch Sox100B bestimmt (DeFalco et al., 2003; Nanda et al., 

Abbildung 1: Überblick der „border cell“ Migration in Ovarien von Drosophila. In Stadium 8 bildet sich 
das „border cell“ Cluster, darauf beginnt die kollektive Migration in Richtung apikal gelegener Oozyte. In Sta-
dium 10 erreicht der Zellverbund die Ooyzte (modifi ziert nach Pocha und Montell, 2014).
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2009), das Drosophila Ortholog von Gruppe E Sox Genen aus Vertebraten, die zur Determi-

nation der Geschlechter beitragen (Hui Yong Loh und Russell, 2000). Sox100B wird spezi-

fi sch in den somatischen Vorläuferzellen des Testis exprimiert sowie in den Pigmentzellen, die 

den Testis umgeben (DeFalco et al., 2003; DeFalco et al., 2008). Mutationen von Sox100B 

stören dementsprechend die Entwicklung der Testes (Nanda et al., 2009). Der sexuelle Di-

morphismus wird außerdem durch das Wnt Protein DWnt2 (Kozopas et al., 1998) sowie 

FGF (fi broblast growth factor) Signalketten beeinfl usst (Ahmad und Baker, 2002).

3.3.2 Während der Metamorphose wachsen die Genitalscheibe und pupale Testes auf-
einander zu

Zusätzlich zu den paarigen Gonaden entwickelt sich bereits im Embryo aus Teilen der 

abdominalen Segmente A8, A9 und A10 die Genitalimaginalscheibe (Genitalscheibe). Die 

Genitalscheibe ist die einzige Imaginalscheibe in Drosophila, die sich zwischen den Geschlech-

tern unterscheidet und nicht paarig angelegt ist, sondern mittig im Tier liegt (Estrada et al., 

2003). Dennoch durchlaufen die Zellen der Genitalscheibe in der Larve genauso wie die der 

anderen Imaginalscheiben Proliferationen und diff erenzieren sich nach der Verpuppung. Aus 

der somatisch angelegten Genitalscheibe und den paarigen Gonaden entwickelt sich während 

der Metamorphose das Reproduktionssystem (Estrada et al., 2003; Stern, 1941).

Das männliche Reproduktionssystem besteht im adulten Tier aus fünf verschiedenen 

Organen, den jeweils paarig angelegten Testes, Seminal Vesicles und Paragonien, sowie einem 

einzelnen Ductus ejaculatus und einer Spermienpumpe. Hierbei gehen die Testes aus den 

embryonalen Gonaden hervor und die anderen Organe entwickeln sich aus der Genital-

scheibe (Estrada et al., 2003; Stern, 1941; Susic-Jung et al., 2012).

Zu Beginn der Metamorphose liegen die noch runden Gonaden im abdominalen Seg-

ment A5 und die Genitalscheibe einige Segmente entfernt (Abb. 2A) (Estrada et al., 2003; 

Greig und Akam, 1995; Stern, 1941). Im Verlauf der Metamorphose wachsen beide Struk-

turen aufeinander zu, bis die sich entwickelnden Seminal Vesicles mit dem terminalen Epi-

thel der Testes verschmelzen (Abb. 2B) (Kozopas et al., 1998; Nanda et al., 2009; Stern, 

1941). Außerdem wandern Muskeln von den sich entwickelnden Seminal Vesicles auf die 

pupalen Testes (Abb. 4) (Kozopas et al., 1998). Anschließend wachsen die Testes sowie die 

Genitalscheibe stark an und die somatischen Organe des Reproduktionssystems entwickeln 

sich (Abb. 2C) (Chen und Baker, 1997; Kozopas et al., 1998; Stern, 1941; Susic-Jung et al., 

2012).
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3.3.3 Das adulte männliche Reproduktionssystem von Drosophila

Die adulten Testes von Drosophila sind zwei lange, dünne Schläuche, die 2,5 Umdre-

hungen aufweisen (Stern, 1941). In den Testes entwickeln sich die männlichen Keimzel-

len von der apikalen Testisspitze, Hubregion genannt, in Richtung proximales Ende (Fuller, 

1993).

Ein Testisschlauch von Drosophila ähnelt einem einzelnen Samenkanälchen (seminifer-

ous tubule) aus einem Säuger-Testis. Samenkanälchen sind von peritubulären Zellen umge-

ben, die Marker von glatten Muskeln exprimieren und für den Spermientransport benötigt 

werden (Welter et al., 2013). Vergleichbar dazu sind Drosophila Testes von einer Schicht aus 

glatt erscheinenden Muskeln umgeben, die jedoch im Gegensatz zu Vertebraten multinukleär 

sind. Auch die anderen Reproduktionsorgane beinhalten Muskelschichten, diese bestehen 

allerdings aus gestreiften Muskeln. Die Muskeln der Seminal Vesicles sowie der Spermien-

pumpe sind hierbei multinukleär, wohingegen die Muskelschichten, die die Paragonien und 

den Ductus ejaculatus umgeben, mononukleär sind (Susic-Jung et al., 2012).

Das Vorhandensein multinukleärer Muskeln in männlichen Reproduktionsorganen 

steht im Gegensatz zu der Muskulatur des weiblichen Reproduktionssystems. In den Ovarien 

von Drosophila sind drei verschiedene Muskeltypen zu fi nden, die jedoch alle gestreift sowie 

mononukleär sind (Hudson et al., 2008; Middleton et al., 2006). Die Testismuskulatur ist 

die einzige bisher beschriebene glatte Muskulatur mit mehreren Zellkernen pro Muskel in 

Drosophila (Susic-Jung et al., 2012).

Abbildung 2: Entwicklung der männlichen Reproduktionsorgane während der Metamorphose. Direkt 
nach der Verpuppung liegen die Testes (te) und die Genitalscheibe noch einige Segmente auseinander (A). Im 
Zuge der Metamorphose wachsen die Testes und die Genitalscheibe aufeinander zu und verschmelzen. Die 
somatischen Organe beginnen sich zu diff erenzieren (B). Im adulten Tier sind die Reproduktionsorgane voll-
ständig ausgebildet (C). vs = Seminal Vesicles; pg = Paragonien; de = Ductus ejaculatus; sp = Spermienpumpe; 
pa = Penis apparatus (modifi ziert nach Hartenstein, 1993).
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3.3.4 Die Testismuskulatur entsteht durch Fusion und eine davon unabhängige Migra-

tion

Die Entstehung dieser multinukleären glatten Testismuskulatur ist bisher nur teilweise 

untersucht. Mehrkernigkeit von Zellen kann durch Zellfusionen oder Zellkernteilungen 

ohne anschließende Cytokinese zustande kommen, wie beispielsweise während der frühen 

Embryonalentwicklung von Drosophila (Foe et al., 1993). Die Mehrkernigkeit der Testis-

muskeln von Drosophila entsteht jedoch nicht durch einen Ausfall der Cytokinese. Es konnte 

hingegen gezeigt werden, dass Adhäsionsmoleküle der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) 

auf der Genitalscheibe exprimiert werden, und zwar genau in den Myoblasten, die später die 

Testismuskulatur bilden werden, den sogenannten Testes-relevanten Myoblasten (Kuckwa et 

al., 2016).

Die IgSF-Moleküle Dumbfounded (Duf ), Roughest (Rst), Hibris (Hbs) und Sticks 

and Stones (Sns) sind aus der gut untersuchten Myoblastenfusion im Embryo bekannt. Zur 

Bildung der somatischen Muskulatur fusionieren dort zwei verschiedene Myoblastenarten 

miteinander, die Founder Zellen (founder cells, FCs) mit den Fusionskompetenten Myoblas-

ten (fusion competent myoblasts, FCMs). Der heterotypischen Fusion geht eine Erkennung 

und Adhäsion vorher, die durch IgSF-Moleküle vermittelt wird. Duf wird spezifi sch auf der 

Oberfl äche von FCs exprimiert und interagiert mit Sns, das spezifi sch auf FCMs vorhanden 

ist. Rst, das Paralog von Duf, wird auf beiden Myoblastenarten exprimiert und geht homo-

phile Bindungen ein, während die Funktion von Hbs, dem Paralog von Sns, bisher ungeklärt 

ist. Nach der Adhäsion zwischen einer FC und einer FCM wird das Signal zur Fusion über 

verschiedene Adapterproteine in die Zelle weitergeleitet, das F-Aktin Cytoskelett wird an der 

Adhäsionsstelle umstrukturiert und die Zellen fusionieren (Önel et al., 2014).

Auch die Testes-relevanten Myoblasten auf den sich entwickelnden Seminal Vesicles 

der Genitalscheibe weisen 24 Stunden nach der Verpuppung (24 h APF (after puparium for-

mation)) Duf, Sns und Rst auf. Hierbei sind zwei Zellschichten erkennbar, die sich durch die 

Expression von Duf oder Rst und Sns unterscheiden. Die innere Zellschicht, also die Testes-

relevanten Myoblasten, die ans Epithel der sich entwickelnden Seminal Vesicles angrenzen, 

exprimieren Duf und Rst, und wurden somit FC-artige Myoblasten genannt. Die Myoblas-

ten der äußeren Zellschicht weisen Sns auf und wurden dementsprechend FCM-artige Zellen 

genannt (Abb. 3) (Kuckwa et al., 2016).

Muskelspezifi sche Herunterregulationen von sns oder duf und rst resultieren in Fu-

sionsdefekten, stören die Migration der Muskeln auf die Testes jedoch nicht, was auf zwei 

voneinander unabhängige Prozesse hindeutet (Kuckwa et al., 2016).
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3.3.5 Migration der naszierenden Testes-Myotuben während der Metamorphose

Erste mehrkernige naszierende Myotuben können etwa 28 h APF auf den sich ent-

wickelnden Seminal Vesicles beobachtet werden. Etwa zwei Stunden später sind einige Mus-

keln auf pupalen Testes zu erkennen. Da diese Zellen ausschließlich zwei oder mehr Zellkerne 

aufweisen, wurde daraus geschlossen, dass die Testes-relevanten Myoblasten auf den auswach-

senden Seminal Vesicles zuerst fusionieren und dann mit der Migration beginnen (Kuckwa et 

al., 2016; Susic-Jung et al., 2012).

Die Migration der naszierenden Testes-Myotuben von den sich entwickelnden Seminal 

Vesicles auf die pupalen Testes beginnt bei etwa 30 h APF und ist nicht die einzige Migra-

tion, die zur Bildung der Testishülle beiträgt. Die adulte Testishülle besteht nicht nur aus 

der glatten Muskulatur, sondern zusätzlich aus einer die Muskeln umgebenden Schicht aus 

Pigmentzellen. Während die Myoblasten für die Testismuskulatur von der Genitalscheibe 

stammen, umgeben die Pigmentzellen ursprünglich die Gonaden. Parallel zur Migration der 

naszierenden Myotuben auf die Testes wandern die Pigmentzellen in die entgegengesetzte 

Richtung, also von den Testes auf die auswachsenden Seminal Vesicles (Abb. 4A‘). Am Ende 

der Metamorphose umgeben die Pigmentzellen die Muskeln sowohl der adulten Testes als 

auch der Seminal Vesicles (Kozopas et al., 1998; Stern und Hador, 1939; Susic-Jung et al., 

2012).

24 h APF 28 h APF

FC-artig

FCM-artig

te

vsvs

Abbildung 3: Testes-relevante Myoblasten können in zwei Arten unterteilt werden und fusionieren. Auf 
sich entwickelnden Seminal Vesicles (vs) sind bei 24 h APF zwei Zellschichten erkennbar, wobei die innere aus 
FC-artigen, die äußere aus FCM-artigen Zellen besteht. Die zwei Zelltypen fusionieren ab etwa 28 h APF, um 
die multinukleären Testismuskeln (Pfeil) zu bilden. te = Testis (modifi ziert nach Kuckwa et al., 2016).
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Während der Migration der naszierenden Myotuben sind viele Prozesse noch nicht ver-

standen. Umformungen des F-Aktin Cytoskeletts sind essentielle Bestandteile der Zellmigra-

tion, aber auch die Signale, die Zellen anlocken oder antreiben, sind relevant für eine normal 

ablaufende Zellmigration (Roca-Cusachs et al., 2013). Chemotaktische Signale könnten ver-

schiedene Signalwege in naszierenden Testes-Myotuben aktivieren und somit die Migration 

vorantreiben. Diese Prozesse sind jedoch bisher nicht ausreichend untersucht.

te

pgpg

24 h APF

vs vs

A

A‘

Drosophila Puppe Adult

te

vs

A‘

te

vs

36 h APF

te te te te

vsvsvsvs

24 h APF 28 h APF 32 h APF   36 h APF

Pigmentzelle Testes-relevanter
Myoblast

naszierende Testes-Myotuben

Abbildung 4: Überblick der Migration naszierender Testes-Myotuben in Drosophila. Das männliche Re-
produktionssystem entwickelt sich während der Metamorphose. Bei 24 h APF sind die Genitalscheibe und die 
Testes separate Organe. Die Seminal Vesicles (vs) sowie die Paragonien (pg) beginnen jedoch schon zu wachsen. 
Im adulten Tier ist der Testisschlauch mit dem Seminal Vesicle verbunden (A). Im Laufe der Metamorphose 
wachsen die sich entwickelnden Seminal Vesicles und die Testes (te) aufeinander zu und verschmelzen. Auf 
Genitalscheiben 24 h APF akkumulieren die Testes-relevanten Myoblasten auf den auswachsenden Seminal 
Vesicles. Die Testes sind von Pigmentzellen bedeckt. Bei 28 h APF fusionieren die Myoblasten und bilden 
multinukleäre Testes-Myotuben. Diese naszierenden Testes-Myotuben migrieren unter den Pigmentzellen auf 
die pupalen Testes, während die Pigmentzellen in die entgegengesetzte Richtung wandern. 36 h APF ist das Epi-
thel des Seminal Vesicles mit dem terminalen Epithel des Testis verschmolzen (A’) (modifi ziert nach Bodenstein, 
1950; Kozopas et al., 1998; Kuckwa et al., 2016).



10

Silke Fender Einleitung
3.4 Wnt Signalwege sind evolutionär konserviert

Der Name „Wnt“ leitet sich aus einer Kombination von Wingless und Int1 ab, den er-

sten identifi zierten Mitgliedern dieser evolutionär stark konservierten Familie extrazellulärer 

Signalmoleküle (Rijsewijk et al., 1987). Das Gen Int1 wurde ursprünglich als ein Onkogen 

beschrieben, das in Mäusen zur Bildung von Brust-Karzinomen beitrug (Nusse und Varmus, 

1982). Das Segmentpolaritätsgen wingless, das einige Jahre später in Drosophila identifi ziert 

wurde, ist homolog zu Int1 (Baker, 1987; Cabrera et al., 1987; Rijsewijk et al., 1987). Wnt 

Liganden und Komponenten der Signalwege sind von Vertebraten bis zu Cnidariern, also in 

allen Metazoen, zu fi nden und evolutionär stark konserviert (Holstein, 2012).

3.4.1 Der kanonische Wnt Signalweg

Der kanonische Wnt Signalweg ist während der Entwicklung eines Organismus von 

großer Bedeutung. Er zeichnet sich im Gegensatz zu verschiedenen nicht-kanonischen Wnt 

Signalwegen durch eine der Aktivierung folgende Akkumulation von beta-Catenin (Arma-

dillo in Drosophila) im Zellkern aus (Kim et al., 2013).

In der Abwesenheit eines Wnt Liganden wird Armadillo kontinuierlich durch den 

Degradationskomplex aus Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3, Shaggy in Drosophila), Axin, 

Adenomatous polyposis coli (APC, APC-like in Drosophila) und Casein Kinase 1 (CK1) 

phosphoryliert (Abb. 5A). Die E3 Ligase beta-Transducin repeat-containing protein (beta-

TrCP, Supernumerary limbs in Drosophila) erkennt Armadillo im phosphorylierten Zustand 

und markiert es mit Ubiquitin für eine proteasomale Degradation. Dadurch wird das Level 

von Armadillo im Cytoplasma niedrig gehalten. Im Zellkern ist der Transkriptionsfaktor 

T-cell factor/lymphoid enhancer factor (TCF/LEF1, Pangolin in Drosophila) mit dem tran-

skriptionellen Repressor Groucho assoziiert, sodass keine Wnt Zielgene aktiviert werden 

(Kim et al., 2013; Komiya und Habas, 2008; van Amerongen und Nusse, 2009).

Bei Anwesenheit eines Wnt Liganden bindet dieser an einen Frizzled Rezeptor sowie 

den Co-Rezeptor LDL receptor-related protein (LRP5/6, Arrow in Drosophila) (Abb. 5B). 

Dishevelled bindet an Frizzled und Arrow und überträgt das Signal von den Rezeptoren 

in Richtung Degradationskomplex. Daraufhin wird Arrow von Shaggy und CK1-gamma 

phosphoryliert und Axin wird an das phosphorylierte cytoplasmatische Ende von Arrow 

rekru tiert. Diese Prozesse lösen den Degradationskomplex auf, sodass Armadillo nicht länger 

phosphoryliert wird. In Folge dessen akkumuliert Armadillo im Cytoplasma der Zelle und 

kann in den Zellkern gelangen, wo es mit Pangolin interagiert, um Wnt Zielgene zu aktivier-

en (Kim et al., 2013; Komiya und Habas, 2008; van Amerongen und Nusse, 2009).



11

Silke Fender Einleitung

In Drosophila sind einige Zielgene, die durch den kanonischen Wnt Signalweg tran-

skriptionell hochreguliert werden, die Gene nemo (Zeng & Verheyen, 2004), naked cuticle 

(Zeng et al., 2000), Notum (Giráldez et al., 2002) und engrailed (Hooper, 1994), sowie friz-

zled3, das für einen der Frizzled Rezeptoren kodiert (Sato et al., 1999). Einige Komponenten 

des Signalweges werden durch eine Aktivierung wiederum herunterreguliert, darunter die 

Gene frizzled (Müller et al., 1999) und arrow (Wehrli et al., 2000).

3.4.2 Der kanonische Wnt Signalweg ist in verschiedene Zellmigrationsprozesse in-
volviert

Der kanonische Wnt Signalweg ist in Organismen der verschiedensten evolutionären 

Stufen in unterschiedlichste Prozesse involviert, darunter auch Zellmigrationsprozesse in 

der Entwicklung von Organismen (Holstein, 2012; Kim et al., 2013; van Amerongen und 

Nusse, 2009).

Im Zebrafi sch Embryo stellt die Seitenlinienanlage ein in vivo Modell für kollektive 

Zellmigration dar. Die Seitenlinienplakode migriert beim Ohr beginnend entlang des Rum-

pfes des Embryos und legt entlang des Weges Zellen ab, die sich zu Neuromasten entwickeln, 

den mechanosensorischen Organen der Seitenlinie. Die Plakode ist ein Cluster von etwas 

mehr als 100  Zellen, die kollektiv migrieren. Die gerichtete Migration der Plakode wird 

Abbildung 5: Überblick des kanonischen Wnt Signalweges in Drosophila. Bei Abwesenheit eines Wnt Li-
ganden markiert der Degradationskomplex Armadillo für eine proteasomale Degradation. Der transkriptionelle 
Co-Repressor Groucho bindet an Pangolin und inhibiert die Transkription der Wnt Zielgene (A). Bindet ein 
Wnt Ligand an Frizzled und Arrow, phosphorylieren Shaggy (Sgg) und CK1-gamma Arrow, Axin bindet an 
Arrow und der Degradationskomplex löst sich auf. Armadillo akkumuliert im Cytoplasma, transloziert in den 
Zellkern und bindet an Pangolin, was zur Transkription der Zielgene führt (B). Dsh = Dishevelled (modifi ziert 
nach Kim et al., 2013).
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durch Aktivierung des kanonischen Wnt Signalweges gesteuert, da die Polarität des Zellver-

bundes von dieser Aktivierung in den in Führung liegenden Zellen abhängig ist (Aman und 

Piotrowski, 2008).

Auch in der Migration der Neuralleistenzellen des Zebrafi sch Embryos nimmt der 

kanonische Wnt Signalweg eine wichtige Rolle ein. Frizzled-Wnt Komplexe werden dort in-

ternalisiert und es bilden sich multivesikuläre Körper (multivesicular bodies, MVBs), die zu 

einer erhöhtem Aktivität des kanonischen Wnt Signalweges führen. Über die angesteuerten 

Zielgene wird die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) der Neuralleistenzellen aktivi-

ert und die Migration beginnt. Defekte in der Bildung der MVBs können dazu führen, dass 

die Neuralleistenzellen keine EMT durchlaufen und die Migration infolgedessen gestört ist, 

oder das Zellschicksal der Neuralleistenzellen zu Pigmentzellen ändern (Tuttle et al., 2014).

In Drosophila beeinfl usst der Wnt Ligand DWnt2 die Bildung des männlichen Re-

produktionstraktes und vermutlich die Migration der naszierenden Myotuben von den aus-

wachsenden Seminal Vesicles auf die pupalen Testes. Bei 24 h APF wird DWnt2 im terminalen 

Epithel pupaler Testes sowie im Epithel der sich entwickelnden Seminal Vesicles transkri-

biert. DWnt2 Null-Mutanten weisen adulte Testes auf, denen die Pigmentzellen sowie ein 

Großteil der Testis-Muskeln fehlen. Es konnte jedoch nicht geklärt werden, ob das Fehlen der 

Muskeln auf eine gestörte Migration der naszierenden Testis-Myotuben zurückzuführen ist. 

Möglicherweise reguliert DWnt2 die Determination oder Migration der Pigmentzellen und 

die fehlenden Testismuskeln sind nur ein sekundärer Eff ekt (Kozopas et al., 1998).

3.4.3 Nichtkanonische Wnt Signalwege

Zusätzlich zum kanonischen Wnt Signalweg gibt es eine Reihe nicht-kanonischer Wnt 

Signalwege, wobei in einigen der Signalwege Wnt Liganden an Frizzled-Rezeptoren binden, 

dabei aber keine Akkumulation von beta-Catenin hervorrufen (Komiya und Habas, 2008). 

Beispiele hierfür sind sowohl in Vertebraten (Ahumada et al., 2002), als auch in Drosophila 

zu fi nden (Cohen et al., 2002; Ma et al., 2003). Unter den nicht-kanonischen Signalwegen 

gibt es zwei, die die Polarität von Zellen während der Migration sowie im Epithel steuern, die 

planaren Zellpolaritäts-Signalwege (planar cell polarity, PCP) (Ma et al., 2003; Muñoz-Sori-

ano et al., 2012; Simons und Mlodzik, 2008).

3.4.3.1 Das globale PCP Modul

Das globale PCP Modul in Drosophila wird auch nach den Hauptkomponenten als 

Fat/Dachsous System bezeichnet (Muñoz-Soriano et al., 2012). Es vermittelt die Adhäsion 

zwischen benachbarten Zellen sowie Zellpolaritäten, aber auch Zellwachstum (Ma et al., 
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2003; Maung und Jenny, 2011). Fat sowie Dachsous sind atypische Cadherine, die über 

Zellmembranen hinweg heterotypisch interagieren. Ihre Affi  nität zueinander wird über die 

Kinase Four-jointed reguliert. Grunge ist ein transkriptioneller Repressor, der an die intra-

zelluläre C-terminale Domäne von Fat binden kann (Maung und Jenny, 2011). Da grunge 

und fat Mutanten vergleichbare Augen-Phänotypen aufweisen, wird davon ausgegangen, dass 

das globale PCP Modul über Transkriptionskontrolle Zellpolaritäten reguliert (Fanto et al., 

2003). Bisher ist jedoch unklar, ob das Fat/Dachsous System das PCP Kernmodul ansteuern 

kann oder einen parallel ablaufenden Mechanismus darstellt (Th omas und Strutt, 2012).

3.4.3.2 Das PCP Kernmodul

Das sogenannte PCP Kernmodul in Drosophila etabliert molekulare Asymmetrie in-

nerhalb und zwischen Zellen, der Verlust der Komponenten führt zu typischen Zellpolari-

tätsdefekten wie beispielsweise einer gestörten Polarität der Haarzellen (Maung und Jenny, 

2011). Komponenten des Moduls umfassen Transmembranproteine wie den Frizzled Rezep-

tor, Starry night und Van Gogh, aber auch cytoplasmatische Proteine wie Dishevelled, Prickle 

und Diego (Abb. 6). Frizzled, Dishevelled und Diego sind in distalen Zell-Verbindungen zu 

fi nden, während Van Gogh und Prickle proximal in der Zelle lokalisieren. Starry night ist 

sowohl distal als auch proximal zu fi nden (Muñoz-Soriano et al., 2012).

Alle Komponenten des PCP Kernmoduls sind konserviert und auch in Vertebraten 

zu fi nden, wenn auch unter anderem Namen (Seifert und Mlodzik, 2007). In Vertebraten 

steuern Wnt Liganden das Modul an, während in Drosophila bisher keine Liganden iden-

tifi ziert wurden. Wenn Frizzled einen entsprechenden Liganden bindet, wird das Signal an 

Dishevelled übertragen und Diego bindet an Dishevelled (Abb. 6). Prickle kann auch mit 

Dishevelled interagieren, jedoch inhibieren Van Gogh und Prickle das PCP Signal, während 

Dishevelled und Diego die Aktivierung weitergeben. Starry night kann als Transmembran-

protein, das sowohl proximal als auch distal in Zellen zu fi nden ist, Homodimere zwischen 

benachbarten Zellen bilden (Maung und Jenny, 2011). Um das PCP Signal richtig zu verar-

beiten, wird eine Vielzahl von Eff ektoren benötigt, die jedoch nicht spezifi sch für das PCP 

Kernmodul sind. Diese Eff ektoren sind RhoA und Rac aus der Familie der Rho GTPasen 

sowie die Kinase Misshapen. Alle drei Proteine können die Mitogen-aktivierte Protein Kinase 

(MAPK) Kaskade aktivieren und so indirekt die Transkription von Zielgenen beeinfl ussen. 

RhoA kann zusätzlich vermutlich direkt Umformungen des Cytoskeletts hervorrufen, die vor 

allem für Zellmigrationsprozesse essentiell sind (Maung und Jenny, 2011; Muñoz-Soriano et 

al., 2012).
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3.4.4 Das PCP Kernmodul ist essentiell für viele Zellmigrationen

Das PCP Kernmodul kann verschiedene Eff ekte auf Zellen haben. Eine wichtige Funk-

tion ist die Vermittlung von Zellpolaritäten während der Migration, beispielsweise in der 

gerichteten Migration der Photorezeptorzellen auf der Augenimaginalscheibe von Drosophila 

oder während der Gastrulation und Neurulation in Vertebraten (Seifert und Mlodzik, 2007).

Auch die Migration von Neuralleistenzellen in Xenopus Embryonen ist vom PCP Kern-

modul abhängig. Die Zellen migrieren sowohl in vitro als auch in vivo nur gerichtet, wenn 

die Komponenten des PCP Kernmoduls vorhanden sind. Die Inhibition des Signalweges 

hebt die Direktionalität der Migration auf, vermutlich weil RhoA nicht aktiviert werden 

kann (Carmona-Fontaine et al., 2008).

In Drosophila wird das PCP Kernmodul neben der Entwicklung der Augen, Borsten 

und Flügel (Seifert und Mlodzik, 2007) auch in der Oogenese benötigt. Während der „bor-

der cell“ Migration ist die Aktivierung des Moduls essentiell für eine normale, kollektive 

Migration. Der Prozess ist weniger effi  zient, wenn der Signalweg aufgrund von Mutationen 

der Komponenten nicht funktionell ist. Die Komponenten des PCP Kernmoduls werden 

jedoch nicht nur in den als Cluster migrierenden „border cells“ benötigt, sondern auch in 

den umgebenden Follikelzellen, um eine normale „border cell“ Migration zu gewährleisten. 

Auch in diesem System ist die weniger effi  ziente Zellmigration vermutlich auf eine fehlende 

Aktivierung von RhoA zurückzuführen (Bastock und Strutt, 2007).

Abbildung 6: Überblick des PCP Kernmoduls 
in Drosophila. Bei Bindung eines Liganden an 
Frizzled (Fz) in distalen Zellregionen leitet Di-
shevelled (Dsh) das Signal an die verschiedenen 
Eff ektoren weiter. Die Zellantwort beinhaltet 
Veränderungen der Transkription sowie Umfor-
mungen des Cytoskeletts. Proximal in der Zelle 
sind Van Gogh (Vang) und Prickle (Pk), die in-
hibierend auf den Signalweg wirken. Starry night 
(Stan) ist distal und proximal in Zellmembranen 
lokalisiert und vermittelt Zellverbindungen. Dgo 
= Diego; Msn = Misshapen (modifi ziert nach 
Muñoz-Soriano et al., 2012).
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3.5 MAPK Signalwege sind evolutionär stark konserviert

Viele extrazelluläre Signale kommen bei einer Familie von Serin/Th reonin Protein 

Kinasen an, die MAPKs genannt werden. Alle MAPKs sind Bestandteil einer Kaskade, in 

der MAP Kinasen Kinasen Kinasen (MAPKKKs) MAP Kinasen Kinasen (MAPKKs) über 

Phosphorylierung aktivieren, welche wiederum MAPKs phosphorylieren. Die Familie der 

MAPKs wird in Bezug auf die Aminosäuremotive der Aktivierungsdomäne in drei Grup-

pen unterteilt: die MAPK, auch Erk (extracellular-signal-related protein kinase) genannt, 

p38 sowie JNK (c-jun amino-terminal kinase, Basket in Drosophila) (Johnson und Lapa-

dat, 2002). Die Kinasen werden von unterschiedlichen Rezeptoren und cytoplasmatischen 

Proteinen angesprochen und können selbst durch andere Kinasen ersetzt werden, dennoch 

sind die Phosphorylierungskaskaden innerhalb der verschiedenen Signalwege vergleichbar 

(Huang et al., 2004; Johnson und Lapadat, 2002).

Der Signalweg der MAPK Erk ist einer der evolutionär am stärksten konservierten, 

da die cytoplasmatischen Komponenten nicht nur in multizellulären Organismen, sondern 

auch in der Hefe Saccharomyces cerevisiae zu fi nden sind (Chen und Th orner, 2007). In allen 

multizellulären Organismen läuft der Signalweg nach dem gleichen Prinzip ab, nur die Pro-

teine variieren. Im Folgenden ist ein Signalweg in Drosophila dargestellt (Abb. 7).

Nach Bindung eines Liganden an Rezeptor Tyrosin Kinasen (RTKs) dimerisieren die 

Rezeptoren und die cytoplasmatischen Domänen der RTKs werden phosphoryliert.

Abbildung 7: Überblick des EGFR-aktivierten 
MAPK Signalweges in Drosophila. Die Bindung 
der Liganden aktiviert die EGFRs, welche darauf-
hin dimerisieren und über Phosphorylierung eine 
Bindestelle für Drk schaff en. Drk aktiviert über Sos 
den kanonischen Ras/Raf/MEK/Erk Signalweg, bei 
dem eine Kinase die nächste phosphoryliert. Hierbei 
fungiert Ksr1 als Gerüst um die Effi  zienz des Signals 
zu verstärken. Die MAPK Erk kann den transkrip-
tionellen Repressor Yan phosphorylieren und dessen 
Abbau im Cytoplasma induzieren. Dadurch wird die 
Transkription der Zielgene vorangetrieben (modifi -
ziert nach Shilo, 2014).
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Adapterproteine wie Downstream of receptor kinase (Drk) und Shc binden an die 

phosphorylierten Tyrosine und stellen wiederum neue Bindungsstellen zur Verfügung. 

An diese Stellen kann ein Guanin-Austausch-Faktor (Guanine exchange factor, GEF) wie 

Sos binden und Ras rekrutieren. Ras wiederum initiiert die Kaskade, bei der drei Kinasen 

nacheinander phosphoryliert werden: Raf (als MAPKKK), MEK (als MAPKK) und Erk 

(als MAPK). Während Raf und MEK nur sehr spezifi sch die nächste Kinase der Kaskade 

phosphorylieren können, kann Erk verschiedene cytoplasmatische und nukleäre Proteine 

phosphorylieren, damit unterschiedliche Zellantworten ermöglicht werden. Beispielsweise 

kann der über Epidermale Wachstums-Faktoren Rezeptoren (epidermal growth factor recep-

tors, EGFRs) aktivierte Weg zur Transkription der Zielgene argos, sprouty und kekkon führen 

(Abb. 7) (Shilo, 2014).

3.5.1 MAPK Signalwege können verschiedene Zellmigrationsprozesse beeinfl ussen

Die MAPK Signalwege können viele Zellantworten hervorrufen, wie beispielsweise 

Proliferation, Diff erenzierung oder Stressantworten (Johnson und Lapadat, 2002). Auch die 

Migration von Zellen kann in Vertebraten und Invertebraten durch MAPK Kaskaden beein-

fl usst werden, wobei die unterschiedlichen MAPKs verschiedene Mechanismen zur Regula-

tion nutzen (Huang et al., 2004).

In Drosophila ist der JNK Signalweg essentiell für die Migrationsprozesse im Zuge des 

embryonalen Dorsalschlusses. Basket Mutanten weisen ebenso wie hemipterous Mutanten De-

fekte im Dorsalschluss auf, wobei Hemipterous die MAPKK von der JNK Basket ist (Glise et 

al., 1995; Riesgo-Escovar et al., 1996; Sluss und Davis, 1997). Während der Embryonalent-

wicklung von Mäusen ist das Schließen der Augenlider von der Migration epithelialer Zellen 

abhängig. Dieser Prozess ist mit dem Dorsalschluss im Drosophila Embryo vergleichbar. In 

JNK-defi zienten sowie MEKK1-defi zienten Embryonen sind die Augenlider nicht geschlos-

sen, da die Migration der Epithelzellen gestört ist (Weston et al., 2003; Yujiri et al., 2000). 

MEKK1 ist eine MAPKKK, die den JNK Signalweg ansteuert (Yujiri et al., 2000). JNK kann 

verschiedene Substrate ansteuern, die das F-Aktin Cytoskelett beeinfl ussen oder die Adhäsion 

zwischen Zellen vermitteln können und reguliert somit die Migration von Zellen (Huang et 

al., 2004; Ríos-Barrera und Riesgo-Escovar, 2013).

Die MAPK p38 ist ebenfalls in die Migration verschiedener Zellen involviert (Huang 

et al., 2004). In Lungentracheen von Hunden reguliert p38 die Migration glatter Muskeln, 

Inhibition des Signalweges führt zur Blockierung der Migration (Hedges et al., 1999). Auch 

in Lungentracheen von Mäusen resultiert die Inhibition von p38 in stark verringerter Migra-
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tion der glatten Muskeln (Kotlyarov et al., 2002). Fibroblasten aus MK2-defi zienten Mäuse-

Embryonen weisen ebenfalls eine stark verringerte Fähigkeit zur Migration auf, wobei MK2 

ein Substrat der p38 MAPK ist (Kotlyarov et al., 2002). p38 kann ebenso wie JNK über 

verschiedene Proteine die Dynamik des F-Aktin Cytoskeletts beeinfl ussen und die Zellmigra-

tion regulieren (Huang et al., 2004).

Die MAPK Erk kann ebenfalls über verschiedene Mechanismen die Migration von 

Zellen beeinfl ussen (Huang et al., 2004). Beispielsweise konnte in Vertebraten Zellen gezeigt 

werden, dass Erk1 und Erk2 die Kinase MLCK (myosin light chain kinase) phosphoryliert 

und dadurch deren Aktivität erhöht. MLCK wiederum phosphoryliert die leichten Ketten 

des Myosins. Dementsprechend führt die Inhibition der MAPK Aktivitäten von Erk1 und 

Erk2 zu einer verringerten Funktion der MLCK. Die leichten Myosin Ketten werden weni-

ger phosphoryliert und die Zellmigration wird gestört (Klemke et al., 1997). In Fibroblasten 

werden die Zelladhäsionen an die extrazelluläre Matrix (extracellular matrix, ECM) EGF-in-

duziert aufgelöst. Das Aufl ösen dieser Fokalen Adhäsionen ist essentiell für die Migration der 

Fibroblasten auf der ECM. Die Inhibition des Erk Signalweges führt dazu, dass die Fokalen 

Adhäsionen nicht aufgelöst werden können und dementsprechend die Migration der Fibro-

blasten stark beeinträchtigt ist (Xie et al., 1998). Erk kann neben den erwähnten Mechanis-

men verschiedene Proteine aktivieren, die Zelladhäsionen sowie Fokale Adhäsionen aufl ösen 

und somit die Zellmigration begünstigen. Außerdem führt die Regulation von Myosin zu 

Membranausstülpungen, die für die Zellmigration wichtig sind (Huang et al., 2004).

3.5.2 Die MAPKKKK Misshapen ist in Drosophila an Zellmigrationsprozessen betei-
ligt

Die Kinase Misshapen (Msn) ist eine Ste20-artige MAPKKKK in Drosophila. Das 

Msn-Homolog in Säugetieren ist die Kinase NIK (NCK-interacting kinase), in Caenorhabdi-

tis elegans ist es Mig-15 (Su et al., 1998). Msn wird im Drosophila Embryo während der Gas-

trulation im invaginierenden Mesoderm exprimiert sowie in weiteren Zellen, die während 

der Entwicklung eine Migration oder Veränderung der Zellform durchlaufen (Treisman et 

al., 1997). In den Augen bewirken msn Mutationen morphologische Defekte der Photorezep-

torzellen (Treisman et al., 1997).

Ein essentieller Prozess während der Entwicklung von Drosophila ist der embryonale 

Dorsalschluss. Hierbei wird ein Loch in der dorsalen Epidermis geschlossen, indem zwei ge-

genüberliegende Epithelschichten aufeinander zu wandern und sich zu einer Schicht verbin-

den. Gestörte Zellmigrationsprozesse der Epithelzellen lassen sich anhand von Löchern in der 



18

Silke Fender Einleitung
dorsalen Epidermis erkennen (Heisenberg, 2009). Da Embryonen mit Mutationen im msn 

Gen vergleichbare Dorsalschluss-Defekte aufweisen wie basket- oder hemipterous-Mutanten, 

wurde Msn als eine Komponente des JNK Signalweges identifi ziert, wo sie als MAPKKKK 

fungiert (Su et al., 1998). Während des Dorsalschlusses wird Msn zusätzlich in den Epithel-

zellen für die richtige Lokalisation von F-Aktin und Myosin II benötigt sowie für die daraus 

abgeleitete Verengung der Zellen (Köppen et al., 2006).

Auch in der „border cell“ Migration spielt Msn eine wichtige Rolle, „border cells“ 

mit Mutationen in msn zeigen einen kompletten Migrationsstopp. Die Clusterbildung sowie 

die Verteilung von Shotgun (E-Cadherin) innerhalb der „border cells“ ist ebenfalls gestört. 

Jedoch konnte hier gezeigt werden, dass Msn in diesem Kontext unabhängig vom JNK Sig-

nalweg wirkt (Cobreros-Reguera et al., 2010). In Ovarien übernimmt Msn außerdem eine 

Funktion in den Follikelzellen, um deren Migration voranzutreiben. Hier unterstützt Msn 

die Bewegung der Follikelzellen Zell-autonom, indem die Kinase Integrin-Level auf der ba-

salen Zelloberfl äche reduziert (Lewellyn et al., 2013).

Neben dem JNK Signalweg kann Msn als Komponente anderer Signalwege fungieren. 

So ist Msn beispielsweise ein Eff ektor des PCP Kernmoduls und bewirkt vom Frizzled Rezep-

tor angesteuert die planare Zellpolarität in Augen und Flügeln (Paricio et al., 1999). Außer-

dem wurden Beteiligungen am Warts-Yorkie Signalweg in Stammzellen des Darms (Li et al., 

2014) sowie am Notch Signalweg beschrieben (Mishra et al., 2015).

3.6 FGF Signalwege sind essentiell in multizellulären Organismen

Die Familie der FGF Liganden sowie der dazugehörigen RTKs (FGF Rezeptoren, 

 FGFRs) ist essentiell für die Entwicklung vielzelliger Organismen und funktionell konser-

viert. So kann der FGFR Kringelchen aus Hydra vulgaris den FGFR Heartless in Drosophila 

zumindest teilweise ersetzen (Rudolf et al., 2013). In Mäusen und Menschen sind 22 FGF 

Proteine beschrieben, von denen 18 als Liganden an vier verschiedene FGFRs binden kön-

nen. Die restlichen vier FGFs sind intrazelluläre Proteine, die nicht mit FGFRs interagieren 

(Brewer et al., 2016; Olsen et al., 2003; Smallwood et al., 1996). Bei Bindung eines FGF Li-

ganden an einen FGFR kommt es zur Dimerisierung und Phosphorylierung der Rezeptoren, 

daraufhin wird das Signal über Adapterproteine ins Zellinnere übertragen. Hierbei können 

beispielsweise der Erk- oder JNK-MAPK Signalweg angesteuert und verschiedenste Zellant-

worten hervorgerufen werden. In Vertebraten regulieren FGF Signalwege unter anderem die 

Spezifi zierung des primitiven Endoderms in der Blastocyste, die Haut- und Knochen-Bil-

dung, sowie die postnatale Proliferation der Knorpelzellen (Brewer et al., 2016).
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3.6.1 FGF Signalwege in Drosophila

In Drosophila sind zwei FGFRs sowie drei FGF Liganden exprimiert. Die beiden 

 FGFRs Breathless (Btl) und Heartless (Htl) sind an verschiedenen entwicklungsbiologischen 

Prozessen beteiligt (Muha und Müller, 2013). Btl wurde zuerst in der Tracheenentwicklung 

beschrieben (Glazer und Shilo, 1991), der spezifi sche Ligand ist Branchless (Bnl) (Sutherland 

et al., 1996). Htl hingegen ist an der Invagination des Mesoderms beteiligt (Shishido et al., 

1993) und kann die beiden Liganden Th isbe (Th s) und Pyramus (Pyr) binden (Gryzik und 

Müller, 2004; Stathopoulos et al., 2004).

Bei der Bindung von Th s/Pyr an Htl oder Bnl an Btl bildet der jeweilige Rezeptor 

Homodimere aus, die Interaktion mit dem Liganden sowie die Dimerisierung wird durch 

Heparan Sulfat Proteoglykane (HSPGs) stabilisiert (Abb. 8).

Abbildung 8: Schematischer Überblick des FGF Signalweges in Drosophila. FGF Liganden binden spezi-
fi sch an die FGFRs, welche daraufhin dimerisieren. HSPGs stabilisieren die Bindung. Die intrazellulären 
Kinase Domänen der FGFRs sowie das Adapterprotein Stumps werden phosphoryliert. Stumps kann über 
Src64B, Csw oder Drk die Erk MAPK Kaskade aktivieren und somit die Transkription der Zielgene induzieren. 
Möglicherweise kann Stumps auch über PI3K und Veränderung der Membrankomposition Pbl und Rac an-
steuern, die wiederum das F-Aktin Cytoskelett regulieren. Die putative Komponente PI3K wird durch einen 
Kreis ohne Umrandung dargestellt, der graue Pfeil zeigt eine putative Interaktion an (modifi ziert nach Muha 
und Müller, 2013)
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Die Aktivierung der FGFRs führt zur auto- und trans-Phosphorylierung der intrazel-

lulären Tyrosin-Kinase Domänen sowie zur Phosphorylierung des Adapterproteins Stumps 

(wird auch Heartbroken (Hbr), Downstream of FGF (Dof ) genannt) (Imam et al., 1999; 

Michelson et al., 1998; Vincent et al., 1998). Stumps wiederum besitzt mehrere Tyrosin 

Cluster, die das Signal der Aktivierung an verschiedene Kaskaden weiterleiten können. Drei 

dieser Kaskaden, die von Corkscrew (Csw), Src64B oder Drk angesteuert werden, führen 

zur Aktivierung des Erk MAPK Signalweges. Darüber wird die Transkription von Zielgenen 

wie Mef2 reguliert. Stumps besitzt ebenfalls eine putative Bindestelle für die Phosphatidyl-

inositol-3-Kinase (PI3K), die lokal die Phosphatidylinositol (PtdIns) Zusammensetzung der 

Membran verändern kann. Diese Veränderung könnte zur Rekrutierung des Rho-GEF Peb-

ble (Pbl) führen und über Rac das F-Aktin Cytoskelett beeinfl ussen (Abb. 8) (Muha und 

Müller, 2013).

3.6.2 FGF Signalwege sind an vielen Migrationsprozessen in Drosophila beteiligt

Die FGF Signalwege sind an vielen entwicklungsbiologischen Prozessen in Drosophila 

beteiligt (Muha und Müller, 2013). Auch für die Regulation der Migration verschiedener 

Zellen zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten sind FGFs essentiell.

Htl wird während der Gastrulation im Mesoderm exprimiert (Shishido et al., 1993), 

wo der Htl- abhängige FGF Signalweg für die EMT benötigt wird, in dessen Ablauf indivi-

duelle Zellen dorsolateral am Ektoderm entlang migrieren. In Embryonen mit Mutationen 

im htl, ths oder pyr Gen bildet sich das Mesoderm zwar aus, jedoch kann keine dorsolaterale 

Migration beobachtet werden (Gisselbrecht et al., 1996; Gryzik und Müller, 2004). Während 

der Embryogenese von Drosophila übernehmen Htl, Th s und Pyr außerdem eine wichtige 

Rolle in der Migration der FCs der longitudinalen Muskeln des Mitteldarms vom kaudalen 

viszeralen Mesoderm in Richtung anterior. Pyr und Th s sind hierbei essentiell, um die migrie-

renden FCs auf das richtige Substrat sowie entlang dieses Substrats zu führen (Kadam et al., 

2012; Reim et al., 2012).

Der andere FGFR, Btl, wird in embryonalen Tracheen sowie in Gliazellen des em-

bryonalen zentralen Nervensystems exprimiert (Glazer und Shilo, 1991). Mutationen in btl 

bewirken dementsprechend Defekte im Tracheensystem und der Mittellinie des zentralen 

Nervensystems. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die beobachteten Phänotypen auf 

Störungen der gerichteten Migration von Gliazellen der Mittellinie sowie von trachealen 

Zellen zurückzuführen sind (Klämbt et al., 1992)

Auch während der Entwicklung der Reproduktionsorgane spielen die FGF Signalwege 
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eine Rolle. Weibchen mit Mutationen im ths Gen sind steril, die Ovarien weisen eine gestörte 

Morphologie auf und die Muskeln um die Ovariolen fehlen. Da die Herunterregulation 

von htl zu vergleichbaren Defekten führt, wird angenommen, dass ein Htl-abhängiger FGF 

Signalweg die richtige Ausbildung der Ovarien Muskulatur steuert (Irizarry und Stathopou-

los, 2015). In der Entwicklung des männlichen Reproduktionssystems konnte ebenfalls die 

Aktivierung eines FGF Signalweges gezeigt werden. Bnl rekrutiert in der Larve mesodermale 

Zellen auf die männliche Genitalscheibe, die dessen Rezeptor Btl exprimieren. Diese meso-

dermalen Zellen werden ein Teil der Genitalscheibe, entwickeln sich zu Epithelzellen und 

bilden die Epithelien der Paragonien und Seminal Vesicles (Ahmad und Baker, 2002).



22

Silke Fender Einleitung
3.7 Zielsetzung

Über die Entwicklung der glatten Muskulatur um die adulten Testes von Drosophila 

ist bisher relativ wenig bekannt. Ab etwa 28 Stunden nach Beginn der Metamorphose fusio-

nieren Testes-relevante Myoblasten auf der Genitalscheibe, die resultierenden naszierenden 

Myotuben migrieren im weiteren Verlauf von den auswachsenden Seminal Vesicles auf die 

pupalen Testes (Kuckwa et al., 2016). Der Prozess der Migration der naszierenden Testes-

Myotuben wurde bisher nur ansatzweise verstanden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird damit begonnen, diesen Migrationsprozess 

zu analysieren. Hierbei sollen Proteine oder Signalwege identifi ziert werden, die die Migra-

tion steuern. Dazu werden 25 Fliegenlinien mit GFP-Insertionen in Genen untersucht, die 

für Proteine mit Zellmigrationsrelevanz oder Komponenten verschiedener Signalwege kodie-

ren. In sich entwickelnden männlichen Reproduktionssystemen wird nach einer spezifi schen 

Expression in Testes-relevanten Myoblasten oder naszierenden Testes-Myotuben gesucht.

Zur gezielten Manipulation der Migration mithilfe von RNAi-vermittelter Herunter-

regulation wird nach Gal4-Treiberlinien gesucht, die die Expression spezifi sch in Testes-rele-

vanten Myoblasten treiben.

Um den oder die Signalwege zu identifi zieren, die die naszierenden Myotuben auf die 

pupalen Testes locken oder die weitere Migration in Richtung Testisspitze vermitteln, werden 

verschiedene Signalwege analysiert.

Komponenten des kanonischen Wnt Signalweges werden mithilfe von RT-PCRs sowie 

in situ Hybridisierungen auf Transkriptebene untersucht. Die Komponenten werden mittels 

RNAi Myoblasten-spezifi sch herunterreguliert und mutante Wnt Allele analysiert.

Einige Komponenten der PCP Signalwege werden ebenfalls auf Transkriptebene unter-

sucht. Funktionelle Analysen werden mittels RNAi-Versuchen durchgeführt.

Die Focal adhesion kinase wird auf Transkriptebene überprüft sowie eine mögliche 

Funktion während der Testes-Myotuben Migration mithilfe von RNAi untersucht.

Die MAPKKKK Misshapen wird mittels Myoblasten-spezifi schem RNAi-vermitteltem 

knock-down bezüglich einer Regulation der Migration analysiert.

Komponenten der FGF Signalwege werden Myoblasten-spezifi sch herunterreguliert 

und die resultierenden Reproduktionstrakte werden auf Migrationsdefekte hin untersucht.

Mithilfe von ex vivo Co-Kulturen aus Genitalscheiben und pupalen Testes werden „live 

imaging“ Experimente durchgeführt, um die Migration der naszierenden Myotuben auf den 

Testes zu verfolgen und zu manipulieren.
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4. Ergebnisse

4.1 Das Expressionsmuster der frizzled2-GFP Enhancertrap Linie weist auf den Wnt 
Signalweg als Regulator der Migration naszierender Testes-Myotuben hin

Um mögliche Proteine und Signalwege zu identifi zieren, die an der Migration nasziere-

nder Myotuben von der Genitalscheibe auf die Testes beteiligt sein könnten, wurde eine Viel-

zahl von GFP-Trap und Enhancertrap Linien untersucht. Fliegen dieser Linien weisen eine 

GFP-Insertion im Gen als zusätzliches Exon des zu untersuchenden Gens auf oder ein GFP 

ist in die Nachbarschaft eines genomischen Enhancers inseriert, weshalb das GFP-Signal das 

Gewebe der Expression widerspiegelt (Buszczak et al., 2007). Anhand des GFP-Signals kön-

nen Rückschlüsse auf eine Expression des untersuchten Proteins in Testes-relevanten Myo-

blasten oder naszierenden Testes-Myotuben gezogen werden. Eine solche Expression würde 

auf eine Beteiligung an der Migration der naszierenden Myotuben hindeuten.

Der Fokus lag beispielsweise auf Komponenten des Wnt Signalweges, da es Hinweise 

für die Beteiligung von DWnt2 an der Migration der Myotuben gab (Kozopas et al., 1998). 

STAT92E (Signal-transducer and activator of transcription protein at 92E, Yan et al., 1996) 

wurde als Komponente des JAK/STAT Signalweges analysiert. Da anzunehmen ist, dass Zell-

migration in Abhängigkeit einer ECM verläuft, wurden mit Trol (Terribly reduced optic 

lobes, Voigt et al., 2002) und Viking (Yasothornsrikul et al., 1997) Komponenten der ECM 

untersucht, wobei die Expression von Trol bereits in der adulten Testishülle gezeigt wurde 

(Susic-Jung et al., 2012).

Weiterhin wurden mit Fak (Focal adhesion kinase, Palmer et al., 1999) und Misshapen 

(Treisman et al., 1997) zwei Kinasen analysiert, die die Zellmigration beeinfl ussen können 

(Lewellyn et al., 2013; Serrels et al., 2011). Die Proteine Endophilin A (Lloyd et al., 2000) 

und Mrtf (Myocardin-related transcription factor, Han et al., 2004) sowie Pico (das Droso-

phila Ortholog von Lamellipodin, Lyulcheva et al., 2008) wurden untersucht, weil deren Or-

thologe in Säugetieren an Zellmigrationsprozessen beteiligt sind (Law et al., 2013; Majumdar 

et al., 2013; Pipes et al., 2006).

Zur Auswertung wurden Genitalscheiben und pupale Testes bei 30 h APF sowie adulte 

männliche Reproduktionstrakte präpariert und an einem Fluoreszenz-Mikroskop ausge-

wertet. Die Ergebnisse der Analysen der GFP-Traps sind in Tabelle A1 zusammengefasst. 

Außerdem sind die GFP-Expressionsmuster einiger Linien im Anhang (Abb. A1-A5) gezeigt.

Bei der Analyse der Linien stellte sich der frizzled2-GFP Enhancertrap als vielverspre-

chend dar. Pupale Testes 30 h APF zeigten eine punktuelle GFP-Expression in der Hülle am 
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basalen Testisende (Abb. 9 A, Pfeil). Bei Testes 40 h APF fi el auf, dass diese Expression ebenso 

in der Hülle sich entwickelnder Seminal Vesicles zu sehen war (Abb. 9 B, Pfeil). Zusätzlich 

wiesen Testes bei 30 h sowie 40 h APF GFP-Signale im terminalen Epithel auf (Abb. 9 A, 

B, Pfeilköpfe). Um herauszufi nden, ob es sich bei diesen Punkten um die Zellkerne naszier-

ender Myotuben handelt, wurden Tiere der Enhancertrap Linie mit solchen gekreuzt, die 

Muskel-spezifi sch mCherry-NLS exprimieren. Auf Testes 30 h APF konnte eine teilweise 

Co-Lokalisation des GFP-Signals mit dem mCherry-Signal gezeigt werden (Abb. 9 C Pfeil). 

Zusätzlich wurde an frizzled2-GFP Genitalscheiben bei 30 h APF die Expression von Mef2 

sowie Frizzled2 (Fz2) mithilfe von Antikörpern analysiert (Abb. 9 D-E‘‘). GFP wurde zwar 

in Mef2- und Fz2-positiven Myoblasten (Abb. 9 D‘-E‘‘) exprimiert, jedoch auch im darun-

terliegenden Epithel der auswachsenden Seminal Vesicles, in dem der Antikörper kein Fz2 

detektierte.

Der frizzled2-GFP Enhancertrap spiegelt demnach nicht ausschließlich die zelltyp-

spezifi sche endogene Fz2-Expression wider. Die endogene subzelluläre Lokalisation in der 

Zellmembran ist nicht erkennbar, zudem sind mehr Zellen GFP-positiv als Fz2-positiv. Da es 

sich bei der untersuchten Linie um eine Enhancertrap Linie handelt (Buszczak et al., 2007), 

Abbildung 9: frizzled2-GFP ist teilweise in Zellkernen von Testes-Myotuben aktiv. Charakterisierung der 
frizzled2-GFP Enhancertrap Linie. Das GFP-Signal spiegelt frizzled2-GFP wider, Mef2-getriebenes mCherry-
NLS markiert die Zellkerne der naszierenden Myotuben. Am basalen Ende pupaler Testes 30 h APF ist eine 
punktartige GFP-Expression (Pfeil) in der Testishülle erkennbar, ebenso im terminalen Epithel (Pfeilkopf ) (A). 
Auf Testes 40 h APF ist diese Expression erhalten, zusätzlich weist die Hülle des sich entwickelnden Seminal 
Vesicles (vs) punktuelle GFP-Signale auf (Pfeil) (B). Pupale Testes 30 h APF weisen eine teilweise Co-Lokalisa-
tion zwischen GFP und mCherry-NLS auf (Pfeil) (C). Genitalscheiben 30 h APF zeigen eine GFP-Expression 
in Mef2- sowie Fz2-positiven Myoblasten Zellen, jedoch auch im Epithel des sich entwickelnden Seminal Vesi-
cles (D-E‘‘). Das Sternchen markiert die Hubregion, Kästen kennzeichnen vergrößerte Bereiche. Gestrichelte 
Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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können aufrgund der GFP-Expression Rückschlüsse auf eine Expression im untersuchten 

Gewebe gezogen werden. Daher ist dieses Ergebnis ein erster Hinweis auf eine mögliche 

Beteiligung des Wnt-Signalweges an der Migration naszierender Testes-Myotuben, welche 

im weiteren Verlauf dieser Arbeit überprüft wurde.

4.2 Die Suche nach neuen Gal4-Treiberlinien, die für die Migration geeignet sind, ist 
noch nicht abgeschlossen

Um die Migration der Testes-Myotuben untersuchen und spezifi sch manipulieren zu 

können, wurde nach einem geeigneten Gal4-Treiber gesucht. Die bereits etablierte Treiber-

linie Mef2-Gal4 treibt die Expression in allen Myoblasten von Drosophila (Mef2, Ranga-

nayakulu et al., 1995), während C855a-Gal4 hauptsächlich in der adulten Testishülle treibt  

(Hrdlicka et al., 2002; Susic-Jung et al., 2012). Daher wurden bei der Suche verschiedene 

Treiberlinien getestet, die spezifi sch in den Testes-relevanten Myoblasten auf der Genital-

scheibe bzw. in den Muskeln adulter Testes die Expression induzieren. Tiere der jeweiligen 

Gal4-Treiberlinien wurden mit UAS-mCD8-GFP-tragenden Tieren gekreuzt, Genitalschei-

ben und pupale Testes und/oder adulte Reproduktionsorgane wurden präpariert und aus-

gewertet.

Fünf verschiedene Treiberlinien, die in der adulten Testishülle die Expression treiben 

sollen (Hrdlicka et al., 2002), wurden analysiert. Zusätzlich wurden zwei Komponenten des 

Wnt Signalweges (Kim et al., 2013) sowie zwei Twist-Treiberlinien untersucht. Die Ergeb-

nisse der Analysen der Gal4-Treiberlinien sind in Tabelle A2 zusammengefasst. Hierbei zeigte 

keine der Treiberlinien eine spezifi sche Expression in allen Testes-relevanten Myoblasten. 

Exemplarisch sind die Expressionsmuster von vier Linien im Anhang gezeigt und teilweise 

genauer charakterisiert (Abb. A6-A8).

Da unter den getesteten Gal4-Treiberlinien keine war, die das gewünschte Expressions-

muster aufwies, wurde für die weiteren Analysen auf die Linien Mef2-Gal4 sowie C855a-

Gal4 zurückgegriff en.

4.3 Untersuchungen des kanonischen Wnt Signalweges bezüglich einer möglichen 
Steuerung der Migration von Testes-Myotuben

Frühere Veröff entlichungen postulierten, dass DWnt2 entweder direkt oder indirekt 

über Beeinfl ussung der Pigmentzellwanderung die Migration von Testes-Myotuben beein-

fl ussen könnte (Kozopas et al., 1998). Daher wurde bei der Suche nach Signalwegen, die 

diese Migration steuern, zuerst auf den kanonischen Wnt Signalweg konzentriert.
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4.3.1 Wnt Komponenten werden in Myoblasten auf der Genitalscheibe transkribiert

Um herauszufi nden, ob die Komponenten des kanonischen Wnt Signalweges in Myo-

blasten auf der Genitalscheibe transkribiert werden, wurden RT-PCRs durchgeführt. Hierzu 

wurde Gesamt-RNA bzw. mRNA aus dem Gesamt-Pool der Myoblasten von Genitalschei-

ben unterschiedlicher Entwicklungszeitpunkte eingesetzt (Kuckwa et al., 2016). Transkripte 

von allen erfolgreich überprüften Komponenten konnten in Myoblasten zwischen 8 h APF 

und 30 h APF nachgewiesen werden (Tab. 1).

Tabelle 1: Übersicht der RT-PCRs von Komponenten des kanonischen Wnt Signalweges

Wnt Komponenten
Gen 8 h APF 16 h APF 24 h APF 26 h APF 30 h APF
frizzled n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
frizzled2 n.d. n.d. n.d. n.d. + *
frizzled3 - + + + +
frizzled4 + + + + +
arrow + + + + +
Axin + + + + +
shaggy + + + + +
APC-like - + + + +
armadillo + + + + +
groucho + + + + +
alpha-tubulin (pos.) + + + + +
tpl94D (neg.) - - - - -

+ = Transkript da; - = Transkript nicht da; * = an mRNA getestet; n.d. = nicht erfolgreich durchgeführt; pos. = 
Positivkontrolle; neg. = Negativkontrolle

Um die Verteilung der Transkripte zu untersuchen sowie herauszufi nden, ob die Kom-

ponenten auch in naszierenden Myotuben transkribiert werden, die bereits auf die Testes ge-

wandert sind, wurden für einige Komponenten in situ Hybridisierungen an Genitalscheiben 

und Testes 30 h APF sowie Testes 40 h APF durchgeführt.

Die fz2 antisense-Sonde detektierte mRNA im vorderen Teil einer Genitalscheibe 30 h 

APF (Abb. 10 A). Die Signale waren in Myoblasten sowie im Epithel auf auswachsenden 

Seminal Vesicles zu sehen (Abb. 10 A‘). In pupalen Testes 30 h APF wurden am basalen 

Ende Transkripte detektiert (Abb. 10 B). Die Vergrößerung zeigte, dass diese Transkripte im 

terminalen Epithel der Testes lokalisieren (Abb. 10 B‘, Pfeil). Bei 40 h APF konnten ebenfalls 

Signale am basalen Ende der Testes detektiert werden (Abb. 10 C), die das terminale Epithel 

markierten (Abb. 10 C‘, Pfeil).

Die armadillo (arm) antisense-Sonde zeigte Signale im Cytoplasma naszierender Myo-

tuben auf Testes 30 h und 40 h APF (Abb. A9).
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Die in situ Hybridisierungen für frizzled3, arrow (arr) und pangolin (pan) brachten 

keine eindeutigen Ergebnisse. Exemplarisch ist die in situ Hybridisierung für arr im Anhang 

(Abb. A10) gezeigt.

Dennoch deuten die Ergebnisse der RT-PCRs sowie der in situ Hybridisierungen 

darauf hin, dass die getesteten Komponenten des kanonischen Wnt Signalweges in Testes-

relevanten Myoblasten sowie naszierenden Testes-Myotuben zum Zeitpunkt der Migration 

transkribiert werden.

4.3.2 Bekannte Zielgene des kanonischen Wnt Signalweges werden in Myoblasten 
transkribiert

Nach dem Nachweis der Transkription kanonischer Wnt Komponenten in Testes-rele-

vanten Myoblasten und naszierenden Testes-Myotuben sollte überprüft werden, ob einige 

der bekannten Zielgene des Signalweges ebenfalls transkribiert werden.

Die Gene nemo (Zeng & Verheyen, 2004), naked cuticle (Zeng et al., 2000), Notum 

(Giráldez et al., 2002) sowie engrailed (Hooper, 1994) werden durch den aktiven Wnt Signal-

Abbildung 10: Transkripte von frizzled2 lokalisieren in Myoblasten über den Seminal Vesicles und im 
terminalen Epithel von pupalen Testes. in situ Hybridisierungen an wildtypischen Genitalscheiben und Testes 
mithilfe einer fz2 antisense-Sonde. Der vordere Teil einer Genitalscheibe 30 h APF weist Signale auf (A), die in 
Myoblasten (Pfeil) auf auswachsenden Seminal Vesicles (vs) sowie in den Epithelien von Seminal Vesicle und 
Paragonium (pg) lokalisieren (A‘). Bei 30 h APF (B, B‘) und 40 h APF (C, C‘) sind fz2 Transkripte im termina-
len Epithel der Testes detektierbar (Pfeile). Kästen kennzeichnen vergrößerte Bereiche. Maßstabsbalken: 20 μm.
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weg transkriptionell hochreguliert. Deshalb wurde die Transkription dieser Gene mittels RT-

PCR an Gesamt-RNA aus allen Myoblasten der Genitalscheibe überprüft. Transkripte von 

nemo, naked cuticle und engrailed konnten zu allen untersuchten Zeitpunkten nachgewiesen 

werden, während Notum zu keinem Zeitpunkt transkribiert wurde (Tab. 2).

Tabelle 2: Übersicht der RT-PCRs von Zielgenen des kanonischen Wnt Signalweges

Wnt Zielgene
Gen 8 h APF 16 h APF 24 h APF 26 h APF 30 h APF
nemo + + + + +
naked cuticle + + + + +
Notum - - - - -
engrailed + + + + +
alpha-tubulin (pos.) + + + + +
tpl94D (neg.) - - - - -

+ = Transkript da; - = Transkript nicht da; pos. = Positivkontrolle; neg. = Negativkontrolle

Um Informationen über die Transkriptverteilung innerhalb der Zellen zu erhalten, 

wurden in situ Hybridisierungen für nemo und naked cuticle durchgeführt. Die antisense-

Sonde für nemo detektierte Transkripte am basalen Ende des Testis bei 30 h APF (Abb. 11 

A), die im Cytoplasma der naszierenden Myotuben lokalisierten (Abb. 11 A‘, Pfeil). Genital-

scheiben konnten in diesem Fall nicht erfolgreich analysiert werden.
Abbildung 11: Transkripte der 
Wnt-Zielgene nemo und naked 
cuticle sind in naszierenden 
Testes-Myotuben detektier-
bar. in situ Hybridisierungen an 
wildtypischen Genitalscheiben 
und Testes mithilfe von nemo und 
naked cuticle antisense-Sonden. 
In der Testishülle bei 30  h APF 
(A, A‘) sind nemo Transkripte im 
Cytoplasma naszierender Myo-
tuben detektierbar (Pfeil) (A‘), 
die Zellkerne (Nuklei, N) blei-
ben frei. Der vordere Teil einer 
Genitalscheibe 30  h APF weist 
Signale der naked cuticle Sonde 
auf (B), die in Myoblasten auf 
auswachsenden Seminal Vesicles 
(vs) lokalisieren (Pfeil) (B‘). Auf 
Testes 30 h APF sind Transkripte 
detektierbar (C). Sie lokalisieren 
im Cytoplasma naszierender 
Myotuben (Pfeil), Zellkerne (N) 
bleiben frei (C‘). te = Testis; pg 
= Paragonium; de = Ductus 
ejaculatus. Sternchen markieren 
die Hubregionen, Kästen kenn-
zeichnen vergrößerte Bereiche. 
Maßstabsbalken: 20 μm.
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Für naked cuticle detektierte die antisense-Sonde im vorderen Bereich einer Genital-

scheibe 30 h APF Transkripte (Abb. 11 B), die in den Myoblasten auf auswachsenden Semi-

nal Vesicles waren (Abb. 11 B‘, Pfeil). Pupale Testes 30 h APF zeigten wie bei nemo cytoplas-

matische Signale in naszierenden Myotuben (Abb. 11 C, C‘, Pfeil).

Die mittels RT-PCR sowie teilweise in situ Hybridisierung nachgewiesene Transkrip-

tion der Wnt Zielgene nemo, naked cuticle und engrailed deutet darauf hin, dass der kano-

nische Wnt Signalweg in Testes-relevanten Myoblasten auf der Genitalscheibe sowie naszie-

renden Myotuben auf den Testes aktiv sein könnte. Daher wurden weitere Untersuchungen 

dieses Signalweges durchgeführt.

4.3.3 Ein Frizzled2-abhängiger kanonischer Wnt Signalweg könnte in naszierenden 
Testes-Myotuben aktiv sein

Um zusätzlich zum Transkriptionsmuster die Expression von kanonischen Wnt Kom-

ponenten zu untersuchen, wurden Immunfl uoreszenz Analysen an Genitalscheiben und 

pupalen Testes durchgeführt. Hierzu wurden Fliegen genutzt, die Mef2-getriebenes UAS-

mCD8-GFP tragen, sodass die Myoblasten und Myotuben markiert sind. Bei der Auswer-

tung ist zu beachten, dass dieser Marker primär im Cytoplasma dieser Zellen lokalisiert. Der 

Fz2 Antikörper detektierte das Protein in der Membran von Myoblasten auf auswachsenden 

Seminal Vesicles bei 24 h APF (Abb. 12 A-A‘‘) sowie 30 h APF (Abb. 12 B-B‘‘), hierbei schien 

das Protein auf den nach außen gerichteten Seiten der Zellmembranen zu akkumulieren. 

Auch in naszierenden Myotuben auf pupalen Testes 30 h APF konnte Fz2 membranständig 

nachgewiesen werden (Abb. 12 C-C‘‘).

Testes-relevante Myoblasten bilden bei 24 h APF zwei Schichten auf den auswach-

senden Seminal Vesicles, die innen gelegenen FC-artigen Myoblasten und die äußeren FCM-

artigen Zellen (Kuckwa et al., 2016). Um zu analysieren, ob Fz2 spezifi sch nur in einem 

Myoblastentyp auf dem auswachsenden Seminal Vesicle exprimiert wird, wurde zusätzlich 

ein Antikörper gegen Duf eingesetzt. Duf wird nur in FC-artigen Myoblasten exprimiert, 

die die innere Zellschicht der Testes-relevanten Myoblasten auf dem auswachsenden Semi-

nal Vesicle bilden (Kuckwa et al., 2016). Auf auswachsenden Seminal Vesicles bei 24 h APF 

co-lokalisierte Fz2 in FC-artigen Myoblasten mit Duf, jedoch exprimierte auch die äußere 

Zellschicht Fz2 (Abb. 12 D-D‘‘). Bei 30 h APF waren Fz2 und Duf in allen naszierenden 

Myotuben auf den sich entwickelnden Seminal Vesicles (Abb.  12 E-E‘‘) sowie den Testes 

(Abb. 12 F-F‘‘) exprimiert.

Da eine Aktivierung des kanonischen Wnt Signalweges eine Akkumulation von Arm 
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im Cytoplasma sowie die daraus resultierende Translokation in den Zellkern bewirkt (Kim 

et al., 2013), wird diese Akkumulation oft als Nachweis für eine Aktivität des Signalweges 

verwendet (Hall and Verheyen, 2015). In Testes-relevanten Myoblasten auf Genitalscheiben 

konnte jedoch weder bei 24 h APF (Abb. 12 G-G‘‘) noch bei 30 h APF (Abb. 12 H-H‘‘) eine 

Akkumulation von Arm beobachtet werden. Auch eine Translokation in den Zellkern konnte 

nicht beobachtet werden. Arm lokalisierte zu beiden Zeitpunkten membranständig in Myo-

blasten sowie Epithelzellen der auswachsenden Seminal Vesicle (Abb.  12 G‘-G‘‘, H‘-H‘‘). 

Abbildung 12: Frizzled2, Armadillo und der transkriptionelle Co-Repressor Groucho sind in naszie-
renden Myotuben detektierbar. Immunfl uoreszenz Analysen an Genitalscheiben und pupalen Testes. Myo-
blasten sowie naszierende Myotuben sind durch Mef2>>mCD8-GFP markiert, die Zellkerne werden durch 
Hoechst angefärbt. Der Fz2-Antikörper detektiert den Rezeptor in der Membran von Myoblasten auf auswach-
senden Seminal Vesicles (vs) 24 h APF (A-A‘‘) sowie von naszierenden Myotuben auf Seminal Vesicles (B-B‘‘) 
und Testes (C-C‘‘) bei 30 h APF. Bei 24 h APF co-lokalisiert Fz2 mit Duf in FC-artigen Testes-relevanten Myo-
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Das Protein Groucho (Gro) fungiert im kanonischen Wnt Signalweg als transkriptioneller 

Co-Repressor, der im Zellkern an Pangolin bindet. Bei einer Aktivierung des kanonischen 

Wnt Signalweges wird Gro durch Arm aus dem Zellkern entlassen (Kim et al., 2013). Auf 

auswachsenden Seminal Vesicles bei 30 h APF konnte Gro im Cytoplasma der naszierenden 

Myotuben sowie Epithelzellen, jedoch nicht in Zellkernen detektiert werden (Abb. 12 I-I‘‘).

Die Ergebnisse der Immunfl uoreszenz Analysen implizieren, dass der kanonische Wnt 

Signalweg in naszierenden Myotuben auf den sich entwickelnden Seminal Vesicles aktiviert 

ist. Auch wenn bei 24 h APF sowie 30 h APF keine Akkumulation von Arm beobachtet 

werden konnte, deutet dennoch die Lokalisation von Gro im Cytoplasma auf eine Aktivie-

rung hin. Hierbei könnte Fz2 der benötigte Rezeptor sein.

4.3.4 Muskelspezifi sche Herunterregulation von frizzled2 und armadillo beschädigt 
die Testismuskulatur

Da die postulierte Aktivierung des kanonischen Wnt Signalweges die Migration der 

Testes-Myotuben beeinfl ussen könnte, wurden funktionelle Analysen an verschiedenen 

ka nonischen Wnt Komponenten mittels RNAi durchgeführt. Hierzu wurden die Treiber-

linien C855a-Gal4, Mef2-Gal4 oder UAS-Dcr-2;;Mef2-Gal4 verwendet, wobei C855a-Gal4 

nicht auf der Genitalscheibe treibt und deshalb als Kontrolle verwendet wurde. Die adul-

ten, männlichen Reproduktionsorgane der resultierenden F1-Generationen wurden mithilfe 

von Cytoskelett- und Kern-Färbungen bezüglich der Muskulatur analysiert, ebenso wurde 

die Fertilität ermittelt. Die Ergebnisse der RNAi-vermittelten Herunterregulationen sind in 

Tabelle 3 aufgelistet. Exemplarisch werden hier die Ergebnisse für fz2 (Abb. 13) und arm 

(Abb. 14) gezeigt, ein Teil der restlichen Kreuzungen befi ndet sich im Anhang (Abb. A11-

A15).

Tabelle 3: Übersicht RNAi-vermittelter knock-downs kanonischer Wnt Komponenten

Kreuzung Muskulatur und Morphologie adulter Reproduk-
tionsorgane Fertilität

C855a>>fz2-RNAi 
BL27568

Mu – wt
Mo – wt 100 %

blasten, jedoch ist Fz2 auch in Duf-negativen Myoblasten exprimiert (D-D‘‘). Auf Seminal Vesicles (E-E‘‘) und 
Testes (F-F‘‘) 30 h APF co-lokalisieren Fz2 und Duf in der Membran aller naszierenden Myotuben. In Testes-
relevanten Myoblasten ist Arm sowohl bei 24 h APF (G-G‘‘) als auch bei 30 h APF (H-H‘‘) membranständig 
detektierbar, eine Akkumulation im Zellkern ist nicht erkennbar. Bei 30 h APF ist Gro auf auswachsenden 
Seminal Vesicles im Cytoplasma naszierender Myotuben sowie von Epithelzellen detektierbar (I-I‘‘). Kästen 
kennzeichnen vergrößerte Bereiche. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabs-
balken: 20 μm.
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Mef2>>fz2-RNAi 
BL27568

Mu – TE, VS, PG, DE: misorientierte, übereinander 
laufende Muskeln, Löcher; SP: wt
Mo – TE: klein und dünn, nicht gerollt; VS, PG, 
DE: klein und dick

8 %

Mef2>>Dcr-2;;fz2-
RNAi BL27568*

Mu – TE, VS, PG, DE: misorientierte, übereinander 
laufende Muskeln, Löcher; SP: wt
Mo – TE: nicht gerollt, Windungen in verschiedene 
Richtungen; VS, PG, DE: klein und dick

0 %

C855a>>fz2-RNAi 
BL31312

Mu – wt
Mo – wt 100 %

Mef2>>fz2-RNAi 
BL31312

Mu – wt
Mo – wt 93 %

C855a>>fz2-RNAi 
BL31390

Mu – wt
Mo – wt 100 %

Mef2>>fz2-RNAi 
BL31390

Mu – TE, VS, PG, DE: misorientierte, übereinander 
laufende Muskeln, z.T. Löcher; SP: wt
Mo – TE: nicht gerollt, Windungen in verschiedene 
Richtungen; VS, PG, DE: klein und dick

0 %

Mef2>>fz2-RNAi 
v44391P

Mu – wt
Mo – wt 97 %

Mef2>>Dcr-2;fz2-
RNAi v44391**/P

Mu – wt
Mo – TE: sehr leichte Defekte in der Hubregion; 
Rest wt

100 %

Mef2>>arr-RNAi 
BL31313

Mu – wt
Mo – wt 100 %

Mef2>>Dcr-2;;arr-
RNAi BL31313

Mu – wt
Mo – wt 90 %

Mef2>>arr-RNAi 
BL31473

Mu – wt
Mo – wt 0 %

Mef2>>Dcr-2;;arr-
RNAi BL31473**

Mu – PG: übereinander laufende Muskeln; Rest wt
Mo – wt 20 %

Mef2>>arr-RNAi 
BL53342

Mu – wt
Mo – wt 83 %

Mef2>>Dcr-2;arr-
RNAi BL53342

Mu – DE: z.T. Löcher; Rest wt
Mo – wt 93 %

Mef2>>Apc-RNAi 
v51468

Mu – DE: z.T. Löcher; Rest wt
Mo – wt 90 %

Mef2>>Dcr-2;Apc-
RNAi v51468**

Mu – DE: z.T. Löcher; Rest wt
Mo – wt 80 %

Mef2>>sgg-RNAi 
v101538

Mu – TE: Löcher in der Hubregion; Rest wt
Mo – wt 100 %

Mef2>>Dcr-2;sgg-
RNAi v101538**

Mu – TE: große Löcher in der Hubregion; Rest wt
Mo – TE: verdickte Spitze; PG, DE: klein und 
dünn; Rest wt

0 %

Mef2>>arm-RNAi 
BL31304*

Mu – TE: kurze Muskeln, viele Löcher; Rest wt
Mo – TE: viele kleine Verdickungen; Rest wt 60 %
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Mef2>>Dcr-2;;arm-
RNAi BL31304

Mu – DE: z.T. Löcher; Rest wt
Mo – wt n.d.

Mef2>>arm-RNAi 
BL35004

Mu – wt
Mo – wt n.d.1

Mef2>>pan-RNAi 
v108679

Mu – wt
Mo – wt 97 %

Mef2>>Dcr-2;pan-
RNAi v108679**

Mu – TE: leichte Defekte in der Hubregion; Rest wt
Mo – wt 83 %

Mu = Muskeln; Mo = Morphologie; TE = Testis; VS = Seminal Vesicle; DE = Ductus ejaculatus; PG = Parago-
nium; SP = Spermienpumpe; wt = wildtypisch; n.d. = nicht durchgeführt; 1 viele embryonal letal; * = wird näher 
charakterisiert; ** = Bildtafel im Anhang; P = Protein nicht herunterreguliert

Die Herunterregulation von fz2 mithilfe der Treiberlinie UAS-Dcr-2;;Mef2-Gal4 führ-

te zu morphologischen Defekten der Reproduktionsorgane. Die Testes waren nicht gerollt, 

sondern besaßen Windungen in verschiedene Richtungen, Seminal Vesicles sowie Parago-

nien waren klein und verdickt (Abb. 13 A). Die Testismuskulatur wies übereinanderliegende, 

misorientierte Muskeln (Abb. 13 A; Pfeil) sowie in der Hubregion einige Löcher auf (Abb. 13 

A‘, Pfeilkopf ). Auch die Muskelschichten um die Seminal Vesicles (Abb. 13 B), den Ductus 

ejaculatus (Abb. 13 C) und die Paragonien (Abb. 13 D) wiesen einige misorientierte Muskeln 

auf. Lediglich die Muskeln der Spermienpumpe waren wildtypisch (Abb. 13 E). Männliche 

Tiere dieses Genotyps waren steril (0%, Tab. 3, Abb. A16).

Abbildung 13: Abbildung 13: Der muskelspezifi sche frizzled2-knock-down resultiert in starken Defek-
ten der Reproduktionstrakt-Muskulatur. Analyse von adulten Mef2>>Dcr-2;;fz2-RNAi exprimierenden 
Reproduktionsorganen. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Die Morphologie der Re-
produktionsorgane ist stark gestört. Die Testes (te) winden sich in verschiedene Richtungen, die Paragonien 
(pg) sowie Seminal Vesicles (vs) sind klein und verdickt (A). Die Testismuskulatur weist misorientierte Muskeln 
(Pfeil) und Löcher in der Hubregion (Pfeilkopf ) auf (A‘). Die Muskeln der Seminal Vesicles (B), des Ductus 
ejaculatus (C) sowie der Paragonien (D) weisen ebenfalls misorientierte Muskeln auf. Die Muskeln der Sper-
mienpumpe erscheinen wildtypisch (E). Das Sternchen markiert die Hubregion, der Kasten kennzeichnet den 
vergrößerten Bereich. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Der muskelspezifi sche knock-down von arm mittels RNAi resultierte in adulten Testis-

schläuchen, die keine glatte Oberfl äche besaßen, sondern viele kleine Verdickungen aufwie-

sen. Außerdem machten die Testes statt 2,5 Umdrehungen wie im Wildtyp (Abb. 4) nur eine 

Umdrehung (Abb. 14 A). Die Testismuskeln erschienen kürzer als normal (Abb. 14 A‘, Pfeil) 

und hatten Zwischenräume zwischen benachbarten Muskeln (Abb. 14 A‘, Pfeilkopf ). Die 

restlichen Muskeln des Reproduktionstraktes waren jedoch wildtypisch (Abb. 14 B-E). Die 

Fertilität dieser Männchen war vermindert (60%, Tab. 3, Abb. A17).

Die Ergebnisse der Herunterregulation verschiedener kanonischer Wnt Komponenten 

suggerieren eine Beteiligung des kanonischen Wnt Signalweges an der Entwicklung der Tes-

tismuskulatur. Gerade die durch muskelspezifi sch exprimierte shaggy (sgg) RNAi erzielten 

Löcher in der Hubregion deuten auf einen Migrationsdefekt hin. Der muskelspezifi sche pan-

knock-down führt zu leichten Testismuskel-Defekten in der Hubregion, wohingegen der 

arr- sowie der APC-like (Apc)-knock-down keine Defekte der Testismuskulatur verursachen. 

Die starken, aber unterschiedlichen Defekte durch fz2- und arm-knock-down implizieren, 

dass weitere Analysen des Wnt Signalweges bezüglich der Testismuskulatur erforderlich sind.

4.3.5 Pangolin beeinfl usst die Fusion Testes-relevanter Myoblasten

Die Mehrkernigkeit der adulten Testismuskeln entsteht durch Myoblastenfusion 

Abbildung 14: Die muskelspezifi sche Herunterregulation von armadillo stört die Adhäsion zwischen 
benachbarten Testismuskeln und die Formgebund der Testes. Analyse von adulten Mef2>>arm-RNAi 
exprimierenden Reproduktionsorganen. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Der Testis-
schlauch weist viele kleine Verdickungen und nur eine statt 2,5 Umdrehungen auf (A). Die Testismuskeln sind 
kurz (Pfeil) und adhärieren nicht richtig, sodass Zwischenräume entstehen (Pfeilkopf ) (A‘). Die Muskeln der 
Seminal Vesicles (B), des Ductus ejaculatus (C) der Paragonien (D) sowie der Spermienpumpe (E) erschei-
nen wildtypisch. Das Sternchen markiert die Hubregion, der Kasten kennzeichnet den vergrößerten Bereich. 
Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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(Kuckwa et al., 2016). Da die Testismuskeln nach der Herunterregulation verschiedener ka-

nonischer Wnt Komponenten teilweise nicht mehrkernig erschienen (Abb. A14 B), wurde 

die Anzahl der Zellkerne bestimmt, um Hinweise auf Fusionsstörungen zu erhalten. Hierzu 

wurden pupale Testes bei 42 h APF präpariert, die muskelspezifi sch verschiedene Kompo-

nenten des kanonischen Wnt Signalweges RNAi-vermittelt herunterreguliert hatten. Die zu 

diesem Zeitpunkt noch einzeln liegenden naszierenden Testes-Myotuben wurden mithilfe 

eines Antikörpers gegen Tropomyosin markiert, sodass durch die zusätzliche Kernfärbung 

mit Hoechst die Anzahl der Zellkerne pro naszierender Myotube bestimmt werden konnte 

(siehe 8.3.4 sowie Kuckwa et al., 2016). Anhand der Mittelwerte der F1-Generation sowie 

der ungetriebenen RNAi (Eff ektorlinie) wurde der Fusionsindex anhand folgender Formel 

bestimmt:

Fi = 

Anhand des berechneten Fusionsindexes erfolgte eine Klassifi zierung der vorliegenden 

Fusionsdefekte nach folgendem Schema:

Fi > 0,8 kein Fusionsdefekt

0,8 ≥Fi≥ 0,7 schwacher Fusionsdefekt

0,7 > Fi > 0,55 moderater Fusionsdefekt

0,55 ≥Fi ≥ 0,35 starker Fusionsdefekt

0,35 > Fi Fusionsblock

Die Ergebnisse der Kernzählungen für die Komponenten Fz2, Pan, Sgg und Apc sind 

in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Ergebnisse der Kernzahlbestimmungen verschiedener kanonischer Wnt Kompo-
nenten

Kreuzung Kernzahl F1-
Generation

Kernzahl
Eff ektorlinie

Fusionsindex 
Fi

Fusionsdefekt

Mef2>>Dcr-2;;fz2-
RNAi BL27568 2,4 3,1 0,77 schwach

Mef2>>fz2-RNAi 
v44391 2,9 3,3 0,88 kein

Mef2>>Dcr-2;fz2-
RNAi v44391* 2,7 3,3 0,82 kein

Mef2>>Apc-RNAi 
v51468 3 3 1 kein

Mef2>>Dcr-2;sgg-
RNAi v101538 2,8 2,5 1,12 kein

durchschnittliche Kernzahl pro Muskel F1-Generation

durchschnittliche Kernzahl pro Muskel Eff ektorlinie
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Mef2>>pan-RNAi 
v108679 2,8 2,8 1 kein

Mef2>>Dcr-2;pan-
RNAi v108679* 2,1 2,8 0,75 schwach

* = wird näher charakterisiert

Da der durch Dcr-2 verstärkte muskelspezifi sche pan-knock-down in einem schwachen 

Fusionsdefekt resultierte (Tab.  4), wurde diese Linie näher charakterisiert. Um zu unter-

suchen, ob der Fusionsdefekt durch eine veränderte oder fehlende Expression des FC-spezi-

fi schen IgSF-Moleküls Duf hervorgerufen wurde, wurden Genitalscheiben bei 24  h APF 

analysiert. Zusätzlich wurde die Duf Expression auf Genitalscheiben 24 h APF analysiert, in 

denen fz2 muskelspezifi sch herunterreguliert wurde.

In der adulten Testishülle konnte weder beim knock-down von fz2 (Abb. 15 A) noch 

von pan (Abb. 15 B) eine eindeutige Aussage zur Kernzahl pro Muskel getroff en werden. 

Auf auswachsenden Mef2>>Dcr-2;fz2-RNAi exprimierenden Seminal Vesicles 24 h APF war 

Duf in FC-artigen Myoblasten exprimiert (Abb. 15 C-C‘‘), bei der Herunterregulation von 

pan konnte kein Unterschied in der Expression von Duf festgestellt werden (Abb. 15 D-D‘‘).

Abbildung 15: Der muskelspezifi sche knock-down von pangolin oder frizzled2 beeinfl usst nicht die Ex-
pression von Duf. Analyse von adulten Mef2>>Dcr-2;fz2-RNAi oder Mef2>>Dcr-2;pan-RNAi exprimie renden 
Testes. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Die adulten Testismuskeln lassen sowohl bei 
Herunterregulation von fz2 (A) als auch von pan (B) keine Rückschlüsse auf die Kernzahl zu. Genitalscheiben 
24 h APF exprimieren Duf in FC-artigen Myoblasten auf auswachsenden Seminal Vesicles (vs), unabhängig 
davon, ob fz2 (C-C‘‘) oder pan (D-D‘‘) in den Myoblasten herunterreguliert ist. Kästen kennzeichnen die 
vergrößerten Bereiche. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Allerdings konnte bei einer Überprüfung der fz2-Herunterregulation mithilfe des Fz2-

Antikörpers ein wildtypisches Signal in Myoblasten detektiert werden (Abb.  A18). Diese 

RNAi-Linie funktioniert demnach nicht effi  zient.

Die wildtypische Expression von Duf beim pan-knockdown lässt darauf schließen, 

dass der schwache Fusionsdefekt der pan-RNAi vermutlich nicht durch eine Störung der 

Diff erenzierung in FC-artige und FCM-artige Myoblasten zustande kommt. Hingegen wäre 

es möglich, dass eine Aktivierung des kanonischen Wnt Signalweges zur Induktion der Myo-

blastenfusion führt.

4.3.6 DWnt2 steuert die Determination der Testismuskeln

Die bisher durchgeführten Analysen deuten darauf hin, dass der kanonische Wnt Sig-

nalweg in Testes-relevanten Myoblasten bzw. Myotuben aktiv ist. Durch knock-downs einiger 

kanonischer Wnt Komponenten konnten sowohl schwache Migrationsdefekte als auch Fu-

sionsdefekte beobachtet werden. Um herauszufi nden, woher das Signal kommt, also welches 

Gewebe bzw. Organ den oder die entsprechenden Wnt Liganden sekretiert, wurden weiter 

Untersuchungen durchgeführt. Zunächst wurden RT-PCRs an RNA aus ganzen Testes un-

terschiedlicher Entwicklungszeitpunkte gemacht. Transkripte von wingless, DWnt2, DWnt4 

und DWnt6 konnten zu allen untersuchten Zeitpunkten in pupalen Testes nachgewiesen 

werden, während für DWnt10 kein eindeutiges Ergebnis erzielt werden konnte (Tab. 5).

Tabelle 5: Übersicht der RT-PCRs der Wnt Liganden

Wnt Liganden
Gen 8 h APF 16 h APF 24 h APF 26 h APF 30 h APF
wingless + + + + +
DWnt2 + + + + +
DWnt3 n.d. + * + * n.d. n.d.
DWnt4 + + + + +
DWnt6 + + + + +
DWnt10 ? ? ? ? ?
alpha-tubulin (pos.) + + + + +
sgs5 (neg.) - - - - -

+ = Transkript da; - = Transkript nicht da; * = an mRNA getestet; n.d. = nicht durchgeführt; ? = nicht eindeutig; 
pos. = Positivkontrolle; neg. = Negativkontrolle

Für funktionelle Analysen wurden die Wnt Liganden DWnt2 und DWnt4 untersucht, 

da diese Liganden bereits im Zusammenhang mit der Besiedlung des Testis mit Myotuben 

beschrieben wurden (Kozopas et al., 1998). Hierzu wurden in Ermangelung spezifi scherer 

Treiber die Linien C855a-Gal4, Mef2-Gal4 oder UAS-Dcr-2;;Mef2-Gal4 verwendet. Die 



38

Silke Fender Ergebnisse
adulten Reproduktionsorgane der resultierenden F1-Generationen wurden analysiert, ebenso 

wurde die Fertilität ermittelt. Die Ergebnisse des RNAi-vermittelten knock-down sind in Ta-

belle 6 aufgelistet. Exemplarisch werden hier C855a-getriebene DWnt2- und DWnt4-RNAi 

gezeigt, ein Teil der restlichen Kreuzungen mit der UAS-Dcr-2;;Mef2-Gal4-Treiberlinie be-

fi ndet sich im Anhang (Abb. A19-A20).

Tabelle 6: Übersicht der RNAi-vermittelten Herunterregulation von DWnt2 und DWnt4

Kreuzung Muskulatur und Morphologie adulter Reproduk-
tionsorgane Fertilität

C855a>>DWnt2-
RNAi v38077*

Mu – TE: schwache Defekte in der Hubregion; Rest 
wt
Mo – wt

89 %

Mef2>>DWnt2-
RNAi v38077

Mu – wt
Mo – wt 100 %

Mef2>>Dcr-2;; 
DWnt2-RNAi 
v38077**

Mu – wt
Mo – DE: z.T. Löcher; Rest wt 100 %

C855a>>DWnt2-
RNAi v104338

Mu – wt
Mo – wt 100 %

Mef2>>DWnt2-
RNAi v104338

Mu – wt
Mo – wt 100 %

Mef2>>Dcr-2; 
DWnt2-RNAi 
v104338

Mu – wt
Mo – TE: dünn; DE, PG: klein und dick; Rest wt n.d.1

C855a>>DWnt4-
RNAi v38010

Mu – wt
Mo – wt 100 %

Mef2>>DWnt4-
RNAi v38010

Mu – TE, DE, PG: misorientierte, übereinander 
laufende Muskeln; Rest wt
Mo – TE: nicht gerollt, Windungen in verschiedene 
Richtungen; PG: klein und dick; Rest wt

79 %

Mef2>>Dcr-2; 
DWnt4-RNAi 
v38010

Mu – TE, DE, PG: misorientierte, übereinander 
laufende Muskeln; Rest wt
Mo – TE: nicht gerollt, Windungen in verschiedene 
Richtungen; Rest wt

90 %

C855a>>DWnt4-
RNAi v104671*

Mu – wt
Mo – wt 100 %

Mef2>>DWnt4-
RNAi v104671

Mu – TE, PG: misorientierte, übereinander laufende 
Muskeln; Rest wt
Mo – TE: nicht gerollt, Windungen in verschiedene 
Richtungen; Rest wt

n.d.1

Mef2>>Dcr-2; 
DWnt4-RNAi 
v104671**

Mu – TE, VS, DE, PG: misorientierte, übereinander 
laufende Muskeln; SP: schmale Muskeln
Mo – TE: nicht gerollt, Windungen in verschiedene 
Richtungen; Rest klein

n.d.1

Mu = Muskeln; Mo = Morphologie; TE = Testis; VS = Seminal Vesicle; DE = Ductus ejaculatus; PG = Parago-
nium; SP = Spermienpumpe; wt = wildtypisch; n.d. = nicht durchgeführt; 1 pharat letal; * = wird näher charak-
terisiert; ** = Bildtafel im Anhang
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Die Treiberlinie C855a-Gal4 wurde für die Herunterregulation von DWnt2 und 

DWnt4 verwendet, da sie die Expression in der Testishülle treibt. Die spezifi sche Herunter-

regulation von DWnt2 resultierte in morphologisch wildtypischen adulten Testes (Abb. 16 

A). Die Testismuskulatur wies einige kleine Löcher in der Hubregion auf (Abb. 16 B, Pfeil), 

war abgesehen davon allerdings wildtypisch (Abb.  16 C). Die männliche Fertilität dieser 

Tiere war annähernd wildtypisch (89%, Tab.  6, Abb.  A20). Die Herunterregulation von 

DWnt4 in der Testishülle brachte adulte Testes hervor, die sowohl morphologisch (Abb. 16 

D) sowie in der Muskelschicht (Abb. 16 E-F) wildtypisch aussah. Diese Tiere waren fertil 

(100%, Tab. 6, Abb. A21).

Da beim Einsatz der C855a-Gal4 Treiberlinie nur sehr leichte Defekte in der Tes-

tismuskulatur nach Herunterregulation von DWnt2 beobachtet werden konnten und kein 

anderer geeigneter Treiber verfügbar war, wurden funktionsbeeinträchtigte DWnt2- und 

DWnt4-Allele (Kozopas et al., 1998) bezüglich Defekten in der Testismuskulatur untersucht. 

Hierzu wurden adulte Testes aus Männchen dieser Linien analysiert. Zusätzlich wurden die 

zwei amorphen Allele DWnt2L und DWnt2O in trans gekreuzt sowie DWnt2 mithilfe von 

C855a-Gal4 ektopisch exprimiert. Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tabelle  7 

zusammengefasst. Exemplarisch werden die beiden Kreuzungen weiter analysiert.

Abbildung 16: Die Herunterregulation von DWnt2 in der Testishülle bewirkt leichte Defekte in der Tes-
tismuskulatur. Analyse von adulten C855a>>DWnt2-RNAi bzw. C855a>>DWnt4-RNAi exprimierenden Tes-
tes. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Bei der Herunterregulation von DWnt2 ist der 
Testis morphologisch wildtypisch (A), die Muskulatur ist bis auf kleine Löcher (Pfeil) in der Hubregion (B) 
ebenfalls wildtypisch (C). Die Herunterregulation von DWnt4 resultiert in morphologisch normalen Testes 
(D) mit wildtypischer Muskulatur (E-F). Sternchen markieren die Hubregionen, gestrichelte Linien geben die 
ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Tabelle 7: Phänotypen verschiedener DWnt2- und DWnt4-Allele

Fliegenlinie, Art des Allels / 
Kreuzung Muskulatur und Morphologie adulter Testis

DWnt2I amorphes Allel, tem-
peratursensitives loss of function 
Allel (BL6960)

Mu – wt
Mo – wt

DWnt2L amorphes Allel 
(BL6909)

Mu – wt
Mo – wt

DWnt2O loss of function Allel, 
amorphes Allel (BL6958)

Mu – einige misorientierte Muskeln
Mo – wt

DWnt2RJ temperatursensitives 
hypomorphes Allel (BL6959)

Mu – wt
Mo – wt

DWnt4C1, Röntgenstrahl-Mu-
tagenese von DWnt4 (BL6651)

Mu – wt
Mo – wt

DWnt2L, DWnt4C1 (BL6907) Mu – wt
Mo – wt

C855a>>DWnt2.K, Transgen 
für ektopische Expression 
BL6961*

Mu – misorientierte, übereinander laufende Muskeln, 
Hubregion z.T. frei von Muskeln
Mo – verdickte Spitze, weitere Verdickungen

DWnt2L/DWnt2O*
Mu – variabel, z.T. fehlt glatte Muskulatur, nur ver-
einzelt gestreifte Muskeln
Mo – variabel, z.T. klein und rund, nicht elongiert

Mu = Muskeln; Mo = Morphologie; wt = wildtypisch; * = wird näher charakterisiert

Die C855a-getriebene ektopische Expression von DWnt2.K resultierte in Tieren, die 

pharat lethal waren. Die adulten Testes waren nicht richtig aufgerollt und wiesen eine ver-

dickte Spitze sowie weitere Verdickungen auf (Abb. 17 A). Die Testismuskeln waren teil-

weise misorientiert, sie verliefen übereinander (Abb.  17 A‘, Pfeil) und wiesen Löcher auf 

(Abb. 17 A‘‘, Pfeilkopf ). Teilweise war die Hubregion nicht mit Muskeln bedeckt (Abb. 17 

A‘‘, Pfeilkopf ). Die Kreuzung der Allele DWnt2L und DWnt2O in trans führte ebenfalls zu 

pharat lethalen Tieren. Die Morphologie der Testes war sehr variabel, wie bereits in Linne-

mannstöns et al. (2014) beschrieben wurde. Der häufi gste Phänotyp bestand aus kleinen, 

deformierten Testes, die nicht elongiert waren (Abb.  17 B). Die Stabilität der Testes war 

off ensichtlich vermindert, sodass Keimzellen austraten (Abb.  17 B, Pfeil). Die Testishülle 

beinhaltetet keine glatten Muskeln, aber F-Aktin-reiche Strukturen waren detektierbar, die 

wie mehrkernige, gestreifte Muskeln aussahen (Abb. 17 B‘-B‘‘).

Die Ergebnisse der Analysen des kanonischen Wnt Signalweges suggerieren, dass der 

Signalweg in Testes-relevanten Myotuben auf der Genitalscheibe aktiv zu sein scheint, der 

entsprechende Rezeptor könnte Fz2 sein. Die funktionellen Analysen mithilfe von RNAi-

Experimenten erbringen widersprüchliche Ergebnisse.
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Sie deuten teilweise auf eine Beteiligung an der Migration der Testes-Myotuben hin, 

teilweise auf die korrekte Ausrichtung der Muskeln des Reproduktionstraktes. Die Untersu-

chung der DWnt2 Allele hingegen deutet darauf hin, dass der kanonische Wnt Signalweg es-

sentiell für die korrekte Determination der Testes-relevanten Myoblasten ist, da die DWnt2L/

DWnt2O dazu führte, dass gestreifte statt glatter Muskeln auf adulten Testes zu fi nden waren. 

Die gestörte Migration der Testes-Myotuben wäre dabei nur ein sekundärer Eff ekt.

4.4 Analysen der nicht-kanonischen Wnt Signalwege hinsichtlich einer Beteiligung 
an der Migration von Testes-Myotuben

Neben dem bereits untersuchten kanonischen Wnt Signalweg sind nicht-kanonische 

„planar cell polarity“ (PCP) Wnt Signalwege bekannt (Simons and Mlodzik, 2008). Diese 

Signalwege steuern die Zellpolarität und sind in mehreren Zellmigrationsprozessen beschrie-

ben (Muñoz-Soriano et al., 2012). Deshalb wurden im Rahmen dieser Arbeit die PCP Sig-

nalwege im Hinblick auf die Migration der Testes-Myotuben untersucht.

4.4.1 Transkripte der Komponenten beider PCP Signalwege sind in Testes-relevanten 
Myoblasten detektierbar

Innerhalb der PCP Signalwege werden zwei Module voneinander unterschieden, das 

globale Modul (auch Fat/Dachsous System genannt) sowie das Kernmodul (Muñoz-Soriano 

et al., 2012; Simons and Mlodzik, 2008). Um herauszufi nden, ob einer der beiden PCP Sig-

Abbildung 17: DWnt2 ist eine Komponente in der Determination der Testismuskeln. Analyse von adulten 
C855a>>DWnt2.K bzw. DWnt2L/DWnt2O exprimierenden Testes. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert 
die Zellkerne. Die ektopische Expression von DWnt2.K führt zu adulten Testes, die nicht richtig gerollt sind 
und eine stark verdickte Testisspitze aufweisen (A). Einige Testismuskeln sind misorientiert (Pfeil) und Löcher 
in der Muskulatur sind erkennbar (Pfeilkopf ) (A‘). Die Hubregion weist keine Muskeln auf (Pfeilkopf ) (A‘‘). 
DWnt2L/DWnt2O exprimierende adulte Testes sind nicht elongiert, Spermienbündel treten aus (Pfeil) (B). Die 
Testishülle beinhaltet einige gestreifte Muskeln (B‘-B‘‘). Sternchen markieren die Hubregionen, Kästen kenn-
zeichnen die vergrößerten Bereiche. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabs-
balken: 20 μm.
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nalwege an der Migration der Testes-Myotuben beteiligt sein könnte, wurde mit der Analyse 

der Transkription in Testes-relevanten Myoblasten begonnen. Mithilfe von RT-PCRs konn-

ten für das globale Modul Transkripte von fat und dachsous in Genitalscheiben-Myoblasten 

von 16  h APF bis 30  h APF nachgewiesen werden, für den transkriptionellen Repressor 

Grunge konnten keine Ergebnisse erzielt werden (Tab. 8). 

Tabelle 8: Übersicht der RT-PCRs für das globale PCP Modul

Komponenten globales PCP Modul
Gen 8 h APF 16 h APF 24 h APF 26 h APF 30 h APF
fat - + + + +
dachsous - + + + +
grunge n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
alpha-tubulin (pos.) + + + + +
tpl94D (neg.) - - - - -

+ = Transkript da; - = Transkript nicht da; n.d. = nicht erfolgreich durchgeführt; pos. = Positivkontrolle; neg. = 
Negativkontrolle

Einige Komponenten des PCP Kernmoduls wurden ebenfalls mittels RT-PCR über-

prüft. Hierbei konnten Transkripte von Van Gogh und diego in Myoblasten von 16 h APF bis 

30 h APF, prickle bei 16 h APF und 26 h APF und starry night von 16 h APF bis 26 h APF 

detektiert werden (Tab. 9).

Tabelle 9: Übersicht der RT-PCRs für das PCP Kernmodul

Komponenten PCP Kernmodul
Gen 8 h APF 16 h APF 24 h APF 26 h APF 30 h APF
starry night - + + + n.d.
Van Gogh - + + + +
prickle - + - + -
diego - + + + +
alpha-tubulin (pos.) + + + + +
tpl94D (neg.) - - - - -

+ = Transkript da; - = Transkript nicht da; n.d. = nicht erfolgreich durchgeführt; pos. = Positivkontrolle; neg. = 
Negativkontrolle

Da das PCP Kernmodul an der „border cell“ Migration in Ovarien von Drosophila 

melanogaster beteiligt ist (Bastock and Strutt, 2007) und passende Antikörper sowie RNAi-

Linien nur für Komponenten dieses Signalweges verfügbar waren, wurden weitere Analysen 

der PCP Signalwege auf das Kernmodul beschränkt.

4.4.2 Das PCP Kernmodul ist vermutlich nicht an der Migration der Testes-Myotuben 
beteiligt

Um zusätzlich zur Transkription auch die Expression von PCP Kernmodul-Kompo-
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nenten in Testes-relevanten Myoblasten nachweisen zu können, wurden Immunfl uoreszenz 

Analysen an Mef2>>mCD8-GFP exprimierenden Genitalscheiben durchgeführt. Der ein-

zige verfügbare Antikörper war einer gegen Starry night (Stan). Der Antikörper detektierte 

das Protein in Testes-relevanten Myoblasten und naszierenden Myotuben auf auswachsenden 

Seminal Vesicles 30 h APF (Abb. 18 A-B‘‘). Zusätzlich war Stan im Lumen des Seminal Vesi-

cles detektierbar (Abb. 18 B).

Für funktionelle Analysen wurden die Komponenten Van Gogh (Vang), Prickle (pk) 

und Diego (dgo) untersucht. Hierzu wurde die Treiberlinie UAS-Dcr-2;;Mef2-Gal4 verwen-

det. Die adulten Reproduktionsorgane der resultierenden F1-Generationen wurden analysiert, 

ebenso wurde die Fertilität ermittelt. Die Ergebnisse der RNAi-vermittelten Herunterregula-

tionen sind in Tabelle 10 aufgelistet. Exemplarisch werden die Ergebnisse für pk gezeigt, ein 

Teil der restlichen Kreuzungen befi ndet sich im Anhang (Abb. A22-A23).

Tabelle 10: Übersicht muskelspezifi scher knock-downs von PCP Kernmodul-Komponen-
ten

Kreuzung Muskulatur und Morphologie adulter Reproduk-
tionsorgane Fertilität

Mef2>>Dcr-2;Vang-
RNAi v7376**

Mu – DE: z.T. Löcher; Rest wt
Mo – wt 100 %

Mef2>>Dcr-2;pk-
RNAi v101480*

Mu – TE, DE: misorientierte Muskeln, Löcher; PG: 
misorientierte Muskeln; Rest wt
Mo – wt

n.d.1

Mef2>>Dcr-2;; dgo-
RNAi BL35040

Mu – wt
Mo – wt 100 %

Mef2>>Dcr-2;dgo-
RNAi v108410

Mu – TE: z.T. Löcher, Rest wt
Mo – wt n.d.1

Mu = Muskeln; Mo = Morphologie; TE = Testis; VS = Seminal Vesicle; DE = Ductus ejaculatus; PG = Parago-
nium; SP = Spermienpumpe; wt = wildtypisch; n.d. = nicht durchgeführt; 1 pharat letal; * = wird näher charak-
terisiert; ** = Bildtafel im Anhang

Abbildung 18: Starry night ist in Testes-relevanten Myoblasten detektierbar. Immunfl uoreszenz Analysen 
an Genitalscheiben. Myoblasten sowie naszierende Myobtuben sind durch Mef2>>mCD8-GFP markiert, die 
Zellkerne werden durch Hoechst angefärbt. Der Antikörper detektiert Stan im Cytoplasma von Myoblasten 
auf auswachsenden Seminal Vesicles (vs) 30 h APF (A-B‘‘). Auch im darunterliegenden Epithel lässt sich Stan 
nachweisen (B). A stellt die Aufsicht auf das auswachsende Seminal Vesicle dar, B die Schnittebene. Kästen 
kenn zeichnen vergrößerte Bereiche. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabs-
balken: 20 μm.
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Der muskelspezifi sche knock-down von pk mithilfe von Mef2>>Dcr-2 resultierte in 

morphologisch wildtypischen Testes (Abb. 19 A). Allerdings wies die Testismuskulatur in der 

Hubregion einige Löcher (Abb. 19 B, Pfeil) und viele misorientierte Muskeln auf (Abb. 19 

B, Pfeilkopf ). Die Muskulatur der Seminal Vesicles erschien wildtypisch (Abb. 19 C), die 

Muskeln des Ductus ejaculatus hingegen off enbarten Löcher in der Muskelschicht (Abb. 19 

D). Einige misorientierte Muskeln waren ebenfalls im Ductus ejaculatus (Abb. 19 D) sowie 

in den Paragonien zu sehen (Abb. 19 E). Die Muskeln der Spermienpumpe waren mit dem 

Wildtyp vergleichbar (Abb. 19 F). Die Fertilität dieser Tiere war nicht vermindert (100%, 

Tab. 10, Abb. A24). 

Insgesamt deuten die Ergebnisse der RNAi-Experimente nicht darauf hin, dass das 

PCP Kernmodul an der Migration der Testes-Myotuben beteiligt ist.

4.5 Analyse der Focal adhesion kinase bezüglich einer Relevanz in der Migration von 
Testes-Myotuben

4.5.1 Die Kinase Fak ist in naszierenden Testes-Myotuben transkribiert

Der GFP-Trap von Fak zeigte eine ubiquitäre Expression auf Genitalscheiben 30 h APF 

(siehe Tab. A1). Da Fak in Mäusen kollektive Zellmigration kontrollieren kann (Serrels et al., 

2011), wurde die Kinase dennoch weiter untersucht. Um herauszufi nden, ob Fak in Myoblas-

Abbildung 19: Die Herunterregulation von prickle in Muskeln ruft Defekte in der Testismuskulatur her-
vor. Analyse von adulten Mef2>>Dcr-2;pk-RNAi exprimierenden adulten Reproduktionssystemen. Phalloidin 
färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Der Testis ist morphologisch normal (A). Die Testismuskulatur 
weist Löcher (Pfeil) sowie misorientierte Muskeln (Pfeilkopf ) auf (B). Die Muskeln der Seminal Vesicles sind 
wildtypisch (C), der Ductus ejaculatus weist Löcher in der Muskulatur auf (D). Misorientierte Muskeln sind 
im Ductus ejaculatus (D) sowie den Paragonien (E) zu fi nden. Die Spermienpumpe besitzt wildtypische Mus-
keln (F). Sternchen markieren die Hubregionen, gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. 
Maßstabsbalken: 20 μm.
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ten auf der Genitalscheibe transkribiert wird, wurden RT-PCRs durchgeführt. Hierzu wurde 

Gesamt-RNA aus dem Gesamt-Pool der Myoblasten von Genitalscheiben unterschiedlicher 

Entwicklungszeitpunkte eingesetzt. Für die Überprüfung wurden zwei Primer paare verwen-

det, wobei das eine alle Isoformen von Fak detektierte und das andere nur Isoform B. Die 

Ergebnisse für beide Primerpaare waren identisch, Transkripte von Fak ließen sich zwischen 

8 h APF und 30 h APF in Myoblasten und Myotuben nachweisen (Tab. 11).

Tabelle 11: Übersicht der RT-PCRs von Fak

Gen 8 h APF 16 h APF 24 h APF 26 h APF 30 h APF
Fak, alle Isoformen + + + + +
Fak, Isoform B + + + + +
alpha-tubulin (pos.) + + + + +
tpl94D (neg.) - - - - -

+ = Transkript da; - = Transkript nicht da; pos. = Positivkontrolle; neg. = Negativkontrolle

Um die Transkriptverteilung zu analysieren sowie herauszufi nden, ob Fak auch in 

naszierenden Myotuben transkribiert wird, die bereits auf die Testes gewandert sind, wur-

den in situ Hybridisierungen an Genitalscheiben und Testes 30 h APF sowie Testes 40 h 

APF durchgeführt. Im vorderen Teil einer Genitalscheibe 30 h APF detektierte die antisense-

Sonde Transkripte (Abb. 20 A), welche deutlich in Myoblasten auf auswachsenden Seminal 

Vesicles zu sehen waren (Abb. 20 A‘, Pfeil).
Abbildung 20: Transkripte von 
Fak lassen sich in naszierenden 
Testes-Myotuben detektieren. 
in situ Hybridisierungen an 
wildtypischen Genitalscheiben 
und Testes mithilfe einer Fak 
antisense-Sonde. Der vordere 
Teil einer Genitalscheibe 30  h 
APF weist Signale auf (A), die in 
Myoblasten auf auswachsenden 
Seminal Vesicles (vs) lokalisieren 
(Pfeil) (A‘). In der Testishülle bei 
30 h APF (B, B‘) und 40 h APF 
(C, C‘) sind Fak Transkripte de-
tektierbar. In beiden Fällen sind 
die Signale im Cytoplasma der 
naszierenden Myotuben (Pfeile) 
(B‘, C‘), die Zellkerne (Nuklei, 
N) bleiben frei. Sternchen marki-
eren die Hubregionen, Kästen 
kennzeichnen vergrößerte Be-
reiche. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Auf pupalen Testes 30 h APF wurden am basalen Ende Transkripte in der Hülle de-

tektiert (Abb. 20 B). Die Vergrößerung zeigte diese Transkripte im Cytoplasma naszierender 

Myotuben (Abb. 20 B‘, Pfeil). Bei 40 h APF konnte mRNA in einem großen Teil der Tes-

tishülle detektiert werden (Abb. 20 C), nur die Hubregion blieb frei (Abb. 20 C, Sternchen). 

Ebenso wie bei 30 h APF waren die Transkripte im Cytoplasma der naszierenden Myotuben 

auf dem Testis angereichert (Abb. 20 C‘, Pfeil).

Die Ergebnisse der RT-PCRs sowie der in situ Hybridisierungen implizieren, dass Fak 

in Testes-relevanten Myoblasten auf der Genitalscheibe transkribiert wird. Der Nachweis von 

Transkripten in Myoblasten und Myotuben von 8 h APF bis mindestens 40 h APF deu-

tet darauf hin, dass Fak während der Migration der naszierenden Myotuben auf den Testis 

exprimiert wird. Weitere Analysen bezogen sich dementsprechend auf die putative Rolle von 

Fak während dieses Migrationsprozesses.

4.5.2 Die Reduktion von Fak in der Testishülle stört nicht die Migration von Tes-
tes-Myotuben

Um zu analysieren, ob Fak eine Rolle während der Migration von Testes-Myotuben 

spielt, wurde ein RNAi-vermittelter knock-down mit der Treiberlinie C855a-Gal4 durch-

geführt. Tiere der resultierenden F1-Generation waren größtenteils pharat letal, wobei je-

doch ca. 10% aus den Puppenhüllen schlüpfen konnten. Aus beiden Gruppen wurden adulte 

Testes herauspräpariert und analysiert. Die Morphologie der Testes war nahezu wildtypisch 

(Abb. 21 A), die mittels Phalloidin und Hoechst angefärbte Muskelschicht wies keine De-

fekte auf (Abb. 21 A‘).

Die Fertilität der geschlüpften Männchen, in denen Fak mithilfe von C855a-Gal4 

herunterreguliert war, war nicht vermindert gegenüber den Kontrollen (100%, Abb. A25). 

Die Herunterregulation von Fak in der Testishülle deutet nicht darauf hin, dass Fak bei der 

Migration naszierender Myotuben auf die Testes eine Rolle spielt.

Abbildung 21: Der knock-down von Fak in der Testishülle führt nicht zu Defekten. Analyse von adulten 
C855a>>Fak-RNAi exprimierenden Testes. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Die Mor-
phologie (A) sowie die glatte Muskelschicht der Testes (A‘) erinnert an den Wildtyp. Das Sternchen markiert 
die Hubregion, der Kasten kennzeichnet den vergrößerten Bereich. Gestrichelte Linien geben die ungefähre 
Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Um herausfi nden zu können, ob Fak doch eine Funktion in naszierenden Testes-Myo-

tuben während der Wanderung einnimmt, sollte die vorhandene Fak-RNAi-Linie mit Mef2-

Gal4 oder einer Testismuskel-spezifi schen Treiberlinie getrieben und auf Defekte hin unter-

sucht werden. Mithilfe eines spezifi schen Antikörpers (Nagaosa et al., 2011) könnte zudem 

die endogene Expression von Fak bestimmt werden sowie die Funktionalität der RNAi-Linie 

überprüft werden. Erst diese Analysen würden zuverlässige Aussagen über eine Beteiligung 

von Fak an der Migration der Testes-Myotuben zulassen.

4.6 Untersuchungen des MAP Kinase-Weges bezüglich der Migration von Tes-
tes-Myotuben

Signalwege, die von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs) abhängen, wie beispielsweise 

der FGF oder der EGF Signalweg, sind an vielen Migrationsprozessen beteiligt (Huang et 

al., 2004; Muha and Müller, 2013). Daher wären diese Signalwege potentielle Kandidaten 

für die Migration der naszierenden Testes-Myotuben. RTKs können bei Aktivierung MAPK 

Kaskaden ansteuern, wobei drei Gruppen von MAPKs unterschieden werden: die MAPK 

Erk, p38 und JNK (Huang et al., 2004; Johnson und Lapadat, 2002).

4.6.1 Der MAP Kinase-Weg ist in naszierenden Testes-Myotuben während der Migra-
tion aktiviert

Um zu untersuchen, ob RTK Signalwege in Testes-Myotuben aktiviert sind, wurden 

Immunfl uoreszenz Analysen mithilfe eines Antikörpers gegen die phosphorylierte Form der 

MAPK Erk (aktivierte MAPK) durchgeführt. Dieser Antikörper wird häufi g genutzt, um 

die Aktivierung von RTK Signalwegen zu detektieren (Gabay et al., 1997; Lyulcheva et al., 

2008). Auf Mef2>>mCD8-GFP exprimierenden Genitalscheiben bei 30 h APF detektierte 

der Antikörper aktivierte MAPK Erk in Testes-relevanten Myoblasten auf dem auswachsend-

en Seminal Vesicle (Abb. 22 A-A‘‘).

Abbildung 22: Aktivierte MAPK Erk ist in Testes-relevanten Myoblasten und naszierenden Myotuben 
nachweisbar. Immunfl uoreszenz Analysen an Genitalscheiben und pupalen Testes. Myoblasten sowie naszier-
ende Myotuben sind durch Mef2>>mCD8-GFP markiert, die Zellkerne werden durch Hoechst angefärbt. Der 
Antikörper detektiert aktivierte MAPK Erl im Cytoplasma von Myoblasten auf auswachsenden Seminal Vesicles 
(vs) 30 h APF (A-A‘‘). Im darunterliegenden Epithel (Pfeil) lässt sich keine aktivierte MAPK nachweisen (A). 
Auf pupalen Testes 30 h APF ist aktivierte MAPK Erk ebenfalls im Cytoplasma naszierender Myotuben detek-
tierbar (B-B‘‘). Kästen kennzeichnen vergrößerte Bereiche. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform 
wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Das Signal war am stärksten in den außen liegenden Myoblasten (Abb. 22 A-A‘‘), das 

darunterliegende Epithel wies keine aktivierte MAPK auf (Abb. 22 A, Pfeil). In naszierenden 

Myotuben auf Testes bei 30 h APF konnte ebenfalls aktivierte MAPK Erk im Cytoplasma 

detektiert werden (Abb. 22 B-B‘‘).

Die Immunfl uoreszenz Analysen geben Hinweise darauf, dass der Erk-MAPK-Weg 

und somit eine RTK Signalkette in naszierenden Myotuben während der Migration auf die 

Testes aktiviert ist.

4.6.2 Die MAPKKKK Misshapen ist essentiell für die korrekte Migration der Tes tes-
Myotuben

Die Proteinkinase Misshapen (Msn) besitzt MAPKKKK Aktivität und beeinfl usst die 

Migration von Follikelzellen in Ovarien von Drosophila (Lewellyn et al., 2013). Daher wurde 

Msn bezüglich einer Relevanz in der Myotuben-Migration untersucht. Um herauszufi nden, 

ob msn in Myoblasten auf der Genitalscheibe transkribiert wird, wurden RT-PCRs an Ge-

samt-RNA aus Genitalscheiben-Myoblasten durchgeführt. Transkripte von msn ließen sich 

zwischen 8 h APF und 30 h APF in den Myoblasten nachweisen (Tab. 12).

Tabelle 12: Übersicht der RT-PCRs von msn

Gen 8 h APF 16 h APF 24 h APF 26 h APF 30 h APF
misshapen + + + + +
alpha-tubulin (pos.) + + + + +
tpl94D (neg.) - - - - -

+ = Transkript da; - = Transkript nicht da; pos. = Positivkontrolle; neg. = Negativkontrolle

Für funktionelle Analysen wurde msn RNAi-vermittelt herunterreguliert. Hierzu 

wurden die Treiberlinien Mef2-Gal4 und UAS-Dcr-2;;Mef2-Gal4 verwendet. Die adulten 

Reproduktionsorgane der resultierenden F1-Generationen wurden analysiert, ebenso wurde 

die Fertilität ermittelt. Die Ergebnisse der muskelspezifi schen msn-knock-downs sind in Ta-

belle 13 aufgelistet.

Tabelle 13: Übersicht der RNAi-vermittelten Herunterregulation von msn

Kreuzung Muskulatur und Morphologie adulter Reproduk-
tionsorgane Fertilität

Mef2>>msn-RNAi 
BL28791

Mu – variabel, TE: z.T. keine glatte Muskulatur, 
nur vereinzelt gestreifte Muskeln, z.T. misorientierte 
Muskeln, keine Muskeln in der Hubregion; DE: z.T. 
Löcher; Rest wt
Mo – variabel, TE: z.T. klein, rund, aber verbunden 
zum Seminal Vesicle, z.T. elongiert mit stark ver-
dickter Testispitze; Rest wt

17 %
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Mef2>>Dcr-2;;msn-
RNAi BL28791

Mu – variabel, TE: z.T. keine glatte Muskulatur, 
nur vereinzelt gestreifte Muskeln, z.T. misorientierte 
Muskeln, keine Muskeln in der Hubregion; Rest wt
Mo – TE: stark verdickte Testisspitze, viele weitere 
Verdickungen, nicht richtig aufgerollt

100 %

Mef2>>msn-RNAi 
v101517*

Mu – TE: misorientierte Muskeln, keine Muskeln 
in der Hubregion; PG: z.T. misorientierte Muskeln; 
SP: Muskeln z.T. kürzer, gestörte Form; Rest wt
Mo – TE: verdickte Testisspitze, viele weitere Ver-
dickungen, nicht richtig aufgerollt; Rest wt

50 %

Mef2>>Dcr-2;msn-
RNAi v101517**

Mu – TE: misorientierte Muskeln, keine Muskeln 
in der Hubregion; SP: falsch angeordneter Muskel; 
Rest wt
Mo – TE: z.T. stark verdickte Testisspitze, viele 
weitere Verdickungen, nicht richtig aufgerollt; SP: 
verdickt; Rest wt

65 %

Mu = Muskeln; Mo = Morphologie; TE = Testis; VS = Seminal Vesicle; DE = Ductus ejaculatus; PG = Parago-
nium; SP = Spermienpumpe; wt = wildytpisch; * = wird näher charakterisiert; ** = Bildtafel im Anhang

Die muskelspezifi sche Herunterregulation von msn mithilfe der Treiberlinie Mef2-

Gal4 führte zu morphologischen Defekten der Testes. Die Testes waren nicht richtig gerollt, 

sondern wiesen nur etwa eine Umdrehung auf, die Testisspitze war stark verdickt (Abb. 23 

A). Die Hubregion war nicht von Muskeln bedeckt (Abb. 23 A‘, Pfeilkopf ), übereinander-

liegende, misorientierte Muskeln waren entlang des gesamten Testisschlauches erkennbar 

(Abb. 23 B, Pfeil). Die Muskelschichten um die Seminal Vesicles (Abb. 23 C) sowie den 

Ductus ejaculatus (Abb. 23 D) erschienen wildtypisch, die Paragonien wiesen einige mis-

orientierte Muskeln auf (Abb. 23 E, Pfeil). Die Muskeln der Spermienpumpe waren teilweise 

kürzer und wiesen Verkrümmungen auf (Abb. 23 F). Männliche Tiere dieses Genotyps waren 

vermindert fertil (50%, Tab. 13, Abb. A28). Pupale Testes bei 40 h APF wiesen nach Herun-

terregulation von msn mCD8-GFP-positive naszierende Myotuben auf, doch die Form der 

Zellen war im Gegensatz zur wildtypischen Situation gestört (Abb. 23 G-H). Mit der Treiber-

linie UAS-Dcr-2;;Mef2-Gal4 konnten vergleichbare, wenn auch leicht verstärkte Defekte der 

adulten Reproduktionstrakt-Muskulatur festgestellt werden (Abb. A26-A27).

Zur weiteren Charakterisierung dieses Phänotyps wurden Immunfl uoreszenz An-

alysen an Genitalscheiben sowie adulten Testes nach muskelspezifi schem msn-knock-down 

durchgeführt. Um zu untersuchen, ob die starken Defekte der Testismuskulatur durch eine 

veränderte Diff erenzierung in FC- und FCM-artige Zellen zustande kam, wurde die Präsenz 

des spezifi sch in FC-artigen Myoblasten exprimierten IgSF-Moleküls Duf untersucht. Auf 

auswachsenden Mef2>>mDC8-GFP,msn-RNAi exprimierenden Seminal Vesicles 24 h APF 

war Duf wie im Wildtyp in FC-artigen Myoblasten exprimiert (Abb. 24 A-A‘‘).
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Zur Überprüfung des Status des Erk-MAPK-Weges wurden Genitalscheiben bei 30 h 

APF untersucht. Der Antikörper gegen aktivierte MAPK Erk detektierte ein Signal in außen-

liegenden Myotuben obwohl msn herunterreguliert war (Abb. 24 B-B‘‘). Da die muskels-

pezifi sche Herunterregulation von msn zu stark misorientierten und übereinanderliegenden 

Testis-Muskeln geführt hatte, wurde die Adhäsion zwischen einzelnen Myotuben betrachtet. 

Hierzu wurde Cadherin-N (CadN) mithilfe eines Antikörpers analysiert, der im Wildtyp 

die Muskelgrenzen im Testis markiert (Abb. 24 C-C‘‘). In der msn-knock-down-Situation 

war die CadN Expression erheblich vermindert, nur einzelne CadN-positive Punkte waren 

sichtbar (Abb. 24 D-D‘‘). 

Die RNAi- und Immunfl uoreszenz Analysen bezüglich der MAPK Erk und der 

 MAPKKKK Msn deuten darauf hin, dass der Erk-MAPK- und somit ein RTK-Signalweg 

während der Migration von naszierenden Myotuben auf den Testes aktiviert ist.

Abbildung 23: Muskelspezifi scher knock-down von misshapen resultiert in starken Defekten der Testis-
muskulatur. Analyse von adulten Mef2>>msn-RNAi exprimierenden Reproduktionssystemen sowie pupalen 
Testes. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Die Testes sind an der Spitze stark vergrößert 
und nicht richtig aufgerollt (A). Die Hubregion weist keine Muskeln auf (Pfeilkopf ) (A‘), die gesamte Testis-
muskulatur beinhaltet misorientierte Muskeln (Pfeil) (B). Die Muskeln der Seminal Vesicles (C) sowie des Duc-
tus ejaculatus (D) erscheinen wildtypisch, die Paragonien weisen teilweise misorientierte Muskeln auf (Pfeil) 
(E). Die Muskeln der Spermienpumpe sind kürzer und nicht richtig geformt (F). Im Vergleich zu wildtypischen 
Testes (G) weisen Testes mit muskelspezifi sch herunterreguliertem msn bei 40 h APF verformte naszierende 
Myotuben auf (H). Das Sternchen markiert die Hubregion, der Kasten kennzeichnet den vergrößerten Bereich. 
Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Hierbei ist die Kinase Msn essentiell für eine effi  ziente Migration naszierender Myo-

tuben auf dem Testis in Richtung Spitze sowie für die richtige Organisation der Testes-Myo-

tuben.

4.7 Analysen des FGF Signalweges hinsichtlich einer Relevanz in der Migration von 
Testes-Myotuben

4.7.1 Der FGF Signalweg ist während der Migration von Testes-Myotuben aktiviert

Um herauszufi nden, welcher RTK-Signalweg in naszierenden Myotuben aktiv ist und 

somit die Migration der Testes-Myotuben steuern könnte, wurde zunächst der FGF Signalweg 

mithilfe von Immunfl uoreszenz Analysen untersucht. Mithilfe eines spezifi schen Antikörpers 

(Vincent et al., 1998) wurde das intrazelluläre Adapterprotein Stumps in Mef2>>mCD8-

GFP exprimierenden Genitalscheiben und Testes analysiert. Auf auswachsenden Seminal 

Vesicles 24 h APF konnte Stumps im Cytoplasma der inneren Myoblastenschicht detektiert 

werden, den sogenannten FC-artigen Myoblasten (Abb. 25 A-A‘‘). Bei 30 h APF lokalisierte 

Stumps im Cytoplasma der naszierenden Myotuben auf auswachsenden Seminal Vesicles 

(Abb. 25 B-B‘‘) sowie auf pupalen Testes (Abb. 25 C-C‘‘). Zusätzlich co-lokalisierte Stumps 

mit der aktivierten MAPK Erk bei 30 h APF in naszierenden Myotuben auf auswachsenden 

Seminal Vesicles (Abb. 25 D-D‘‘) und Testes (Abb. 25 E-E‘‘).

Abbildung 24: Der muskelspezifi sche misshapen-knock-down verändert die Expression von Cadherin-N. 
Immunfl uoreszenz Analysen an Mef2>>msn-RNAi exprimierenden Genitalscheiben sowie adulten Testes. Auf 
Genitalscheiben sind Myoblasten sowie naszierende Myobtuben durch mCD8-GFP markiert. Die Zellkerne 
werden durch Hoechst angefärbt, Phalloidin färbt F-Aktin in der Testismukulatur. Nach muskelspezifi scher 
msn-Herunterregulation detektiert der Duf-Antikörper das Protein in FC-artigen Myoblasten auf auswach-
senden Seminal Vesicles (vs) 24 h APF (A-A‘‘). Auf auswachsenden Seminal Vesicles 30 h APF ist aktivierte 
MAPK in außenliegenden Myotuben sichtbar (B-B‘‘). CadN, das in wildtypischen Testes die Membranen der 
Testismuskeln markiert (C-C‘‘), ist nach msn-Herunterregulation nur in vereinzelten Punkten sichtbar (D-
D‘‘). Kästen kennzeichnen vergrößerte Bereiche. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. 
Maßstabsbalken: 20 μm.
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Die Immunfl uoreszenz Analysen deuten darauf hin, dass der FGF Signalweg in naszie-

renden Myotuben während der Migration bei ca. 30 h APF aktiviert ist.

4.7.2 Die Heartless-abhängige FGF Signalkette ist wesentlich für die Migration naszie-
render Myotuben

Um Hinweise auf den Einfl uss des FGF Signalweges während des Migrationsprozesses 

zu erhalten, wurden funktionelle Analysen mithilfe von RNAi-vermittelter Herunterregu-

lation verschiedener FGF Komponenten durchgeführt. Hierzu wurden die Treiberlinien 

Mef2-Gal4 sowie UAS-Dcr2;;Mef2-Gal4 verwendet. In den resultierenden F1-Generationen 

wurden die männlichen Reproduktionsorgane analysiert, ebenfalls wurde die Fertilität unter-

sucht. Die Ergebnisse der RNAi-Analysen sind in Tabelle 14 und Abbildung A35 aufgeführt. 

Exemplarisch werden hier die muskelspezifi schen Herunterregulationen von heartless (htl) 

und stumps charakterisiert. Ein Teil der Ergebnisse der restlichen Kreuzungen ist im Anhang 

abgebildet (Abb. A29-A34).

Abbildung 25: Stumps und aktivierte MAPK Erk co-lokalisieren in naszierenden Testes-Myotuben. Im-
munfl uoreszenz Analysen an Genitalscheiben und pupalen Testes. Myoblasten sowie naszierende Myotuben 
sind durch Mef2>>mCD8-GFP markiert, die Zellkerne werden durch Hoechst angefärbt. Der Antikörper de-
tektiert Stumps im Cytoplasma von FC-artigen Myoblasten auf auswachsenden Seminal Vesicles (vs) 24  h 
APF (A-A‘‘). Bei 30 h APF ist Stumps in naszierenden Myotuben auf Genitalscheiben (B-B‘‘) und pupalen 
Testes (C-C‘‘) detektierbar. Stumps und aktivierte MAPK Erk co-lokalisieren in naszierenden Myotuben auf 
Genitalscheiben (D-D‘‘) sowie pupalen Testes (E-E‘‘) bei 30 h APF. Kästen kennzeichnen vergrößerte Bereiche. 
Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Tabelle 14: Übersicht RNAi-vermittelter Herunterregulationen einiger FGF Komponenten

Kreuzung Muskulatur und Morphologie adulter Reproduk-
tionsorgane Fertilität

Mef2>>pyr-RNAi 
v36523**

Mu – TE: Hubregion frei von Muskeln; VS: Mus-
keln vernetzt; Rest wt
Mo – TE: klein und kurz, stark vergrößerte Spitze; 
Rest wt

n.d.1

Mef2>>Dcr-2;;ths-
RNAi v24536**

Mu – wt
Mo – wt 97 %

Mef2>>Dcr-2;;ths-
RNAi v102441

Mu – wt
Mo – wt 78 %

Mef2>>Dcr-2;;htl-
RNAi BL35024**

Mu – TE: keine Muskeln in der Hubregion; Rest wt
Mo – TE: stark verdickte Testisspitze; Rest wt 21 %

Mef2>>htl-RNAi 
v6692*

Mu – TE: keine Muskeln; VS, DE: evtl. vereinzelte 
Muskeln; PG: wenige misorientiere Muskeln; SP: 
keine Muskeln
Mo – TE: klein und rund, keine Verbindung zum 
Seminal Vesicle; Rest klein und deformiert

n.d.1

Mef2>>Dcr-2;;bnl-
RNAi BL34572**

Mu – wt
Mo – wt 97 %

Mef2>>Dcr-2;;btl-
RNAi BL40871

Mu – wt
Mo – wt 100 %

Mef2>>Dcr-2;btl-
RNAi v27106**

Mu – wt
Mo – wt 93 %

Mef2>>csw-RNAi 
v108352**

Mu – TE: Löcher, große Abstände zwischen Mus-
keln; Rest wt
Mo – wt

n.d.1

Mef2>>Dcr-2;csw-
RNAi v108352

Mu – TE: z.T. große Löcher zwischen Muskeln; Rest 
wt
Mo – wt

n.d.1

Mef2>>Dcr-2;;csw-
RNAi BL31760

Mu – wt
Mo – wt 100 %

Mef2>>stumps-
RNAi v21317*

Mu – variabel, TE: z.T. keine Muskeln, z.T. Hubre-
gion frei von Muskeln; DE, VS, PG: misorientierte, 
übereinander laufende Muskeln; SP: keine Muskeln 
erkennbar
Mo – variabel, TE: z.T. klein und rund, aber ver-
bunden zum Seminal Vesicle; Rest klein und de-
formiert

n.d.1

Mef2>>Dcr-2; 
stumps-RNAi 
v21317

Mu – variabel, TE: z.T. keine Muskeln, z.T. ver-
einzelte Muskeln sichtbar; DE, VS, PG: vereinzelte 
misorientierte Muskeln; SP: keine Muskeln erkenn-
bar
Mo – variabel, TE: z.T. klein und rund, aber ver-
bunden zum Seminal Vesicle; Rest klein und de-
formiert

n.d.1
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Mef2>>stumps-
RNAi v105603

Mu – variabel, TE: z.T. große Bereiche ohne Mus-
keln, vorhandene Muskeln stark gestört; DE, VS, 
PG: vereinzelte misorientierte Muskeln; SP: keine 
Muskeln erkennbar
Mo – variabel, TE: z.T. klein und rund, aber ver-
bunden zum Seminal Vesicle; Rest klein und de-
formiert

n.d.1

Mef2>>Dcr-2; 
stumps-RNAi 
v105603

Mu – variabel, TE: z.T. keine Muskeln, z.T. Hub-
region frei von Muskeln; DE, VS, PG: vereinzelte 
misorientierte Muskeln; SP: keine Muskeln erkenn-
bar
Mo – variabel, TE: z.T. klein und rund, aber ver-
bunden zum Seminal Vesicle; Rest klein und de-
formiert

n.d.1

Mu = Muskeln; Mo = Morphologie; TE = Testis; VS = Seminal Vesicle; DE = Ductus ejaculatus; PG = Parago-
nium; SP = Spermienpumpe; wt = wildtypisch; n.d. = nicht durchgeführt; 1 pharat letal; * = wird näher charak-
terisiert; ** = Bildtafel im Anhang

In Drosophila gibt es mit Breathless (Btl) und Htl zwei FGF-Rezeptoren (FGFRs) 

(Glazer & Shilo, 1991; Shishido et al., 1993), wobei Stumps von beiden FGFRs angesteuert 

wird. Da eine muskelspezifi sche Herunterregulation von btl nicht zu off ensichtlichen De-

fekten der Testismuskulatur führte (Abb. A33), wurde der zweite Rezeptor, Htl untersucht.

Durch die Myoblasten-spezifi sche Herunterregulation von htl wurden sehr starke De-

fekte der männlichen Reproduktionsorgane erzeugt. Die resultierenden Fliegen waren pharat 

lethal, die Testes wiesen nie eine Verbindung zum Seminal Vesicle auf und erinnerten in 

ihrer rundlichen Form an pupale Testes (Abb. 26 A). Die Testishülle wies keine Muskeln 

auf, jedoch waren Pigmentzellen sichtbar (Abb. 26 A‘, Pfeil). Die Spermatogenese schien 

jedoch normal abzulaufen in diesen Testes, da Spermienbündel kurz vor bzw. während der 

Individualisierung beobachtet werden konnten (Abb.  26 A‘, Pfeilkopf ). Die anderen Re-

produktionsorgane wiesen ebenfalls keine bzw. nur vereinzelte Muskeln auf (Tab. 14). Diese 

Phänotypen können darauf zurückzuführen sein, dass htl-herunterregulierte Genitalscheiben 

bei 24 h APF viel weniger Myoblasten aufwiesen als wildtypische Genitalscheiben (Abb. 26 

B-C, Pfeile). Auf auswachsenden Seminal Vesicles 24 h sowie 30 h APF waren ebenfalls weni-

ger Myoblasten bzw. Myotuben vorhanden als in Wildtypen (Abb. 26 D, E, im Vergleich zu 

Abb. 25 A, D). Die vorhandenen Myoblasten auf auswachsenden Seminal Vesicles 24 h APF 

exprimierten jedoch Stumps (Abb. 26 D-D‘‘), naszierende Myotuben bei 30 h APF wiesen 

außerdem aktivierte MAPK auf (Abb. 26 E-E‘‘).
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Die muskelspezifi sche stumps-Herunterregulation resultierte hauptsächlich in adulten 

Testes, die eine Verbindung zum Seminal Vesicle aufwiesen, jedoch nicht elongiert waren 

(Abb. 27 A). Die Muskeln waren nur am basalen Ende des Testis lokalisiert und wiesen Pro-

bleme in der Orientierung auf (Abb. 27 A‘). Pupale Testes 40 h APF wiesen trotz herunterregu-

liertem stumps naszierende Myotuben auf (Abb. 27 B). Auf auswachsenden Seminal Vesicles 

bei 30 h APF war aktivierte MAPK in naszierenden Myotuben detektierbar (Abb. 27 C-C‘‘). 

In adulten stumps-herunterregulierten Testismuskeln war CadN zwi schen benachbarten 

Myo tuben normal exprimiert (Abb. 27 D-D‘‘), jedoch nicht an Stellen ohne Ahäsion zwi-

schen Myotuben, wo Löcher in der Testismuskulatur entstanden (Abb. 27 D-D‘‘).

Abbildung 26: Muskelspezifi sche Herunterregulation von heartless stört die Entwicklung der Testismus-
keln. Immunfl uoreszenz Analysen an Mef2>>htl-RNAi exprimierenden Genitalscheiben sowie adulten Testes. 
Auf Genitalscheiben sind Myoblasten sowie naszierende Myobtuben durch mCD8-GFP markiert. Die Zell-
kerne werden durch Hoechst angefärbt, Phalloidin färbt F-Aktin in der Testismuskulatur. Nach muskelspezifi s-
cher htl-Herunterregulation sind adulte Testes weder mit dem Seminal Vesicle verbunden noch elongiert (A). 
Die Testishülle beinhaltet keine Muskeln, jedoch Pigmentzellen (Pfeil). Individualisierende Spermienbündel 
sind im Testis sichtbar (Pfeilkopf ) (A‘). Die Menge an Myoblasten ist im posterioren Bereich der Genitalscheibe 
(Pfeile) stark reduziert (B) im Vergleich zum Wildtyp (C). Die Herunterregulation von htl ändert die Expres-
sion von Stumps in Myoblasten bei 24 h APF jedoch nicht (D-D‘‘). Naszierende Myotuben bei 30 h APF 
weisen außerdem aktivierte MAPK auf (E-E‘‘). Das Sternchen markiert die Hubregion, Kästen kennzeichnen 
vergrößerte Bereiche. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Vergleichbar zur htl-Herunterregulation war auf einigen Genitalscheiben 24  h APF 

im hinteren Bereich die Menge an Myoblasten teilweise reduziert, wobei Duf bei 24 h APF 

normal exprimiert war (Abb. A36). Die Herunterregulation von stumps konnte mithilfe des 

Antikörpers nachgewiesen werden (Abb. A36).

Die Ergebnisse der RNAi-Analysen indizieren, dass ein Htl-abhängiger FGF Signal-

weg die Migration der naszierenden Testes-Myotuben von der Genitalscheibe auf den Testis 

steuert. Htl scheint essentiell zu sein, um den Testis mit Myotuben zu besiedeln. Auf welcher 

Ebene der Defekt einsetzt, oder ob FGF Signalketten eine multiple Rolle bei der Entwick-

lung der Testismuskulatur spielen, bleibt zu klären.

4.7.3 Ein Breathless-abhängiger FGF Signalweg beeinfl usst die Fusion Testes- 
relevanter Myoblasten

Da die Testismuskeln nach der Herunterregulation verschiedener FGF Komponenten 

teilweise nicht mehrkernig erschienen (Abb. A34), wurde die Anzahl der Zellkerne bestimmt, 

um Hinweise auf Fusionsstörungen zu erhalten. Hierzu wurden pupale Testes bei 42 h APF 

wie zuvor beschrieben (siehe 4.3.5) analysiert. Anhand der durchschnittlichen Kernzahlen 

der F1-Generation sowie der ungetriebenen RNAi wurde der Fusionsindex bestimmt.

Abbildung 27: RNAi-vermittelter stumps-knock-down behindert die Migration der Testes-Myotuben. Im-
munfl uoreszenz Analysen an Mef2>>stumps-RNAi exprimierenden Genitalscheiben und Testes. Auf Genital-
scheiben und pupalen Teses sind Myoblasten sowie naszierende Myobtuben durch mCD8-GFP markiert. Die 
Zellkerne werden durch Hoechst angefärbt, Phalloidin färbt F-Aktin in der adulten Testismuskulatur. Nach 
muskelspezifi scher stumps-Herunterregulation sind adulte Testes zwar mit dem Seminal Vesicle verbunden, je-
doch nicht elongiert (A). Einige Muskeln sind am basalen Ende des Testis zu fi nden und sind teilweise misori-
entiert (A‘). Auf pupalen Testes 40 h APF sind trotz der Herunterregulation von stumps einige naszierende Myo-
tuben zu fi nden. Naszierende Myotuben auf auswachsenden Seminal Vesicles bei 30 h APF weisen aktivierte 
MAPK auf (C-C‘‘). CadN ist zwischen benachbarten Myotuben detektierbar, jedoch nicht bei Löchern (D-D‘‘). 
Das Sternchen markiert die Hubregion, Kästen kennzeichnen vergrößerte Bereiche. Gestrichelte Linien geben 
die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Die Ergebnisse der Kernzählungen für die Komponenten Th isbe (Th s), Branchless 

(Bnl), Btl sowie Corkscrew (Csw) sind in Tabelle 15 zusammengefasst.

Schwache Fusionsdefekte traten bei der Herunterregulation von dem FGFR Btl, dessen 

Liganden Bnl sowie dem intrazellulären Protein Csw auf, nicht aber bei Th s, dem Liganden 

von Htl. Diese Ergebnisse implizieren, dass ein Btl-abhängiger FGF Signalweg die Fusion 

Testes-relevanter Myoblasten auf der Genitalscheibe beeinfl usst, evtl. durch eine Induktion 

der Fusion. Hierbei war auff ällig, dass in keinem Fall ein Fusionsdefekt mit verminderter 

Fertilität einherging (Abb. A35).

Tabelle 15: Ergebnisse der Kernzahlbestimmungen verschiedener FGF Komponenten

Kreuzung Kernzahl F1-
Generation

Kernzahl
Eff ektorlinie Fusionsindex Fi Fusionsdefekt

Mef2>>Dcr-2;ths-
RNAi v24536 2,6 2,9 0,9 kein

Mef2>>Dcr-2;bnl-
RNAi BL34572 2,1 2,9 0,72 schwach

Mef2>>Dcr-2;btl-
RNAi BL40871 2,3 3,3 0,7 schwach

Mef2>>Dcr-2;btl-
RNAi v27106 2,4 3,2 0,75 schwach

Mef2>>Dcr-2;csw-
RNAi v108352 2,3 3 0,77 schwach

Die beiden FGFRs in Drosophila tragen somit essentiell zur Bildung einer funktionel-

len mehrkernigen Testismuskulatur bei, Btl möglicherweise durch eine Induktion oder Be-

günstigung der Fusion oder durch Entstehung einer ausreichenden Zahl an Testes-relevanten 

Myoblasten, Htl durch die Regulation der Migration naszierender Myotuben auf die Testes.

4.8 In ex vivo Co-Kulturen aus Genitalscheiben und Testes kann die Migration 
naszierender Testes-Myotuben verfolgt werden

Da die Migration der naszierenden Testes-Myotuben weder von der Genitalscheibe 

auf den Testis noch auf dem Testis Richtung Testisspitze in vivo verfolgt werden kann, wurde 

im Rahmen dieser Arbeit ein Protokoll für ex vivo Co-Kulturen etabliert. Diese ex vivo Co-

Kulturen aus Genitalscheiben und pupalen Testes wurden in „live imaging“ Experimenten 

verwendet, um die Migrationsprozesse zu verfolgen. Die Co-Kulturen konnten für Genital-

scheiben sowie pupale Testes verschiedener Entwicklungsstufen eingesetzt werden. Hierbei 

wurden immer Mef2>>mCD8-GFP exprimierende Gewebe eingesetzt, um die Myoblasten 

und naszierenden Myotuben zu visualisieren.

In Kultur genommene Genitalscheiben 16  h APF wiesen auf den auswachsenden 
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Seminal Vesicles bereits Testes-relevante Myoblasten auf (Abb.  28 A). Nach vier  Stunden 

in Kultur waren die Seminal Vesicles ein Stück gewachsen und das Signal der mCD8-GFP-

positiven Myoblasten war deutlich verstärkt (Abb. 28 A‘). Acht Stunden nach dem Beginn 

der Co-Kultur waren die sich entwickelnden Seminal Vesicles noch weiter gewachsen und 

das GFP-Signal deutlich erhöht (Abb. 28 A‘‘), was auf eine Proliferation der Myoblasten ex 

vivo hinweist.

Auch bei Genitalscheiben 8 h APF konnte ein Auswachsen der Seminal Vesicles sowie 

eine starke Proliferation der Testes-relevanten Myoblasten beobachtet werden (Abb. A37).

4.8.1 Stumps wird für die Migration naszierender Myotuben auf dem Testis benötigt

Die Migration der naszierenden Myotuben von der Genitalscheibe auf die Testes 

konnte zwar in Kultur bisher nicht beobachtet werden, doch der Prozess der Migration auf 

den Testes war ex vivo zu verfolgen. Hierzu wurden Testes 40 h APF in Kultur genommen, 

die immer noch mit einem Teil der auswachsenden Seminal Vesicles verbunden waren, je-

doch nicht mit der Genitalscheibe. Zu Beginn der Aufnahmen waren ca.  60% des Testis 

mit multinukleären naszierenden Myotuben bedeckt (Abb. 29 A, Pfeilkopf ). Vier Stunden 

später hatten sich die Myotuben auf dem Testis verteilt und waren ein Stück Richtung Testis-

spitze gewandert (Abb. 29 A‘, Pfeilkopf ). Weitere fünf Stunden später bedeckten die Myo-

tuben bereits ca. 80% der sichtbaren Testisoberfl äche (Abb. 29 A‘‘, Pfeilkopf ). Während der 

neun Stunden war der Testis in der Länge gewachsen und hatte die Form etwas verändert.

Um herauszufi nden, wie dieser Migrationprozess auf pupalen Testes ablaufen würde, 

wenn stumps herunterreguliert ist, wurden Testes 40 h APF mit Myoblasten-spezifi scher Ex-

pression von mCD8-GFP sowie stumps-RNAi in Co-Kultur genommen. Diese Testes waren 

ebenfalls noch mit einem Teil des sich entwickelnden Seminal Vesicles verbunden. Naszie-

rende Myotuben bedeckten zu Beginn der Aufnahmen ca. 30% der sichtbaren Oberfl äche 

Abbildung 28: Genitalscheiben entwickeln sich ex vivo weiter. Aufnahmen aus „live imaging“ Experimenten 
einer ex vivo Co-Kultur aus Genitalscheiben und Testes. Die Myoblasten sind durch mCD8-GFP markiert. Die 
Genitalscheibe weist 16 h APF Testes-relevante Myoblasten auf den sich entwickelnden Seminal Vesicles (vs) 
auf (A). Während der achtstündigen Aufnahmen wachsen die Seminal Vesicles aus, die Myoblastenmenge auf 
der Genitalscheibe erhöht sich (A‘-A‘‘). Maßstabsbalken: 20 μm.



59

Silke Fender Ergebnisse
(Abb. 29 B, Pfeilkopf ). Vier Stunden später waren ca. 40% der Testisoberfl äche mit Myo-

tuben bedeckt (Abb. 29 B‘, Pfeilkopf ). Nach weiteren fünf Stunden war keine Migration 

der Myotuben sichtbar, weiterhin waren nicht mehr als ca. 40% des Testis mit naszierenden 

Myotuben bedeckt (Abb. 29 B‘‘, Pfeilkopf ). Während der neunstündigen „live imaging“ Ex-

perimente wuchs der Testis kaum in der Länge.

Die Analyse der muskelspezifi schen Herunterregulation von stumps mithilfe der „live 

imaging“ Experimente zeigt deutlich, dass Stumps in naszierenden Testes-Myotuben zwar 

nicht benötigt wird, um auf den Testis zu gelangen, jedoch essentiell für deren Migration in 

Richtung Testisspitze ist.

Abbildung 29: Stumps beeinfl usst die Migration der Testes-Myotuben. Aufnahmen aus „live imaging“ Ex-
perimenten einer ex vivo Co-Kultur aus Genitalscheiben und Testes 40 h APF. Naszierende Myotuben sind 
durch mCD8-GFP markiert. In der wildtypischen Situation elongiert der Testis und naszierende Myotuben 
migrieren während der neunstündigen Aufnahmen in Richtung der Testisspitze (A-A‘‘). Bei einer muskel-
spezifi schen Herunterregulation von stumps ist die Geschwindigkeit sowie zurückgelegte Distanz der migrie-
renden naszierenden Myotuben sichtbar reduziert (B-B‘‘). Pfeilköpfe kennzeichnen die Front der migrierenden 
Myotuben, Sternchen markieren die Hubregionen. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. 
Maßstabsbalken: 20 μm.
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5. Diskussion

5.1 GFP-Enhancertraps sind nur bedingt einsetzbar, um die Migration naszierender 
Myotuben zu untersuchen

Mithilfe von GFP-Traps wurde der fz2 Enhancertrap als vielversprechend identifi ziert. 

Das Expressionsmuster ist jedoch breiter als die endogene Expression. Dies könnte durch 

eine zweite Enhancertrap Insertion auf dem Chromosom zustande kommen. Außerdem war 

GFP ausschließlich in Zellkernen zu detektieren (Abb. 9), was ein Artefakt sein könnte. 

Wie bereits in früheren Studien gezeigt, kann GFP im Zellkern mislokalisieren (Seibel et al., 

2007). Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse deuten insgesamt darauf hin, dass einige 

der hier untersuchten GFP-Traps oder Enhancertraps geeignet waren, um Gene sowie Sig-

nalwege zu identifi zieren, die an der Migration der Testes-Myotuben beteiligt sein könnten.

5.2 Es muss weiter nach geeigneten Treiberlinien für die Migration naszierender 
Testes-Myotuben gesucht werden

Da Mef2-Gal4 den Nachteil hat, die Expression in allen Myoblasten auf der Genital-

scheibe zu treiben (Kuckwa et al., 2016), wurde nach einer spezifi sch in Testes-relevanten 

Myoblasten treibenden Gal4-Treiberlinie gesucht. Weiterhin wären Treiberlinien wünschens-

wert, mit deren Hilfe die Quelle der Liganden indentifi ziert werden kann. Da unter den zwölf 

getesteten Gal4-Treiberlinien keine war, die eine spezifi sche Expression in Testes-relevanten 

Myoblasten aufwies (Tab. A2), wurden für die funktionellen Analysen mittels RNAi-vermit-

teltem knock-down die Treiberlinien Mef2-Gal4 bzw. UAS-Dcr-2;;Mef2-Gal4 verwendet.

In Zukunft könnte sich das Gen Sox100B als geeigneter Kandidat für die Expres-

sion in Pigmentzellen anbieten. Sox100B ist bereits in Embryonen in Pigmentzell-Vorläu-

fern exprimiert, die Expression bleibt in den folgenden Entwicklungsstadien durchgehend 

in Pigmentzellen erhalten (Nunda et al., 2009). Mithilfe von Sox100B-Gal4 könnte man 

möglicherweise Liganden herunterregulieren, die in die Migration von Testes-Myotuben 

invol vierte Signalwege aktivieren. Wenn beispielsweise die Herunterregulation von DWnt2 

mithilfe von Sox100B-Gal4 einen vergleichbaren Phänotyp produzieren sollte wie muskel-

spezifi sch herunterreguliertes fz2, ann man daraus ableiten, dass die Pigmentzellen DWnt2 

sekretieren und damit die Migration der Testes-Myotuben regulieren.

Andere praktische Treiberlinien wären solche, die im Epithel der sich entwickelnden 

Seminal Vesicles oder im terminalen Epithel pupaler Testes die Expression treiben, da auch 

diese Zellen relevante Liganden exprimieren könnten. Fasciclin 3 (Fas3) ist bisher das einzig 

bekannte Protein, das spezifi sch im Epithel der auswachsenden Seminal Vesicles exprimiert 
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wird (Daten nicht gezeigt). Da der Bedarf an neuen, spezifi schen Treiberlinien groß ist, sollte 

in zukünftigen Arbeiten weiter nach passenden Proteinen gesucht werden.

5.3 Der kanonische Wnt Signalweg ist an Zellmigrationsprozessen beteiligt

Vorherige Studien zeigten, dass DWnt2 die Determination von Pigmentzellen auf pu-

palen Testes beeinfl usst und ein Verlust von DWnt2 die Besiedlung der Testes mit Muskeln  

stört (Kozopas et al., 1998). Diese geringe Anzahl an Testismuskeln könnte allerdings auch 

aus einer fehlerhaften Migration der Pigmentzellen hervorgehen. Da die Publikation viele 

Fragen bezüglich einer Funktion von DWnt2 bzw. dem kanonischen Wnt Signalweg of-

fenließ und der kanonische Wnt Signalweg unter anderem auch in der Zellmigration der 

Seitenlinienanlage im Zebrafi sch eine wichtige Rolle spielt (Aman und Piotrowski, 2008), 

wurde der Signalweg im Rahmen dieser Arbeit auf eine mögliche Beteiligung an der Migra-

tion naszierender Testes-Myotuben untersucht.

5.3.1 Die Komponenten des kanonischen Wnt Signalweges werden vermutlich in 
Testes- relevanten Myoblasten transkribiert

Transkripte der Komponenten des kanonischen Wnt Signalweges konnten in Myoblas-

ten der Genitalscheibe nachgewiesen werden (Tab. 1). Hierbei ist allerdings zu beachten, dass 

die verwendete RNA aus allen Myoblasten der Genitalscheibe stammt, und nicht spezifi sch 

aus Testes-relevanten Myoblasten. Die untersuchten Komponenten müssen demnach nicht 

oder nicht nur in Testes-relevanten Myoblasten transkribiert werden. Die Transkription in 

Myoblasten über einen Zeitraum von 22 Stunden deutet darauf hin, dass die entsprechenden 

Proteine in den Myoblasten exprimiert werden. Eine Aussage zur zeitlichen und räumlichen 

Expression kann mithilfe spezifi scher Antikörper oder in situ Hybridisierungen gewonnen 

werden. Daher wurde die Transkription der Rezeptoren Fz2 und Fz3, des Co-Rezeptors Arr, 

sowie der Komponenten Arm und Pan zusätzlich mithilfe von in situ Hybridisierungen un-

tersucht. Mithilfe der in situ Hybridisierungen konnten fz2 Transkripte in Myoblasten auf 

auswachsenden Seminal Vesicles 30 h APF detektiert werden, allerdings auch in Epithelien 

der Genitalscheibe sowie im terminalen Epithel der pupalen Testes (Abb. 10). Die Detektion 

der Transkripte im terminalen Epithel könnte darauf hindeuten, dass die Expression des fz2 

Enhancertraps im terminalen Epithel (Abb. 9) nicht artifi ziell war, der Fz2 Antikörper de-

tektierte hier zwar kein Protein, das könnte allerdings auch daran liegen, dass der Antikörper 

nicht tief genug in den Testis eindringen konnte (Abb. 12). Jedoch würde eine Expression des 

Fz2 Rezeptors im terminalen Epithel im Testis auf eine andere Funktion als die Migration der 

Testes-Myotuben hindeuten.
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Da die in situ Hybridisierung von arr mit beiden Sonden Signale im Cytoplasma der 

männlichen Keimzellen erbrachte und für pan und fz3 keine bzw. widersprüchliche Ergeb-

nisse erzielt wurden, sollten die Ergebnisse von in situ Hybridisierungen auf Genitalscheiben 

und pupalen Testes mithilfe anderer Methoden verifi ziert werden.

Die Transkriptionsanalysen könnten dennoch darauf hindeuten, dass die Komponen-

ten des kanonischen Wnt Signalweges in naszierenden Testes-Myotuben während der Migra-

tion von der Genitalscheibe auf die Testes transkribiert werden.

5.3.2 Der kanonische Wnt Signalweg wird in Testes-relevanten Myoblasten oder 
 Testes-Myotuben aktiviert

Transkripte der Gene nemo, naked cuticle und engrailed waren in Myoblasten detek-

tierbar, während Notum keine Transkription aufwies (Tab. 2). Diese vier Gene sind bekannte 

Zielgene des kanonischen Wnt Signalweges, sie werden durch eine Aktivierung des Wnt 

Signalweges transkriptionell hochreguliert (Giráldez et al., 2002; Hooper, 1994; Zeng et al., 

2000; Zeng & Verheyen, 2004). Transkripte von nemo und naked cuticle konnten außerdem 

in naszierenden Myotuben auf pupalen Testes bei 30 h APF nachgewiesen werden (Abb. 11).

Die Transkripte von nemo, naked cuticle und engrailed deuten darauf hin, dass in Tes-

tes-relevanten Myoblasten auf der Genitalscheibe der kanonische Wnt Signalweg aktiviert 

und somit die Transkription dieser Gene induziert wurde. Hierbei ist zu beachten, dass so-

wohl Nemo als auch Naked cuticle wiederum als Antagonisten des Wnt Signalweges agie ren 

(Rousset et al., 2001; Zeng & Verheyen, 2004). Die Kinase Nemo phosphoryliert vermutlich 

Arm oder Pan und inhibiert damit den Wnt Signalweg, wird selbst aber nur durch ein sehr 

starkes Wnt Signal aktiviert (Mirkovic et al., 2011; Zeng & Verheyen, 2004). Naked cuticle 

inhibiert den Wnt Signalweg durch eine Interaktion mit Dishevelled (Rousset et al., 2001).

Die Transkription von drei von vier Wnt-Zielgenen impliziert, dass der kanonische 

Wnt Signalweg zu einem oder mehreren Zeitpunkten der Metamorphose in Testes-relevan-

ten Myoblasten auf der Genitalscheibe aktiviert wird.

5.3.3 Über Frizzled2 könnte der kanonische Wnt Signalweg in Testes-relevanten Myo-
blasten aktiviert werden

Immunfl uoreszenz Analysen zeigten Fz2 in FC- sowie FCM-artigen Zellen auf Geni-

talscheiben und Testes (Abb. 12). Die Anwesenheit von Fz2 in naszierenden Myotuben auf 

dem Testis spricht dafür, dass der Wnt Signalweg auch während der Migration der Testes-

Myotuben aktiviert ist. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die Anwesenheit des Rezeptors 

zwar die Möglichkeit der Aktivierung anzeigt, jedoch nicht die Aktivierung selbst.
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Bezüglich einer möglichen Aktivierung des kanonischen Wnt Signalweges wur-

den Arm und Gro analysiert. Es konnte zwar keine Akkumulation von Arm nachgewiesen 

werden, jedoch war der transkriptionelle Co-Repressor Gro nicht im Zellkern naszierender 

Myotuben aufzufi nden (Abb. 12). Die Lokalisation von Gro im Cytoplasma könnte auf eine 

Aktivierung des kanonischen Wnt Signalweges hindeuten. Bei Immunfl uoreszenz Analysen 

ist jedoch zu beachten, dass Antikörper nur begrenzt in Gewebe eindringen können bzw. die 

Eindringtiefe je nach Antikörper und Experiment variieren kann. Außerdem ist die Stärke 

der Signale mitunter von dem verwendeten Mikroskop abhängig. Immunfl uoreszenz Ana-

lysen sollten demnach nicht als einziger Nachweis genutzt werden, sondern durch andere 

Experimente überprüft werden.

Die Ergebnisse der Immunfl uoreszenz Analysen schließen dennoch eine mögliche 

Beteiligung des kanonischen Wnt Signalweges an der Migration der Testes-Myotuben nicht 

aus, wobei Fz2 der Rezeptor sein könnte.

5.3.4 Frizzled2, Armadillo sowie Shaggy tragen zur Entwicklung der Testismuskulatur 
bei

Die Untersuchungen zu möglichen Funktionen verschiedener Komponenten des ka-

nonischen Wnt Signalweges mittels RNAi-induziertem knock-down resultierten in recht un-

terschiedlichen Phänotypen (Tab. 3).

Die muskelspezifi sche Herunterregulation von fz2 brachte keine Defekte hervor, die 

man bei einer Beteiligung von Fz2 an der Migration der Testes-Myotuben erwarten würde. 

Da es aber vier Frizzled-Rezeptoren in Drosophila gibt und zumindest Frizzled3 und Friz-

zled4 in Myoblasten auf der Genitalscheibe transkribiert werden (Tab. 1), könnte bei der 

Herun terregulation von Frizzled2 ein anderer hochreguliert werden. Die Muskeln wirkten 

so gestört, dass der Gedanke an einen Zellpolaritäts-Defekt naheliegend war. Frühere Stu-

dien zeigten, dass Drosophila Fz2 mit Off -track (Otk) und Otk2 Komplexe bilden kann 

(Linnemannstöns et al., 2014). Eine analoge Interaktion konnte auch bei Vertebraten gezeigt 

werden (Peradziryi et al., 2011; Peradziryi et al., 2012). Obwohl Otk und Otk2 nicht wie 

das Vertebraten-Homolog PTK7 essentiell für die Kontrolle der planaren Zellpolarität sind 

(Linnemannstöns et al., 2014), könnte die Herunterregulation von fz2 über Otk und/oder 

Otk2 den nichtkanonischen PCP Signalweg anstelle des kanonischen Wnt Signalweges 

 beein fl ussen. Die Überschneidungen der kanonischen und nicht-kanonischen Komponenten 

erschwert die Untersuchung eines spezifi schen Wnt Signalweges. Da zwei der vier unter-

suchten Linien keine Defekte in den Muskelschichten der Reproduktionsorgane hervorrie-
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fen, ist davon auszugehen, dass diese beiden RNAi-Linien nicht funktionieren. Tatsächlich 

zeigte die Überprüfung einer der beiden Linien eine weitgehend normale Fz2 Expression in 

Testes-relevanten Myoblasten (Abb. A18). Überraschenderweise war diese RNAi-Linie bere-

its veröff entlicht worden, zwar mit einem schwachen Defekt, jedoch als funktionell beschrie-

ben (Lüchtenborg et al., 2014). Diese Ergebnisse machen deutlich, dass RNAi-Linien nach 

Möglichkeit mit hilfe von Antikörpern überprüft werden sollten.

Die Herunterregulation von Apc sollte ebenso wie die von sgg eine Überaktivierung des 

kanonischen Wnt Signalweges hervorrufen, da Arm nicht mehr degradiert werden kann. Die 

hier verwendeten Apc- und sgg-RNAi-Linien waren bereits als funktionell veröff entlicht (Apc: 

De Graeve et al., 2012; Sgg: Reim et al., 2014). Der knock-down von Apc in Myoblasten rief 

jedoch keine Defekte in der Testismuskulatur hervor (Abb. A13). Neben dem untersuchten 

Protein APC-like gibt es noch Apc2 in Drosophila (Akong et al., 2002), daher kann das 

Ausbleiben eines Defektes auf ein Redundanz zurückzuführen sein. Bei herunterreguliertem 

sgg zeigten teils große Löcher in der Hubregion der Testismuskulatur Migrationsdefekte an 

(Abb. A14). Die RNAi-Linie könnte für weitere Arbeiten mit dem Arm Antikörper auf Ak-

kumulationen von Arm hin untersucht werden. Bei einer tatsächlich vorliegenden Überak-

tivierung kann man evtl. eine Akkumulation erkennen.

Die muskelspezifi sche Herunterregulation von arm mithilfe einer veröff entlichten 

RNAi-Linie (König und Shcherbata, 2015) resultierte in überwiegender embryonaler Letalität 

(Tab. 3). Eine unveröff entlichte arm-RNAi-Linie hingegen bewirkte beim muskel spezifi schen 

knock-down viele Verdickungen im Testisschlauch sowie eine sehr fragmenta rische Testis-

muskulatur (Abb. 14). Dieser Phänotyp ähnelt einem durch muskelspezifi sche Herunterre-

gulation von CadN hervorgerufenen Defekt der adulten Testismuskulatur (K. Fritzen, persön-

liche Kommunikation). Da Arm nicht nur eine Funktion im kanonischen Wnt Signalweg 

innehat, sondern auch intrazellulär an CadN bindet, und in Verbindung mit CadN die Adhä-

sion zwischen benachbarten Zellen vermittelt (Bulgakova et al., 2012), ist die Ähnlichkeit der 

Phänotypen nicht überraschend. Die Löcher in der Testismuskulatur könnten zwei Gründe 

haben. Einerseits könnte die Migration der naszierenden Testes-Myotuben nicht gestört sein, 

sondern nur die Adhäsion zwischen benachbarten Muskeln. In diesem Falle würden ausrei-

chend naszierende Myotuben auf die pupalen Testes wandern und diese bedecken, jedoch 

könnte aufgrund der Störung der Cadherin-vermittelten Adhäsion zwischen einzelnen Myo-

tuben keine geschlossene Muskelschicht entstehen. Da die Muskeln in der RNAi-Situation 

kürzer erschienen, ist dies eine mögliche Erklärung. Die andere Möglichkeit, wie es zu diesem 
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Phänotyp kommen kann, beruht auf der Expression von CadN auf pupalen Testes. Bei 44 h 

APF weisen naszierende Myotuben im basalen Bereich des Testis CadN in der Membran auf. 

Hier sind Kontakte zwischen den einzelnen Myotuben erkennbar, während Myotuben, die 

eher in Richtung apikaler Testisspitze lokalisieren, einzeln liegen und keine CadN Expres-

sion aufweisen (K. Fritzen, persönliche Kommunikation). Diese verschiedenen Formen der 

Expression in Abhängigkeit vom Migrationsfortschritt implizieren, dass bei gestörter Zellad-

häsion aufgrund von herunterreguliertem arm die Zellverbünde der naszierenden Myotuben 

gestört wären und weniger Myotuben auf die Testes migrierten. Die wenigen Myotuben, 

die die Testes erreichten, versuchten diese zu bedecken und es entstünde eine Testismusku-

latur mit vielen Löchern. Dass die adulten Testes mit muskelspezifi schem arm-knock-down 

kleiner erschienen und zu wenige Windungen aufwiesen, spricht für die zweite Erklärung.

5.3.5 Ein Frizzled2-abhängiger kanonischer Wnt Signalweg könnte die Fusion Testes- 
relevanter Myoblasten induzieren

Die muskelspezifi schen Herunterregulationen in Kombination mit Dicer-2 von pan 

und fz2 führten zu schwachen Fusionsdefekten der Testes-relevanten Myoblasten (Tab. 4). 

Dcr-2 verstärkt den Eff ekt der RNAi (Pham et al., 2004). Interessanterweise wiesen Myotu-

ben mit herunterreguliertem sgg (GSK3 kodierend)mehr Zellkerne auf als die Kontrolltestes 

der Eff ektorlinie (Tab. 4). Die Überaktivierung des kanonischen Wnt Signalweges durch re-

duziertes Sgg könnte dementsprechend möglicherweise zu mehr Fusionen führen. Bei herun-

terreguliertem pan, also einer Inaktivierung der Transkription von Wnt-Zielgenen, war das 

IgSF-Molekül Duf wie im Wildtyp in FC-artigen Myoblasten auf den sich entwickelnden 

Seminal Vesicles exprimiert (Abb.  15). Die unveränderte Duf Expression impliziert, dass 

der Fusionsdefekt nicht durch Defekte in der Diff erenzierung in FC-artige und FCM-artige 

Myoblasten hervorgerufen wird. Möglicherweise fungiert der kanonische Wnt Signalweg 

hingegen als Aktivator der Fusion Testes-relevanter Myoblasten.

5.3.6 DWnt2 reguliert vermutlich die Determination der Testes-relevanten Myoblasten

Transkripte verschiedener Wnt Liganden konnten in pupalen Testes detektiert werden 

(Tab. 5). Bei der RNA aus pupalen Testes ist jedoch zu beachten, dass bis 30 h APF keine 

naszierenden Myotuben auf Testes vorhanden sind. Pupale Testes bestehen hauptsächlich aus 

Keimzellen, außerdem sind Cystzellen vorhanden sowie Zellen des terminalen Epithels und 

Pigmentzellen (Fuller, 1993; Stern, 1941). Die Transkripte könnten demnach aus der großen 

Menge Keimzellen stammen und relevant für die Spermatogenese sein, ohne einen Einfl uss 

auf die Migration der Testes-Myotuben zu haben.
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Die RNAi Analysen mithilfe des Mef2-Gal4 Treibers brachten Muskeldefekte hervor 

(Tab. 6), die möglicherweise auf ein autokrines Wnt Signal hindeuten. Hierzu sind weiterge-

hende Untersuchungen nötig. Die ektopische Expression von DWnt2 mithilfe von C855a-

Gal4 sowie die Allele DWnt2L und DWnt2O in trans störten die Testismuskulatur (Tab. 7). 

Die misorientierten Muskeln und großen Löcher in der Hubregion aufgrund der ektopi-

schen DWnt2-Expression könnten sowohl auf eine Störung der Zellpolarität wie auch einen 

Migrationsdefekt hindeuten. Da die ektopische Expression jedoch stark artifi ziell ist, wurde 

dieser Phänotyp nicht weiter charakterisiert. Die amorphen Allele DWnt2L und DWnt2O 

in trans resultierten in Testes mit reduzierter Größe, wie bereits vorherige Studien belegten 

(Linnemannstöns et al., 2014). Diese Testes wiesen keine glatten, sondern einige gestreifte 

Muskeln auf (Abb. 17). Diese Daten ähneln den Daten von Kozopas et al. (1998), da diese 

Publikation eine kleine Menge von Myosin-exprimierendem Gewebe auf adulten Testes mit 

mangelndem DWnt2 zeigte.

Die Ergebnisse der amorphen DWnt2 Allele in trans suggerieren, dass der Wnt Signal-

weg primär die Determination der Testes-relevanten Myoblasten auf der Genitalscheibe steu-

ert. Diese schließt eine spätere Funktion bei der Migration nicht aus, diese ist jedoch nicht 

detektierbar, wenn schon die Determination fehl schlägt. Tatsächlich ist beschrieben, dass 

Wingless in der Embryogenese von Drosophila einen Teil der somatischen Muskel Founder 

Zellen spezifi ziert (Baylies et al., 1995).

5.3.7 Einordnung der Ergebnisse zum kanonischen Wnt Signalweg

Die Ergebnisse der Analysen des kanonischen Wnt Signalweges deuten darauf hin, dass 

der Signalweg zu einem oder mehreren Zeitpunkten der Metamorphose in Testes-relevanten 

Myoblasten auf der Genitalscheibe aktiviert wird, der entsprechende Rezeptor könnte Fz2 

sein. Da die transkribierten Wnt-Zielgene als Antagonisten des kanonischen Wnt Signalweg-

es fungieren, ist es denkbar, dass zu Beginn der Metamorphose der Signalweg aktiviert wird, 

dadurch die Zielgene nemo und naked cuticle transkribiert werden und die resultierenden 

Proteine wiederum dafür sorgen, dass der Signalweg danach reprimiert wird.

Eine initiale starke Aktivierung und nachfolgende Repression des Signalweges würde 

zu den Migrationsdefekten passen, die bei Herunterregulation von sgg, also einer Überak-

tivierung des Signalweges entstehen. Die funktionellen Analysen mithilfe von RNAi-Expe-

rimenten deuten jedoch auch teilweise auf eine Beteiligung an der korrekten Ausrichtung der 

Muskeln des Reproduktionstraktes hin, möglicherweise über einen Fz2-vermittelten nicht-

kanonischen Wnt Signalweg. Die Ergebnisse des arm-knock-downs implizieren, dass Arm 
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eine duale Funktion in Testes-Myotuben haben könnte. Einerseits vermittelt es über CadN 

die Adhäsion zwischen Testismuskeln. Andererseits könnten die durch den arm-knock-down 

hervorgerufenen Defekte in der Testismuskulatur in Kombination mit der Transkription 

der Wnt-Zielgene in naszierenden Myotuben auf den Testes auf eine Aktivierung des kano-

nischen Wnt Signalweges während der Migration hindeuten. Die postulierte Aktivierung 

des kanonischen Wnt Signalweges in migrierenden naszierenden Myotuben auf dem Testis 

könnte statt der Migration auch Reifungsprozesse der Myotuben regulieren.

Die Untersuchung der DWnt2 Allele hingegen deutet darauf hin, dass der kanonische 

Wnt Signalweg essentiell für die korrekte Determination der Testes-relevanten Myoblasten 

ist. Die gestörte Migration der Testes-Myotuben auf DWnt2L/DWnt2O exprimierenden Tes-

tes wäre dabei nur ein sekundärer Eff ekt.

5.4 Nicht-kanonische Wnt Signalwege können die Migration von Zellen beeinfl ussen

Zusätzlich zum oder statt des kanonischen könnte auch ein nicht-kanonischer Wnt 

Signalweg in die Migration der naszierenden Testes-Myotuben involviert sein. Zwei dieser 

nicht-kanonischen Signalwege sind als PCP Signalwege bekannt, da sie Zellpolaritäten steu-

ern (Simons und Mlodzik, 2008). Die PCP Signalwege sind außerdem essentiell für die 

Migration vieler Zellen, so steuert das Kernmodul beispielsweise die „border cell“ Migration 

in Ovarien von Drosophila (Bastock und Strutt, 2007). Aus diesem Grund wurden die PCP 

Signalwege auf eine Beteiligung an der Migration der Testes-Myotuben hin untersucht.

5.4.1 Das PCP Kernmodul reguliert möglicherweise die Zellpolarität der Testis-
muskeln

Die Komponenten Stan, Vang, Pk sowie Dgo wurden für das PCP Kernmodul un-

tersucht (Tab. 9). Stan konnte mithilfe eines spezifi schen Antikörpers in Myoblasten und 

naszierenden Myotuben auf auswachsenden Seminal Vesicles 30 h APF nachgewiesen werden 

(Abb. 18). Jedoch ist bei Immunfl uoreszenz Analysen zu beachten, dass Antikörper nur be-

grenzt in Gewebe eindringen können bzw. die Eindringtiefe je nach Antikörper und Experi-

ment variieren kann. Das ist beim Stan Antikörper auf Genitalscheiben 30 h APF sichtbar 

(Abb. 18), da die äußeren Bereiche der Zellen teilweise stärkere Signale aufweisen als die 

inneren.

Der RNAi-vermittelte knock-down von pk resultierte in Löchern in der Testismusku-

latur Löcher sowie misorientierten Muskeln in der Hubregion (Abb.  19). Dieser Phäno-

typ kann auf schwache Zellpolaritäts- sowie Migrationsdefekte hinweisen. Pk interagiert 

mit Vang und wirkt antagonistisch auf Dgo, wodurch der Fz/Dsh-abhängige PCP Signal-
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weg inhibiert wird (Jenny et al., 2005). Eine Herunterregulation von pk sollte demnach 

die inhibierende Wirkung reduzieren oder gar aufheben und den Fz/Dsh-abhängigen PCP 

Signalweg aktivieren. Wenn dieser Signalweg in Myoblasten aktiviert wurde, kann aus den 

beobachteten Defekten abgeleitet werden, dass der Signalweg die Migration der naszierenden 

Myotuben eher negativ beeinfl usst. Das überrascht, da „border cells“ und Neuralleistenzellen 

sowie kollektiv migrierende Zellen in vielen weiteren Systemen in ihrer gerichteten Migra-

tion von den Komponenten des PCP Kernmoduls abhängig sind (Bastock und Strutt, 2007; 

Carmona-Fontaine et al., 2008; Seifert und Mlodzik, 2007).

Vermutlich ist die korrekte Regulation des PCP Kernmoduls in Testes-relevanten Myo-

blasten wichtig, um die Zellpolarität der Testes-Myotuben zu koordinieren, wie der durch 

pk knock-down hervorgerufene Phänotyp impliziert. Hierzu wurden jedoch keine weiteren 

Analysen durchgeführt.

5.5 MAP Kinasen regulieren die Migration verschiedener Zellen

MAP Kinasen sind in verschiedene zellulären Prozessen wie Zellwachstum, Prolifera-

tion, Diff erenzierung, sowie Zellmigration involviert (Shilo, 2014). Hierbei wird die Familie 

der MAPKs in drei Gruppen unterteilt, Erk/MAPK, p38 sowie JNK (Huang et al., 2004). 

In Vertebraten reguliert der p38-abhängige MAPK Signalweg die Migration glatter Muskeln 

in Lungentracheen (Hedges et al., 1999; Kotlyarov et al., 2002). Da außerdem die anderen 

MAPKs in Zellmigrationsprozessen beteiligt sind (Shilo, 2014), wurden MAPK Signalwege 

in Bezug auf eine mögliche Beteiligung an der Migration der Testes-Myotuben untersucht. 

Explizit wurde der Erk-MAPK-Signalweg hinsichtlich einer Aktivierung untersucht sowie die 

MAPKKKK Msn analysiert, da diese die Migration von Follikelzellen in Ovarien sowie den 

Dorsalschluss beeinfl usst (Lewellyn et al., 2013; Su et al., 1998).

5.5.1 Die MAP Kinase Erk ist in naszierenden Myotuben vor sowie nach der Migration 
auf den Testis aktiviert

Ein Antikörper gegen die aktivierte MAPK Erk wird häufi g eingesetzt, um die Ak-

tivierung von RTK Signalwegen nachzuweisen (Li et al., 2013; Lyulcheva et al., 2008). Da 

aktivierte MAPK Erk in Testes-relevanten Myoblasten sowie naszierenden Myotuben vor 

sowie kurz nach der Migration auf den Testis detektiert werden konnte, kann daraus ge-

schlossen werden, dass RTK Signalwege, die die MAPK Erk ansteuern, während der Migra-

tion von Testes-Myotuben aktiviert sind. Interessanterweise war in dem unter den Testes-

relevanten Myoblasten liegenden  Epithel des sich entwickelnden Seminal Vesicles keine 

aktivierte MAPK Erk detektierbar (Abb. 22), was darauf hindeutet, dass die Aktivierung des 
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Erk-MAPK Signalweges spezifi sch in Testes-relevanten Myoblasten und Testes-Myotuben 

stattfi ndet und das Epithel den Liganden sekretieren könnte.

5.5.2 Misshapen reguliert die Migration der Testes-Myotuben sowie die Anordnung 
der F-Aktin Filamente in Testismuskeln

Die Ergebnisse der RT-PCRs (Tab. 12) sind der erste Indikator für eine Expression von 

Msn in Testes-relevanten Myoblasten bzw. Myotuben und somit mögliche Beteiligung an der 

Migration der Testes-Myotuben.

Eine der beiden untersuchten msn-RNAi Linien (v101517) wurde bereits als funktionell 

veröff entlicht (Lewellyn et al., 2013), weshalb alle weiterführenden Analysen mit dieser Linie 

durchgeführt wurden. Muskelspezifi sche Expression dieser RNAi führte zu misorientierten 

Testismuskeln und einer von Muskeln unbedeckten Hubregion sowie morphologischen De-

fekten (Tab. 13, Abb. 23). Misshapen wurde ursprünglich in Photorezeptoren von Drosophila 

identifi ziert, wo eine msn Mutation die Morphologie und Orientierung der Photorezeptoren 

stark störte (Treisman et al., 1997). Die veränderte Zellmorphologie der naszierenden Testes-

Myotuben bei 40 h APF (Abb. 23) in der msn-knock-down Situation deutet darauf hin, dass 

Msn in den Testes-Myotuben vergleichbar zu den Photorezeptorzellen essentiell zur korrek-

ten Form beiträgt, vermutlich über Komponenten des Cytoskeletts.

Spätere Studien zeigten eine Beteiligung von Msn an verschiedenen Zellmigrations-

prozessen in der Entwicklung von Drosophila. In Ovarien ermöglicht Msn die Migration von 

Follikelzellen, indem es Integrin-Level reduziert (Lewellyn et al., 2013). Msn ist während 

des Dorsalschlusses essentiell, damit Aktin und Myosin II in den epidermalen Zellen richtig 

lokalisieren und sich die Zellen somit verengen, Mutationen von msn führen zu Dorsal-

schluss-Defekten (Köppen et al., 2006; Su et al., 1998).

RNAi-vermittelte knock-downs der regulatorischen leichten Kette von Myosin II, Spa-

ghetti squash (Sqh) (Karess et al., 1991), sowie der schweren Kette von Myosin II, Zipper 

(Zip) (Mansfi eld et al., 1996), resultierten in kleineren Testes mit nur 1,5 Umdrehungen 

und verdickten Testisspitzen. Die Testismuskeln erschienen kürzer als im Wildtyp und be-

deckten den Testisschlauch nicht vollständig, sondern bildeten ein Netz mit vielen Löchern 

(K. Fritzen, persönliche Kommunikation). Bezugnehmend zur Regulation von Aktin und 

Myosin  II während des Dorsalschlusses, könnte Msn auch in naszierenden Testes-Myotu-

ben das Aktin Cytoskelett und Myosin II Komponenten wie Sqh und Zip ansteuern und 

damit die Migration der Testes-Myotuben regulieren. Msn ist an vielen weiteren Signalwegen 

beteiligt, was die unterschiedlichen Phänotypen des msn-, sqh- und zip-knock-down erklären 
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könnte. Einige der Signalwege in Drosophila, die vermutlich von Msn angesteuert werden, 

sind der JNK-abhängige MAPK Signalweg (Su et al., 1998), der Notch-Signalweg (Mishra 

et al., 2015), der Warts-Yorkie-Signalweg (Li et al., 2014) sowie das PCP Kernmodul, wo 

Msn als Eff ektor Fz nachgeschaltet ist (Paricio et al., 1999). Auch wenn die aufgeführten 

Signalwege in den unterschiedlichsten Systemen untersucht wurden, zeigen sie doch, dass 

Msn in viele verschiedene Signalwege eingreifen und somit Zellen auf unterschiedlichste Ar-

ten beeinfl ussen kann. Eine Wirkung von Msn im PCP Kernmodul in Testes-Myotuben ist 

eine mögliche Erklärung für die misorientierten Testismuskeln nach msn Herunterregulation.

5.5.3 Misshapen scheint die Expression von Cadherin-N nicht direkt zu beeinfl ussen

Die Diff erenzierung der Testes-relevanten Myoblasten in FC-artige und FCM-artige 

Zellen ist nicht von Msn abhängig (Abb. 24). Trotz herunterreguliertem msn war die akti-

vierte MAPK Erk in naszierenden Myotuben auf auswachsenden Seminal Vesicles detek-

tierbar (Abb. 24). Der Antikörper erkennt die doppelt phosphorylierte Form der MAPK Erk 

(dpErk), jedoch weder eine Aktivierung von JNK noch p38 (Yung et al., 1997). Da bisher 

nur gezeigt wurde, dass Msn den JNK Signalweg ansteuert, ist die Detektion von dpErk 

in naszierenden Myotuben mit herunterreguliertem msn nicht weiter überraschend und ein 

Hinweis darauf, dass Msn Erk nicht ansteuert.

Im Gegensatz zu Duf und aktivierter MAPK war die CadN Expression nach muskel-

spezifi schem msn knock-down stark reduziert (Abb. 24). Vermutlich ist die gestörte CadN 

Expression jedoch auf die veränderte Form und Orientierung der Testismuskeln zurück-

zuführen. Die einzelnen Muskeln lagen nicht mehr parallel nebeneinander, sondern überein-

ander und waren misorientiert. Die CadN Expression ist demnach nicht direkt vermindert, 

sondern die Adhäsionsstellen zwischen einzelnen Testismuskeln sind reduziert oder gestört.

Zusammengefasst deuten die Untersuchungen bezüglich Msn darauf hin, dass die Ki-

nase für eine korrekte Anordnung der F-Aktin Filamente in Testismuskeln benötigt wird. 

Zusätzlich ist Msn wichtig für die korrekte Migration der Testes-Myotuben in Richtung 

Testisspitze. Welche Signalwege an der Migration beteiligt sind, sowie welche Signale die 

MAPK Erk in naszierenden Myotuben aktivieren, war Bestandteil weiterer Untersuchungen 

dieser Arbeit.

5.6 FGF Signalwege regulieren die Entwicklung der Reproduktionsorgane in Dro-
sophila

Während der Entwicklung der männlichen Reproduktionsorgane in Drosophila re-

krutiert der FGFR Btl larvale mesodermale Zellen auf die Genitalscheibe (Ahmad und Ba-
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ker, 2002). Der andere FGFR, Htl, reguliert die Entwicklung der Muskulatur der Ovarien 

(Irizarry und Stathopoulos, 2015). Da Htl und Btl auch in weiteren Zellmigrationsprozessen 

benötigt werden (Gisselbrecht et al., 1996; Glazer und Shilo, 1991), sind die FGF Signal-

wege vielversprechende Kandidaten bei der Testes-Myotuben Migration. Vorherige Analy-

sen des FGF Signalweges im Zuge einer Bachelorarbeit erbrachten keinen Hinweis auf eine 

Beteiligung an der Entwicklung der Testismuskulatur, jedoch wurde für RNAi-Analysen die 

Treiberlinie C855a-Gal4 verwendet (Wenzek, 2013). Daher wurden im Rahmen dieser Ar-

beit die Komponenten der FGF Signalwege noch einmal bezüglich einer Beteiligung an der 

Migration von Testes-Myotuben untersucht.

5.6.1 Stumps könnte die MAPK Erk in naszierenden Testes-Myotuben ansteuern

Das intrazelluläre FGF-Adapterprotein Stumps ist bei 24 h APF in FC-artigen Myo-

blasten exprimiert und co-lokalisiert bei 30 h APF mit der aktivierten MAPK Erk in naszie-

renden Myotuben (Abb. 25). Allerdings ist beim Stumps Antikörper zu beachten, dass er 

die Expression des Adapterproteins widerspiegelt, jedoch keine Aussage über die Phos-

phorylierung und somit Aktivierung von Stumps zulässt. Stumps ist nur in Zellen exprimiert, 

die auch FGFRs exprimieren (Vincent et al., 1998). Daher ist die Detektion des Adapter-

proteins in naszierenden Myotuben vor und nach der Migration auf den Testis ein Hinweis 

darauf, dass ein FGF Signalweg während der Migration in naszierenden Myotuben benötigt 

wird. Die Co-Lokalisation mit der aktivierten MAPK Erk deutet auf eine Aktivierung des 

FGF Signalweges hin. Ob Erk die einzige MAPK ist, die möglicherweise in naszierenden 

Testes-Myotuben über Btl und/oder Htl und Stumps angesteuert wird, sollte mithilfe wei-

terer Analysen untersucht werden.

5.6.2 Heartless wird benötigt, um den Testis mit Muskeln zu besiedeln

Da die muskelspezifi sche Herunterregulation des FGFRs Btl keine off ensichtlichen 

Defekte der Testismuskulatur hervorrief (Abb. A33), wurde bei den weiteren Analysen zur 

Migration auf Htl konzentriert. Durch htl knock-down konnten drei Phänotypen hervorger-

ufen werden, die möglicherweise einander bedingen (Abb. 26). Einerseits waren alle adul-

ten Testes erheblich verkleinert, nicht elongiert und wiesen keine Verbindung zum Seminal 

Vesicle auf. Außerdem waren keinerlei Muskeln in der Testishülle vorhanden, was entweder 

auf einen starken Migrationsdefekt hindeutet oder auf einen frühen Defekt während der De-

termination der Testes-relevanten Myoblasten auf der Genitalscheibe. Der dritte beobachtete 

Eff ekt war dementsprechend das Fehlen großer Mengen von Myoblasten auf Genitalscheiben 

24 h APF. Hierbei war auff ällig, dass vor allem die Myoblasten in posterioren Bereichen der 
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Genitalscheibe fehlten, die Testes-relevanten Myoblasten auf den auswachsenden Seminal 

Vesicles jedoch bei 24 h APF vorhanden waren. Das Fehlen der posterior gelegenen Myo-

blasten könnte an einer reduzierten Proliferation der Myoblasten liegen oder auf eine Htl-

abhängige Rekrutierung der Myoblasten auf die Genitalscheibe.

Bei muskelspezifi sch herunterreguliertem htl waren die Testes-relevanten Myoblasten 

bei 24 h APF vorhanden, auswachsende Seminal Vesicles 30 h APF wiesen allerdings eine sehr 

stark reduzierte Menge an Myotuben auf, bis hin zum völligen Fehlen der Testes-Myotuben 

auf den auswachsenden Seminal Vesicles (Abb. 26). Hierfür sind verschiedene Erklärungen 

denkbar. Möglicherweise durchlaufen die Testes-Myotuben Apoptosen, wenn sie kein Signal 

zur Migration empfangen können. Es wäre auch denkbar, dass die Apoptosen der Testes-

Myotuben durch irgendein unbekanntes Signal ausgelöst werden. Eine weitere Möglichkeit 

wäre, dass die Testes-Myotuben mit der Migration von den auswachsenden Seminal Vesicles 

beginnen, jedoch das anlockende Signal nicht empfangen können und somit nicht auf den 

pupalen Testes ankommen. Hierbei könnte Th s oder Pyr das anlockende Signal sein, das an 

Htl in Testes-Myotuben bindet. Erschwerend kommt hinzu, dass die fehlende Verbindung 

zwischen Seminal Vesicle und Testis auch die Migration stören kann, wodurch der mith-

ilfe des htl knock-downs produzierte Migrationsdefekt nur ein sekundärer Eff ekt wäre. Für 

eine Beteiligung von Htl an der Migration der Testes-Myotuben spricht der knock-down 

mithilfe einer weiteren, unveröff entlichten htl-RNAi Linie, der zu Migrationsdefekten führt 

(Abb. A31). Dennoch sollten hierzu weitere Analysen durchgeführt werden.

Das Adapterprotein Stumps war trotz des htl knock-downs in FC-artigen Myoblasten 

exprimiert (Abb. 26), der FGF Signalweg könnte also prinzipiell in den Myoblasten aktiviert 

werden. Die Aktivierung der MAPK Erk war ebenfalls normal in naszierenden Testes-Myotu-

ben detektierbar (Abb. 26). Das könnte bedeuten, dass htl nicht komplett herunterreguliert 

wurde, oder dass weitere Signalwege die MAPK Erk aktivieren.

Die Herunterregulation der Liganden pyr und ths in Muskeln führte im Gegensatz zum 

knock-down ihres Rezeptors htl nicht zu starken Migrationsdefekten (Abb. A29, A30). Der 

pyr knock-down brachte jedoch Testes mit einer von Muskeln unbedeckten, vergrößerten 

Spitze hervor, was auf eine Störung der Testes-Myotuben Migration hindeuten könnte. Beide 

RNAi-Linien sind als funktionell veröff entlicht (ths (v24536): Franzdóttir et al., 2009; Sen et 

al., 2011; pyr: Irizarry und Stathopoulos, 2015), daher würde man erwarten, dass sie ths bzw. 

pyr eff ektiv herunterregulieren. Da man Liganden und Rezeptor jedoch nicht unbedingt in 

einer Zelle erwarten würde, ist es nicht überraschend, dass der muskelspezifi sche ths knock-



73

Silke Fender  Diskussion
down keinen Eff ekt hat. Die scheinbaren Migrationsdefekte durch pyr Herunterregulation 

können auf sekundäre Eff ekte der RNAi-Linie zurückzuführen sein, da für diese Linie viele 

Off -targets vorhergesagt sind (VDRC, Dietz et al., 2007). Sie könnten allerdings auch be-

deuten, dass Pyr ebenso wie vermutlich Htl und Stumps in Testes-Myotuben exprimiert wird 

und es somit zu einem autokrinem FGF Signal kommt. Ein autokriner FGF Signalweg, also 

die Expression des Liganden und des Rezeptors in derselben Zelle, wurde unter anderem in 

der Entwicklung der Skelettmuskulatur von Mäusen gezeigt (Hannon et al., 1996). Bezüglich 

der Frage nach einem autokrinen FGF Signal in Testes-Myotuben könnten weitergehende 

Analysen Klarheit bringen, um den Mechanismus ihrer Migration zu verstehen.

5.6.3 Stumps ist essentiell für die Migration der Testes-Myotuben in Richtung Testis-
spitze

Das Adapterprotein Stumps rief bei muskelspezifi scher Herunterregulation ähnliche, 

wenn auch deutlich schwächere Muskeldefekte als der htl knock-down hervor (Abb. 27). Das 

Vorhandensein von einigen glatten Muskeln auf adulten Testes sowie naszierenden Myotu-

ben auf pupalen Testes 40 h APF impliziert, dass die Myotuben initial die Migration von den 

auswachsenden Seminal Vesicles auf die Testes beginnen und dort auch ankommen.

Die vorhandenen Testismuskeln wiesen dort, wo sie parallel aneinandergrenzten, CadN 

in der Membran auf (Abb. 27), was dafürspricht, dass die Muskeln prinzipiell wildtypische 

Eigenschaften aufweisen und nur die Migration gestört ist. Überraschenderweise schien die 

Aktivierung der MAPK Erk durch den stumps knock-down nicht beeinträchtigt zu sein. In 

trachealen und mesodermalen Zellen ist Stumps der Link zwischen aktiviertem FGFR und 

der MAPK Erk (Vincent et al., 1998). Während der Gastrulation geht in stumps Mutanten 

die Aktivierung der MAPK in migrierenden mesodermalen Zellen verloren (Michelson et 

al., 1998). Wenn Stumps in Testes-Myotuben ebenfalls die Aktivierung des FGFR auf die 

MAPK Erk überträgt, könnte die Aktivierung von Erk in Abwesenheit von Stumps bedeuten, 

dass noch weitere RTK Signalwege in Testes-Myotuben aktiv sind.

Vergleichbar zum htl knock-down wiesen auch einige Genitalscheiben mit muskel-

spezifi sch herunterreguliertem stumps bei 24 h APF keine posterior gelegenen Myoblasten 

auf (Abb. A36). Da auf einem Großteil der untersuchten Genitalscheiben diese Myoblasten 

jedoch vorhanden waren, ist die Abwesenheit der Myoblasten vermutlich auf eine sehr starke 

stumps Herunterregulation zurückzuführen. Wie bereits für Htl thematisiert, könnten auch 

in diesem Fall die fehlenden posterior gelegenen Myoblasten ein Hinweis auf verminderte 

Proliferation oder Rekrutierungsdefekte sein.
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Die muskelspezifi sche Herunterregulation von csw resultierte teilweise in Löchern 

zwischen einzelnen Testismuskeln (Tab. 14, Abb. A34). Da Csw bei einer Aktivierung des 

FGF Signalweges an Stumps bindet, ist es überraschend, dass keine zum stumps knock-down 

vergleichbaren Migrationsdefekte produziert wurden. Dies kann jedoch an der Effi  zienz der 

RNAi-Linie liegen, da keine der verwendeten csw-RNAi Linien bisher veröff entlicht wurde 

und daher nicht sicher ist, ob oder wie effi  zient csw herunterreguliert wird. 

5.6.4 Breathless könnte zur Induktion der Fusion von Testes-relevanten Myoblasten 
beitragen

Weder der muskelspezifi sche knock-down von bnl noch von dessen Rezeptor btl pro-

duzierten off ensichtliche Defekte der Testismuskulatur (Abb. A32, A33). Statt Migrations-

defekten konnten bei muskelspezifi scher Herunterregulation von bnl, btl sowie csw jedoch 

Fusionsdefekte festgestellt werden. Trotz der Verstärkung des RNAi-Eff ektes durch Dcr-2 

waren die durchschnittlichen Kernzahlen gegenüber den Kontrollen nur wenig vermin dert, 

sodass alle Fusionsdefekte als schwach eingestuft wurden. Dennoch sind die schwachen Fu-

sionsdefekte glaubhaft, da Bnl der Ligand von Btl ist und Csw unterhalb von Btl in der 

Signalkaskade liegt. Die Ergebnisse würden implizieren, dass ein von Bnl angesteuerter Btl-

abhängiger FGF Signalweg die Fusion der Testes-relevanten Myoblasten auf den auswach-

senden Seminal Vesicles beeinfl usst, vermutlich eher in Form einer möglichen Induktion der 

Fusion als einer Repression.

5.6.5 Einordnung der Ergebnisse zum FGF Signalweg

Die Ergebnisse der Analysen der FGF Signalwege sprechen dafür, dass die Kompo-

nenten der Signalwege essentiell für die Entwicklung der multinukleären Testismuskulatur 

sind. Hierbei würde ein Htl-abhängiger FGF Signalweg über Stumps und weitere Kompo-

nenten die Migration der naszierenden Testes-Myotuben auf die Testes sowie auf dem Testis 

in Richtung apikaler Spitze regulieren. Tatsächlich würde ein Htl-abhängiger FGF Signalweg 

in diesem Fall die Migration und Entwicklung der Muskeln in männlichen sowie weibli-

chen Reproduktionsorganen von Drosophila beeinfl ussen, da auch in Ovarien Htl für die 

Migration der Zellen sowie die Ausbildung der Ovarienmuskeln benötigt wird (Irizarry und 

Stathopoulos, 2015).

Interessanterweise deuten die Daten darauf hin, dass beide FGFRs von Drosophila in 

Testes-relevanten Myoblasten bzw. naszierenden Testes-Myotuben benötigt werden, jedoch 

zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung. Da der Btl-abhängige FGF Signalweg 

möglicherweise zur Induktion der Fusion von Testes-relevanten Myoblasten beiträgt, würden 
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Btl und Bnl ab ca. 28 h APF benötigt (Kuckwa et al., 2016), Htl und Th s/Pyr ab ca. 30 h 

APF zum Beginn der Migration. Da abgesehen von den Liganden und Rezeptoren alle Kom-

ponenten in den Signalwegen übereinstimmen, wäre allerdings fraglich, wie innerhalb der 

Testes-relevanten Myoblasten zwischen einem Fusions- und einem Migrationssignal unter-

schieden werden kann. Möglicherweise sind also nicht alle Komponenten gleich, je nachdem 

ob Btl oder Htl aktiviert wird, oder ein einkerniger Myoblast reagiert anders auf die Signale 

als eine mehrkernige Myotube, nämlich mit Förderung der Fusion statt der Migration. Wenn 

es eine solche zeitliche oder Kernzahl-abhängige Unterscheidung in der Zellantwort geben 

sollte, wäre der Wechsel zwischen Btl und Htl als Rezeptor eine sehr effi  ziente Lösung, um 

zwei verschiedene Mechanismen in der Entwicklung der Testismuskulatur mithilfe derselben 

oder nahezu derselben Komponenten zu steuern.

5.7 Es konnten erfolgreich ex vivo Co-Kulturen von Genitalscheiben und pupalen 
Testes etabliert werden

5.7.1 Kulturen von Genitalscheiben können deren Entwicklung zeigen

Zur Verfolgung der Migration der naszierenden Testes-Myotuben wurden ex vivo Co-

Kulturen von Genitalscheiben und pupalen Testes etabliert. Genitalscheiben und pupale Tes-

tes von 8 h APF bis 40 h APF zeigten Wachstum in den Co-Kulturen (Abb. A37, 28, 29).

 Je nach Alter zum Startzeitpunkt verlief die ex vivo Entwicklung unterschiedlich aus-

geprägt. Genitalscheiben 8 h APF erschienen nach 12 Stunden in Kultur tatsächlich wie eine 

bei etwa 20 APF präparierte, die Entwicklung ex vivo war also scheinbar mit der in vivo Situ-

ation vergleichbar. Bei Genitalscheiben 16 h APF war auch eine Weiterentwicklung ex vivo 

sichtbar (Abb. 28), jedoch erschien sie nach 8 Stunden in Kultur nicht genausoweit entwi-

ckelt wie eine bei 24 h APF präparierte Genitalscheibe. Das spricht für eine verzögerte Ent-

wicklung in der Kultur gegenüber der in vivo Situation. Die verzögerte Entwicklung könnte 

für eine Beteiligung verschiedener Signalwege an der Entwicklung und dem Auswachsen der 

Genitalscheibe sprechen, da sekretierte Liganden im Medium stark verdünnt werden. Die 

Signalwege könnten dementsprechend nicht wie in der Puppe aktiviert werden, weil das um-

liegende Gewebe in der Kultur fehlt. Bei allen Zeitangaben ist außerdem zu beachten, dass 

das angegebene Alter bis zu zwei oder drei Stunden abweichen kann, da allein das Stadium 

der weißen Vorpuppe zwei Stunden dauert (Bainbridge und Bownes, 1981). Dennoch kann 

die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Co-Kultur die in vivo Prozesse wahrscheinlich an-

nähernd wiedergeben.

Das hierbei eingesetzte Medium enthält Ecdyson und wurde erfolgreich zur Verfol-
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gung der Evagination der Flügelimaginalscheibe mithilfe von „live imaging“ eingesetzt (Aldaz 

et al., 2010). Das für Testes-Kulturen etablierte Kulturmedium (Gärtner et al., 2014) konnte 

nicht verwendet werden, da die Genitalscheiben sich in diesem Medium nicht weiterent-

wickelten, vermutlich aufgrund des fehlenden Ecdysons. Dass die Spermatogenese jedoch 

trotzdem weiter ablief, ließ sich daran erkennen, dass nach einigen Stunden in Kultur die 

pupalen Testes platzten, da der Druck der sich entwickelnden Keimzellen zu groß wurde.

5.7.2 Stumps ist essentiell für die Migration der naszierenden Myotuben in Richtung 
Testisspitze

Obwohl die Migration der naszierenden Testes-Myotuben auf die pupalen Testes ex 

vivo nicht verfolgt werden konnte, war es dennoch möglich, die Migration auf den Testes in 

Richtung Testisspitze zu beobachten. Auf Testes, die 40 h APF in Kultur genommen wurden, 

waren bereits naszierende Myotuben vorhanden, die im Verlauf von neun Stunden in Rich-

tung apikaler Spitze migrierten (Abb. 29). Die naszierenden Myotuben schwärmten aus und 

versuchten den Testis zu bedecken, jedoch war nur noch eine Verbindung zu einem kleinen 

Teil des Seminal Vesicles vorhanden, wodurch keine oder zu wenige neue naszierende Myo-

tuben auf die Testes wanderten. Daher bildeten die Myotuben eine Art Netz um den Testis, 

phänotypisch vergleichbar zur netzartigen Testismuskulatur nach muskelspezifi schem arm 

knock-down (Abb. 14). Das würde bedeuten, dass aufgrund der Herunterregulation von arm 

in Muskeln nicht genug Myotuben auf die Testes gewandert sind.

Die Migration der naszierenden Testes-Myotuben konnte mithilfe eines muskelspezi-

fi schen stumps knock-downs gestört werden. Die ex vivo Kulturen zeigten, dass bei herunter-

reguliertem stumps die naszierenden Myotuben weniger weit sowie weniger schnell migrier-

ten (Abb. 29). Dieses Experiment zeigt, dass Stumps nicht essentiell für die initiale Migration 

der naszierenden Testes-Myotuben auf den Testes ist, jedoch einen großen Anteil an der Mi-

gration Richtung Testisspitze hat. Außerdem zeigt es, dass die normale und gestörte Migra-

tion verfolgt werden kann und Unterschiede sichtbar sind. Hierbei ist jedoch fraglich, ob 

schwache Migrationsdefekte ebenfalls auf diese Weise untersucht werden könnten.

5.8 Zusammenfassendes Modell

Zusammengefasst kann mithilfe der hier diskutierten Ergebnisse ein Modell aufgestellt 

werden, das die Migration der naszierenden Testes-Myotuben in zwei Phasen unterteilt. In 

der ersten Phase erfolgt die initiale Migration der naszierenden Myotuben von dem auswach-

senden Seminal Vesicle auf den Testis. Die zweite Phase umfasst die weitere Migration der 

naszierenden Myotuben in Richtung apikaler Testisspitze und die gleichzeitige Formgebung 
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der Testisschläuche (Abb. 30).

Da weitere naszierende Myotuben von dem auswachsenden Seminal Vesicle auf den 
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Testis migrieren, laufen nach einer initialen Phase eins beide Phasen parallel zueinander ab, 

bis die endgültige Anzahl an Myotuben den Testis erreicht hat.

In Phase eins des Modells (Abb. 30 A) bindet Th s und/oder Pyr an den FGFR Htl in 

naszierenden Myotuben, die an das Epithel des sich entwickelnden Seminal Vesicles angren-

zen. Hierdurch wird der FGF Signalweg über das Adapterprotein Stumps aktiviert. Stumps 

nachgeschaltet sind Komponenten der MAPK Kaskade, wie beispielsweise Msn oder Erk, 

die aktiviert werden und die Transkription verschiedener Zielgene beeinfl ussen können. Msn 

oder Erk könnte möglicherweise auch Komponenten des Aktin Cytoskeletts ansteuern wie 

Myosin II und damit den Migrationsprozess der naszierenden Myotuben vorantreiben. CadN 

und Arm sind in naszierenden Myotuben auf der Genitalscheibe exprimiert und könnten die 

Myotuben in einem Zellverbund zusammenhalten, weshalb die erste Phase vermutlich eine 

kollektive Zellmigration darstellt.

In der zweiten Phase dieses Modells (Abb. 30 B) migrieren die naszierenden Myotu-

ben, die bereits auf dem Testis angekommen sind, weiter in Richtung Testisspitze. Da CadN 

nicht mehr vorhanden ist und Arm diese Phase nicht beeinfl usst, migrieren die naszierenden 

Myotuben in der zweiten Phase vermutlich als einzelne Zellen statt im Verbund. Dafür spre-

chen auch die Ergebnisse der ex vivo Kulturen. Diese Migration wird vermutlich, vergleich-

bar zu Phase eins, durch den FGF Signalweg reguliert.

Die hier präsentierten Ergebnisse geben erste Einblicke in die Htl-abhängige Regula-

tion der Migration naszierender Testes-Myotuben auf den Testis sowie auf dem Testis in 

Richtung Spitze. Hierbei scheint auch die Verbindung zwischen dem sich entwickelnden 

Seminal Vesicle und dem pupalen Testis eine Rolle zu spielen. Msn oder Erk könnte über 

Transkriptionsregulation verschiedener Zielgene oder über einen möglichen Link zu Myo-

sin II die Migration vorantreiben. In dieser Arbeit wurden erstmals Einblicke in die Regula-

tion der Migration nazierender Myotuben von der Genitalscheibe auf die Testes gewonnen. 

Weiterführende Untersuchungen sind jedoch nötig, um die Migrationsprozesse während der 

Entwicklung der Testismuskulatur zu verstehen.

Figure 30: Die Migration der naszierenden Myotuben kann in zwei Phasen unterteilt werden, die vom 
Heartless-abhängigen FGF Signalweg gesteuert werden. In Phase eins migrieren die naszierenden Myotuben 
als Zellverbund vom auswachsenden Seminal Vesicle auf den Testis. Ein Htl- und Stumps-abhängiger FGF 
Signalweg aktiviert die MAPK Kaskade und somit Erk oder möglicherweise Msn, die das Cytoskelett über 
Myosin II ansteuern könnte. CadN und Arm vermitteln die Zelladhäsion zwischen naszierenden Myotuben 
und die Kontinuität des Zellverbundes (A). In der zweiten Phase migrieren die naszierenden Myotuben zwar 
einzeln in Richtung Testisspitze, jedoch könnte auch hier ein Htl-abhängiger FGF Signalweg Msn oder Erk 
und das Cytoskelett ansteuern (B). Nach einer initialen Phase eins laufen beide Phasen gleichzeitig ab, bis alle 
Myotuben auf dem Testis angekommen sind (modifi ziert nach Kuckwa et al., 2016).
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6. Ausblick

Zum besseren Verständnis der Migration der naszierenden Testes-Myotuben während 

der Entwicklung der Testismuskulatur sind noch vielfältige Untersuchungen möglich. Die 

im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Signalwege sind teilweise stark miteinander vernetzt 

und es ist möglich, dass der Htl-abhängige FGF Signalweg nicht allein die Migration der 

naszierenden Testes-Myotuben steuert.

Bei der weiteren Suche nach Treiberlinien wäre eine, die spezifi sch die Expression ab 

ca. 26 h oder 28 h APF in Testes-relevanten Myoblasten und naszierenden Myotuben treibt, 

die beste Möglichkeit, um Komponenten herunter zu regulieren, die an der Migration der 

Testes-Myotuben ab ca. 30 h APF beteiligt sind. Bevor allerdings  ein so distinkt exprimiertes 

Protein gefunden wurde, ist es unwahrscheinlich, dass eine solche Treiberlinie identifi ziert 

werden kann.

Bezüglich der nicht-kanonischen Wnt Signalwege wäre es sinnvoll, weitere Kompo-

nenten des Kernmoduls wie Frizzled und Dishevelled zu untersuchen sowie die bereits beob-

achteten Phänotypen näher zu charakterisieren. Auch Fat und Dachsous sollten untersucht 

werden. Zusätzlich zu den RNAi-Untersuchungen oder wenn keine RNAi-Linien verfügbar 

sind, könnten evtl. Mutanten auf Defekte der Testismuskulatur analysiert werden.

Auch die MAP Kinase Kaskade mit den MAPKs JNK, Erk und p38 bedarf weiterer 

Untersuchungen. Da Erk in naszierenden Myotuben während der Migration auf die Tes-

tes aktiviert zu sein scheint, wäre es sinnvoll, die Kinase sowie mögliche nachgeschaltete 

Proteine zu untersuchen. Interessanterweise wird in Maus-Fibroblasten Fak von Erk phos-

phoryliert (Hunger-Glaser et al., 2003), daher wäre eine genauere Untersuchung von Fak mit 

einem geeigneteren Treiber sinnvoll. Da Erk außerdem über die Kinase MLCK Myosin II 

ansteuern und somit die Zellmigration von Fibroblasten beeinfl ussen kann (Totsukawa et al., 

2004; Webb et al., 2004), sollte Erk auch in naszierenden Testes-Myotuben hinsichtlich einer 

Verbindung zu Myosin II untersucht werden.

Erk sowie JNK können unter anderem über Epidermal Growth Factor (EGF) Signal-

wege aktiviert werden (Huang et al., 2004). Da auch Msn den JNK Signalweg ansteuern 

kann, sollten der EGF Signalweg sowie JNK und weitere Komponenten mithilfe von RNAi-

vermittelten Herunterregulationen analysiert werden. Falls ähnliche Phänotypen zum msn 

knock-down produziert würden, könnte der EGF Signalweg in naszierenden Testes-Myotu-

ben Msn und somit indirekt JNK ansteuern und dadurch die Migration der Testes-Myotuben 

regulieren. Zur Detektion aktivierter JNK gibt es außerdem einen Antikörper (Chittaranjan 
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et al., 2015), den man zur Untersuchung des JNK-Status in naszierenden Testes-Myotu-

ben sowie zur Überprüfung von RNAi-Linien verwenden könnte. Msn selbst könnte auch 

mithilfe eines spezifi schen Antikörpers (Houalla et al., 2005; Köppen et al., 2006) genauer 

untersucht werden. Mithilfe des Antikörpers könnte die Expression in naszierenden Testes-

Myotuben sowie die Funktionalität der RNAi-Linie überprüft werden.

Die MAPK p38 kann ebenso wie Erk vom FGF Signalweg aktiviert werden (Huang et 

al., 2004). Da auch p38 über verschiedene Komponenten das F-Aktin Cytoskelett beeinfl us-

sen und Zellmigrationen steuern kann (Benndorf et al., 1994), sollte diese Kinase bei der 

weiteren Untersuchung der MAPK Kaskade nicht außer Acht gelassen werden.

Viele Inhibitoren für jede der drei MAP Kinasen Erk, JNK und p38 sind käufl ich 

erhältlich. Es wäre sinnvoll, die Inhibitoren in ex vivo Co-Kulturen mit pupalen Testes 40 h 

APF einzusetzen, um zu evaluieren, welche MAPK die Migration der naszierenden Myotu-

ben in Richtung Testisspitze reguliert bzw. welche Kinasen hierbei zusammenwirken.

Da auch der kanonische Wnt Signalweg möglicherweise eine Rolle bei der Migration 

einnehmen könnte, sollten auch bereits in der Literatur für Drosophila beschriebene Inhibi-

toren in ex vivo Kulturen eingesetzt werden, so beispielsweise Ionomycin (Akiyoshi et al., 

2014; Park et al., 2005) oder 6-bromoindirubin-3-oxime (BIO) als Inhibitor bzw. Aktivator 

des kanonischen Wnt Signalweges (Akiyoshi et al., 2014; Kehn-Hall et al., 2011).

Die Signalwege, die möglicherweise die Migration der naszierenden Testes-Myotuben 

beeinfl ussen, sind so komplex und vermutlich miteinander verschachtelt, sodass diese Arbeit 

nur einen ersten Einblick in eine mögliche Regulation bieten kann. Weitergehende Analys-

en sind dringend nötig, um die Migrationsprozesse und somit die Entwicklung der Testis-

muskulatur besser verstehen zu können.
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7. Material

7.1 Verwendete Chemikalien
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Herstellern bezogen:
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis
Th ermo Fisher Scientifi c, Waltham

7.2 Verwendete Geräte

7.2.1 Mikroskope
Binokular  Stemi DV4, Zeiss, Jena
 Stemi SV11, Zeiss, Jena
 Stemi SV2000-C, Zeiss, Jena
Fluoreszenzmikroskop AxioObserver Z.1 inverses Mikroskop mit Apo-

Tome, Zeiss, Jena
Lichtmikroskop Axioskop, Zeiss, Jena

7.2.2 Weitere Geräte
Eismaschine AF-20, Scotsman
Gelelektrophoreseapparatur Werkstatt der Philipps-Universität Marburg
Kreisschüttler Typ 2005, Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel
Magnetrührer Combimac RCT, IKA, Staufen
Mikrowelle Dimension 4, Panasonic
NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Waltham, MA
PCR-Maschine Personal Cycler, Biometra, Göttingen
pH-Meter pH211, Hanna Instruments, Kehl am Rhein
Photometer Gene Quant 1300, GE Healthcare, Freiburg
Schüttler Rexa 2000, Heidolph, Schwabach
Schüttler zur Inkubation WT-12, Biometra, GFL 3005/3033, Burgwedel
Spannungsquelle Power Pack 300, BioRad; Hercules
Th ermoblock HBT 130, Haep Labor Consult, Bovenden
Th ermoprinter P93, Biometra
UV-Transilluminator Ultralum, Electronic Dual-Light-Transilluminator
UV-Gel-Dokumentation CCD-Kamera Ultralum, Carson Californien
Vortexer M51 Minishaker, IKA, Staufen
Wärmeschrank Heraeus, Hanau
Wasserbad Typ 1002, Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel
 HAAKE C10, HAAKE, Karlsruhe
Zentrifugen Biofuge pico, Heraeus, Hanau
 Megafuge 1.0 R, Heraeus, Hanau

7.3 Antibiotika
Ampicillin-Stocklösung 100 mg/ml, Roth, Karlsruhe
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Chloramphenicol-Stocklösung 34 mg/ml, Boehringer Mannheim, Mannheim
Penicillin-Streptomycin-Stocklösung 100x, PAA, Cambridge

7.4 Enzyme
20-Hydroxy-Ecdyson Sigma-Aldrich, St. Louis
AccuPrimeTM Taq DNA Polymerase Th ermo Fisher Scientifi c, Waltham
Elastase Sigma-Aldrich, St. Louis
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs, Ipswich
RNase A Boehringer Ingelheim
SP6 RNA Polymerase Roche Diagnostics, Rotkreuz
T7 RNA Polymerase Roche Diagnostics, Rotkreuz
Taq DNA Polymerase Axon, Kaiserslautern

7.5 Kits und Sonstiges
2-Log DNA Ladder New England Biolabs, Ipswich
Cell Dissociation Solution Sigma-Aldrich, St. Louis
DIG RNA Labeling Kit Roche Diagnostics, Rotkreuz
DIG RNA Labeling Mix Roche Diagnostics, Rotkreuz
Dynabeads® Mouse CD8 (Lyt 2) Th ermo Fisher Scientifi c, Waltham
 Fluoromount GTM Southern Biotech, Birmingham
Genomed Jetstar Midi Kit 2.0 Genomed, Löhne
Kulturschälchen μ-Dish35mm, high

tissue culture treated ibidi, Martinsried
NucleoSpin® Extract II Kit Macherey-Nagel, Düren
Oligotex mRNA Mini Kit Qiagen, Venlo
OneStep RT-PCR Kit Qiagen, Venlo
pCR®II-TOPO® Cloning Kit Th ermo Fisher Scientifi c, Waltham
RNAqueous®-Micro total RNA
Isolation Kit Th ermo Fisher Scientifi c, Waltham
Schneider’s Drosophila Medium Th ermo Fisher Scientifi c, Waltham
Shields and Sang M3 Insect Medium Sigma-Aldrich, St. Louis
Whatman® Paper Sigma-Aldrich, St. Louis

7.6 Puff er und Lösungen
DIGI 0,1 M Tris/HCl (pH 7,5), 0,15 M NaCl
DIGIII 0,1  M Tris/HCl (pH  9,5), 0,1  M NaCl, 50  mM 

MgCl2

DNA Ladepuff er (6x) 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, 0,1 % (w/v) Xylen-
cyanol, 0,9 % (w/v) Borsäure, 40 % (w/v) Glycerin 
in TBE

E1-Resuspensionspuff er 50 mM Tris/HCl (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 μg/
ml RNase A

E2-Lysepuff er 200 mM NaOH, 1 % (w/v) SDS
E3-Neutralisierungspuff er 3,2 M KaAc/Essigsäure (pH 5,5)
E4-Equilibrierungspuff er 600 mM NaCl, 100 mM NaAc/Essigsäure (pH 5,0), 

0,15 % (v/v) Triton X-100
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E5-Waschpuff er 800 mM NaCl, 100 mM NaAc/Essigsäure (pH 5,0)
E6-Elutionspuff er 125 mM NaCl, 100 mM Tris/HCl (pH 8,5)
Ethidiumbromid Lösung 10 μg/ml
Färbelösung in situ Hybridisierung 3,5 μl NBT, 3,5 μl BCIP, 0,1 % Tween 20, ad 1 ml 

DIGIII
Färbelösung Spot-Test 4,5 μl NBT, 3,5 μl BCIP, ad 1 ml DIGIII
F-PBS  3,7 % (w/v) Formaldehyd in 1x PBS
F-PBT  3,7 % (w/v) Formaldehyd in 1x PBT
Hybridisierungslösung 50  % Formamid, 5x SSC, 100  μg/ml Heparin, 

100 μg/ml Lachssperma DNA, 0,1 % Tween 20
PBS, 10x 130 mM NaCl, 7 mM Na2HPO4, 3 mM NaH2PO4 

in H2O, pH 7,4
PBT, 1x 0,1 % Tween 20 in PBS
PBSTD, 1x 0,3 % Triton X-100, 0,3 % Natriumdeoxycholat, in 

1x PBS
TBE, 10x 89 mM Tris/HCl (pH 8.2), 89 mM Borsäure, 2 mM 

EDTA
TE, 10x 100 mM Tris/HCl (pH 8), 10 mM EDTA

7.7 Nähr- und Kulturmedien für Drosophila und Escherichia coli
Maismehlagar 60 % (w/v) Maismehl, 7,15 % (w/v) Fructose, 1,2 % 

(w/v) Trockenhefe, 60 % (w/v) Malzextrakt, 0,14 % 
(w/v) Nipargin, 0,7 % Select Agar, 0,6 % (w/v) Pro-
pionsäure

Genitalscheiben-Kulturmedium 2  % Fetales Kälberserum, 0,5  % Penicillin-Strep-
tomycin, 0,1  μg/ml Ecdyson, in Shields and Sang 
M3 Insect Medium (nach Aldaz et al., 2010)

LB-Medium 1 % (w/v) Bacto Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 
0,5 % (w/v) NaCl, 2 % Bacto-Agar für LB-Platten

7.8 Bakterienstämme
DH5α Escherichia coli chemisch kompetente Zellen, supE44, ΔlacU169, F-, 

Φ80 lacZ, ΔM15, Lamda-, hsdR17, recA1, endA1, 
gyrA96, thi-1, relA1, (AG Renkawitz-Pohl, Univer-
sität Marburg)

7.9 Verwendete cDNAs
Alle verwendeten cDNAs wurden von Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP, Ber-
keley, CA) bezogen.
Gen cDNA Vektor
armadillo LD23131 pOT2
arrow LP19005 pOT2
focal adhesion kinase RE57482 pFLC-I
naked cuticle LP04418 pOT2
nemo AT14896 pOTB7
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7.10 Vektoren
pCR®II-TOPO® Vektor mit 3’ überhängenden Th ymidinen zur Klo-

nierung von PCR-Produkten, Th ermo Fisher Scien-
tifi c, Waltham

7.11 Oligonukleotide
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofi ns Genomics, Ebersberg 
synthetisiert.

7.11.1 Sequenzierungsprimer
Primername  Sequenz 5’ – 3’
M13 fwd  GTAAAACGACGGCCAG
M13 rev  CAGGAAACAGCTATGAC

7.11.2 Primer zur Sondenherstellung
Gen Primername Sequenz 5’ – 3’
frizzled2 fz2RTsen TCG TCC TCC TGC TGA CAT C
 fz2RTas CAT TCT CTC CGG CCAT TCG

7.11.3 Kontrollprimer für RT-PCR
Gen Primername Sequenz 5’ – 3’
alphaTub84B alphatub84B1fwd CAT AGC CGG CAG TTC GAA CG
 alphatub84B1rev GGA CCT CAT CGA CCA CAG TG
tpl94D tplRTsen GAG TGC ATC ACG TGA ATG GG
 tplRTas GCC ACG CTG ATC CGC ATT C
sgs5 sgs5RTsen TAG GAA CTA CCA ATG GGC TC
 sgs5RTas GAA GGG CCA ACA ATA GGA

7.11.4 Primer für RT-PCR
Gen Primername Sequenz 5’ – 3’
APC-like APClikeRTsen CCA GCC GTA CAG CTC AAG
 APClikeRTas CTG TTG GCT CTT GCG TAC
armadillo armRTsen CTC TGT CCG GCC AAT CAC
 armRTas GAT CGG TCA GCG GCC CAG TG
arrow arrowRTsen ATT CCA CTG CCC GTT TCT G
 arrowRTas GCT TCT CTG AAT CTC CCG T
Axin axinRTsen CCA AGA CAT TCT GGA CCA GC
 axinRTas GTT TCG CCT CCT CCA GTT
dachsous dachsousRTsen CAT TCG GGA AAC CTG GTC
 dachsousRTas CTC CCG TCA GGG AAT CCA T
diego diegoRTsen AAA TTG CGG TCC AAA GAC GG
 diegoRTas GTC CTT CTG TCC CTT TGC T
DWnt2 DWnt2RTsen ACG GAC TGC AAG TGC CAT G
 DWnt2RTas CTT CGC TCG CAG TAG TTG G
DWnt3 DWnt3RTsen TTC GTC AAG GCC GAT CTC
 DWnt3RTas CTC CCG ATG TCT TGG CCT T
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DWnt4 DWnt4RTsen ACA AGT GCA AGT GCC ACG
 DWnt4RTas CAG CGT GGT GTA TTG CGA
DWnt6 DWnt6RTsen TTT GGC CTT CGT CAC TCG
 DWnt6RTas GAC TCT CCG GCA TGA AGC T
DWnt10 DWnt10RTsen ATT CTA ACG CCC GAG GAG
 DWnt10RTas CTT GCG GAA CTG GTG CTT C
engrailed engRTsen CCC AAA CAG CCA AAG GAC
 engRTas CTC CTC CTC CTC CTT GGT CA
Fak FAKRTsen GCT CGG TGT AAA GCC TTT C
 FAKRTas GCC GCT GGA TTT ATG CCT C
Fak Isoform B FAKbRTsen GAC GAA TCT CTC GCT TTC CC
 FAKbRTas AAC CGA ACA GCC TTG AAG C
fat fatRTsen CAA TGG CAC TAT ACG CAC TC
 fatRTas CTT GAC AGC GAT AAC GAC C
starry night fl amingoRTsen TGT AAT GAC CAC AGT CCC AC
 fl amingoRTas GAG AAC CTT CAC CTG GAC A
frizzled fzRTsen TTG TCT TCT TGG CCG TTT G
 fzRTas CAA CTT TAG CCA GGG CCA
frizzled2 fz2RTsen TCG TCC TCC TGC TGA CAT C
 fz2RTas CAT TCT CTC CGG CCAT TCG
frizzled3 fz3RTsen AGG GCC TAA CGG ATT GCA G
 fz3RTas GTC AGA GGT GGG AGA TGC T
frizzled4 fz4RTsen TCC TGC GCT AGT GTC TTC
 fz4RTas CAT CGA GCC AAA GAT CCA GT
grunge grungeRTsen CTT GAA GCC CAC ATC GCA C
 grungeRTas CAT CTT GGC TTG CTG TGC
groucho grouchoRTsen CTG CAA CAG CAC GAC TTC
 grouchoRTas GTA GCC TTC TTA TCG CCC G
misshapen msnRTsen GCG CTT CCC AAC TCA AAT G
 msnRTas CAC GAT GAA GCA CCT TTG G
naked cuticle naked_RT_sen TGG ACC AGG TGG ACT GTC
 naked_RT_as GTG ACC CCG ACG CGC TCT T
nemo nemo_RT_sen TCA GCT CGC ATG CCA CGC A
 nemo_RT_as GAA GGC TGC ACT CTG TGG A
Notum notum_RT_sen TCC CAG TGG CCA GAG ACG A
 notum_RT_as GCC ATT GGA AAA CGA AAA GC
pangolin pangolin_RT_sen CCG TCA AAA TCA TGC CTC
 pangolin_RT_as GGC CTT GAA ATT TTG TGA CC
prickle prickleRTsen GAC GAC CTA ATC TCC ACG
 prickleRTas CCT CCC GCA TGA TAT ACC
shaggy sggRTsen CGT ATA CAA AGT GGC TCG C
 sggRTas CTG ATC CAC ACC GGA ATC G
Van Gogh vangRTsen CTC GCG GAA TCA CAA CAA C
 vangRTas GTG ACG GCG GTA GTA TTC T
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wingless wgRTsen ACC CGA TCA GCA AGA TCC
 wgRTas CGA GGT CTC ATT GCA CTG G

7.12 Verwendete Antikörper und Marker
Die verwendeten Verdünnungen sowie die Herkunft der primären und sekundären Antikör-
per sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

7.12.1 Primäre Antikörper
Antikörper Verdünnung Herkunft Referenz
anti-Armadillo 1:20 Maus Hybridoma Bank, Iowa 

N2 7A1
anti-β3-Tubulin 1:10000 Meerschweinchen Buttgereit et al., 1996
anti-Cadherin-N 1:100 Ratte Hybridoma Bank, Iowa 

DN-Ex #8
anti-Digoxigenin-AP 1:2000/1:5000 Schaf Roche Diagnostics, Rot-

kreuz
anti-Duf 1:500 Kaninchen Kreisköther et al., 2006
anti-Starry night 1:20 Maus Hybridoma Bank, Iowa 

Flamingo #74
anti-Frizzled2 1:20 Maus Hybridoma Bank, Iowa 

12A7
anti-Groucho 1:20 Maus Hybridoma Bank, Iowa 

anti-gro
anti-MAPK, Activated 1:500 Maus Sigma-Aldrich, St. Louis 

M9692
anti-Mef2 1:500 Kaninchen Bour et al., 1995
anti-Stumps 1:500/1:1000 Kaninchen Vincent et al., 1998
anti-Tropomyosin 1:1000 Ratte Abcam, Cambridge
[MAC 141]   ab50567

7.12.2 Sekundäre Antikörper
Antikörper Verdünnung Referenz
anti-Kaninchen, DyLight549 1:500 Vector laboratories, Burlingame
anti-Kaninchen, Cy5 1:500 Jackson ImmunoResearch Labo-

ratories, West Grove
anti-Maus, DyLight549 1:500 Vector laboratories, Burlingame
anti-Maus, Cy5 1:500 Jackson ImmunoResearch Labo-

ratories, West Grove
anti-Meerschweinchen, Cy2 1:500 Jackson ImmunoResearch Labo-

ratories, West Grove
anti-Ratte, Alexa Fluor® 488 1:500 Jackson ImmunoResearch Labo-

ratories, West Grove
anti-Ratte, Cy3 1:500 Jackson ImmunoResearch Labo-

ratories, West Grove

7.12.3 Fluoreszenz-gekoppelte Marker
Marker Verdünnung Referenz
Phalloidin–Atto 565 1:500 Sigma-Aldrich, St. Louis
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Hoechst 33342 1:125 Th ermo Fisher Scientifi c, Walt-

ham

7.13 Verwendete Seren
Fetales Kälberserum Biochrom AG, Berlin
Ziegenserum Vector laboratories, Burlingame

7.14 Drosophila-Stämme
Die verwendeten Drosophila-Linien mit dem Kürzel BL wurden über das Bloomington Dro-
sophila Stock Center, Bloomington, USA bezogen. Die mit v versehenen Fliegenlinien stam-
men aus dem Vienna Drosophila Resource Center, Wien, Österreich.

7.14.1 Allgemeine Fliegenlinien
Fliegenlinie Beschreibung Referenz
BL6326 w1118, Wildytp Hoskins et al., 2001

7.14.2 RNAi-Fliegenlinien
Fliegenlinie Beschreibung Referenz
v51468 UAS-APC-like-RNAi De Graeve et al., 2012
BL31304 UAS-armadillo-RNAi
BL31305 UAS-armadillo-RNAi
BL35004 UAS-armadillo-RNAi König und Shcherbata, 2015
BL31313 UAS-arrow-RNAi
BL31473 UAS-arrow-RNAi
BL53342 UAS-arrow-RNAi
BL34572 UAS-branchless-RNAi
BL40871 UAS-breathless-RNAi
v27106 UAS-breathless-RNAi Sen et al., 2011
BL31760 UAS-corkscrew-RNAi
v108352 UAS-corkscrew-RNAi
BL35040 UAS-diego-RNAi González Morales, 2014
v108410 UAS-diego-RNAi González Morales, 2014
v38077 UAS-DWnt2-RNAi
v104338 UAS-DWnt2-RNAi Luo et al., 2015
v38010 UAS-DWnt4-RNAi
v104671 UAS-DWnt4-RNAi
v108608 UAS-FAK-RNAi
BL27568 UAS-frizzled2-RNAi
BL31312 UAS-frizzled2-RNAi
BL31390 UAS-frizzled2-RNAi
v44391 UAS-frizzled2-RNAi Lüchtenborg et al., 2014
BL35024 UAS-heartless-RNAi
v6692 UAS-heartless-RNAi Irizarry und Stathopoulos, 2015; 

Sen et al., 2011
BL28791 UAS-misshapen-RNAi
v101517 UAS-misshapen-RNAi Lewellyn et al., 2013
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v108679 UAS-pangolin-RNAi Swaminathan et al., 2012
v101480 UAS-prickle-RNAi Ng, 2012
v36523 UAS-pyramus-RNAi Irizarry und Stathopoulos, 2015
v101538 UAS-shaggy-RNAi Reim et al., 2014
v7376 UAS-Van Gogh-RNAi González Morales, 2014; Ng, 

2012
v21317 UAS-stumps-RNAi Franzdóttir et al., 2009; Sen et 

al., 2011
v105603 UAS-stumps-RNAi
v24536 UAS-thisbe-RNAi Franzdóttir et al., 2009; Sen et 

al., 2011
v102441 UAS-thisbe-RNAi

7.14.3 Gal4-Treiberlinien
Fliegenlinie Beschreibung, Referenz
Mef2-Gal4 Myoblasten-spezifi scher Gal4-Treiber, Ranganayakulu et al., 

1995
UAS-Dcr-2;;Mef2-Gal4 Myoblasten-spezifi scher Gal4-Treiber, Ranganayakulu et al., 

1995, verstärkt durch Dicer-2 (BL25756)
UAS-mCD8-GFP;Mef2-Gal4 Myoblasten-spezifi scher Gal4-Treiber, Ranganayakulu et al., 

1995 in Kombination mit membranständigem GFP in allen 
Myoblasten (BL32186)

BL6982 C564-Gal4, Gal4-Treiber in der adulten Testishülle, Hrdlicka 
et al., 2002

BL6986 C805-Gal4, Gal4-Treiber in der adulten Testishülle, Hrdlicka 
et al., 2002

BL6990 C855a-Gal4, Gal4-Treiber in der adulten Testishülle, Hrdlicka 
et al., 2002

BL6991 MJ12a-Gal4, Gal4-Treiber in der adulten Testishülle, Pig-
mentzellen, Hrdlicka et al., 2002

BL6992 MJ33a-Gal4, Gal4-Treiber im Testis, Pigmentzellen, Hrdlicka 
et al., 2002

BL6997 T100-Gal4, Gal4-Treiber in Testes-Muskeln und Keimzellen, 
Hrdlicka et al., 2002

BL12796 fz2BG01711, Gal4-Treiber im frizzled2-Muster
BL23827 pyrMB02808, Gal4-Treiber im pyramus-Muster
BL24567 MrtfMB04134, Gal4-Treiber im Mrtf-Muster
H94-Gal4 Gal4-Treiber in einem Teil embryonaler Muskeln (zur Verfü-

gung gestellt von Krzysztof Jagla, Clermont University Cler-
mont-Ferrand, Frankreich)

SG24-Gal4 Gal4-Treiber im twist-Muster
tgx-Gal4 Gal4-Treiber im twist-Muster
wg-Gal4 Gal4-Treiber im wingless-Muster

7.14.4 Mutanten
Fliegenlinie Beschreibung, Referenz
BL6651 DWnt4C1, Röntgenstrahl-Mutagenese von DWnt4, Kozopas 

et al., 1998
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BL6907 DWnt2L amorphes Allel, DWnt4C1 Röntgenstrahl-Muta-

genese von DWnt4, Kozopas et al., 1998
BL6909 DWnt2L amorphes Allel, Kozopas et al., 1998
BL6958 DWnt2O loss of function Allel, amorphes Allel, Kozopas et 

al., 1998
BL6959 DWnt2RJ temperatursensitives hypomorphes Allel, Kozopas 

et al., 1998
BL6960 DWnt2I amorphes Allel, temperatursensitives loss of function 

Allel, Kozopas et al., 1998

7.14.5 UAS-Eff ektorstämme
Fliegenlinie Beschreibung, Referenz
BL6961 UAS-DWnt2.K Transgen für ektopische Expression, Kozopas 

et al., 1998
BL32186 UAS-mCD8-GFP, membranständiges GFP
BL25756 UAS-Dicer-2

7.14.6 Reporterlinien
Fliegenlinie Beschreibung, Referenz
BL8555 armadillo-GFP Reporterkonstrukt
BL8556 armadillo-GFP Reporterkonstrukt
BL41774 dishevelled-eGFP Reporterkonstrukt
BL56298 EndoAMI11164, endophilinA GFP gene trap
YD0233 FAK Enhancer GFP Trap, Flytrap: Buszczak et al., 2007
CB02997 frizzled2 Enhancer GFP Trap, Flytrap: Buszczak et al., 2007
G00357 frizzled3 Enhancer Opposite GFP Trap, Flytrap: Buszczak et 

al., 2007
CC00523 misshapen Protein GFP Trap, Flytrap: Buszczak et al., 2007
BL30678 MrtfMI00251, Mrtf GFP Trap
BL52180 MrtfMI09592, Mrtf GFP Trap
BL56442 MrtfMI11624, Mrtf GFP Trap
BL36194 nmoMI03101, nemo GFP Trap
BL38664 nemo-GFP.FLAG Reporterkonstrukt
BL58656 nmoMI13287, nemo GFP Trap
CB02015 nemo Enhancer GFP Trap, Flytrap: Buszczak et al., 2007
BL43799 picoMI07183, pico GFP Trap
G00015 shaggy Protein GFP Trap, Flytrap: Buszczak et al., 2007
P01776 shaggy Protein GFP Trap, Flytrap: Buszczak et al., 2007
ZCL1626 shaggy Protein GFP Trap, Flytrap: Buszczak et al., 2007
ZCL1912 shaggy Protein GFP Trap, Flytrap: Buszczak et al., 2007
BL38670 Stat92E-GFP.FLAG Reporterkonstrukt
ZCL1700 trol Protein GFP Trap, Flytrap: Buszczak et al., 2007
ZCL1973 trol Protein GFP Trap, Flytrap: Buszczak et al., 2007
CC00791 viking Protein GFP Trap, Flytrap: Buszczak et al., 2007
G00205 viking Protein GFP Trap, Flytrap: Buszczak et al., 2007
G00454 viking GFP Trap, Flytrap: Buszczak et al., 2007
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7.15 Verwendete Software und Internetseiten
Adobe Bridge CS6 Adobe Systems Incorporated, San José
Adobe Illustrator CS6 Adobe Systems Incorporated, San José
Adobe InDesign CS6 Adobe Systems Incorporated, San José
Adobe Photoshop CS6 Adobe Systems Incorporated, San José
ApE® – A plasmid Editor by M. Wayne Davis
AxioVision LE64 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena
Mendeley Desktop Mendeley Ltd.
Microsoft Offi  ce Excel 2016 Microsoft Corporation, Redmond
Microsoft Offi  ce Word 2016 Microsoft Corporation, Redmond
OligoCalc – Oligonucleotide http://www.basic.northwestern.edu/
Properties Calculator biotools/oligocalc.htm
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8. Methoden

8.1 Histologische Methoden

8.1.1 Präparation von Genitalscheiben und pupalen Testes

Männliche weiße Vorpuppen werden gesammelt und in einer Petrischale mit feuchtem 

Whatman® Paper bis zum gewünschten Alter auf 25°C gehalten. Danach wird die hintere 

Hälfte der Puppen mit einem Skalpell abgeschnitten und in einen Tropfen PBS transferiert. 

Genitalscheiben und/oder pupale Testes werden aus den Puppen herauspräpariert und in ein 

Blockschälchen mit PBT überführt. Die anschließende Fixierung erfolgt für 20 min in 4 % 

F-PBS. Die Fixierung sowie alle nachfolgenden Waschschritte werden bei Raumtemperatur 

auf dem Schüttler durchgeführt.

8.1.2 Präparation adulter Reproduktionssysteme

Junge männliche Fliegen werden gesammelt und betäubt, die Reproduktionssysteme 

in einem Tropfen PBS herauspräpariert. Die Fixierung wird für 20 min in 4 % F-PBS durch-

geführt. Dieser Schritt sowie alle weiteren Waschschritte erfolgen bei Raumtemperatur auf 

dem Schüttler.

8.1.3 Immunfl uoreszenz an Genitalscheiben, pupalen Testes sowie adulten Reproduk-
tionssystemen

Nach der Fixierung der Genitalscheiben, pupalen Testes oder adulten Reproduktions-

systeme werden diese dreimal für jeweils 10 min in PBT gewaschen. Zur Vermeidung unspezi-

fi scher Bindungen der Antikörper folgt ein 30-minütiger Blockschritt in 5 % Ziegenserum in 

PBT. Der Erstantikörper wird anschließend direkt in diese Blocklösung gegeben, die Inkuba-

tion erfolgt über Nacht bei 4°C. Am folgenden Tag werden die Gewebe wiederum dreimal für 

jeweils 10 min in PBT gewaschen. Nach diesen Waschschritten folgt die Inkubation mit dem 

Fluoreszenz-gekoppelten Zweitantikörper (1:500, in PBT). Diese erfolgt im Dunkeln für 

2 Stunden bei Raumtemperatur. Drei weitere 10-minütige Waschschritte in PBT werden im 

Dunkeln durchgeführt. An Genitalscheiben sowie pupalen Testes wird eine Kernfärbung mit 

Hoechst (1:125, in PBT) über Nacht bei 4°C gemacht. An adulten Reproduktionssystemen 

wird eine Kernfärbung mit Hoechst (1:125, in PBT) sowie eine Färbung des Cytoske letts 

mit Phalloidin (1:500, in PBT) durchgeführt, ebenfalls bei 4°C über Nacht. Genital scheiben 

werden am folgenden Tag in Fluoromount GTM eingebettet und bei 4°C aufbewahrt. Pu-

pale Testes sowie adulte Reproduktionssysteme verbleiben bei 4°C bis zur Auswertung als 

Frischpräparate.
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8.1.4 Cytoskelett- und Kernfärbungen an adulten Reproduktionssystemen

Nach der Fixierung der adulten männlichen Reproduktionssysteme folgen drei 

10-minütige Waschschritte in PBT. Anschließend wird das Cytoskelett mit Phalloidin (1:500, 

in PBT) und die Zellkerne mit Hoechst (1:125, in PBT) markiert. Diese Inkubation erfolgt 

im Dunkeln und bei 4°C über Nacht. Die Reproduktionssysteme verbleiben bei 4°C bis zur 

Auswertung als Frischpräparate.

8.1.5 Live imaging von ex vivo Kulturen von Genitalscheiben und pupalen Testes

Das Protokoll für ex vivo Kulturen von Genitalscheiben und pupalen Testes wurde 

nach Aldaz et al., 2010 modifi ziert und etabliert.

Männliche weiße Vorpuppen werden gesammelt und wie zuvor beschrieben bis zum 

gewünschten Alter gehalten. Die hintere Hälfte der Puppen wird mit einem Skalpell ab-

geschnitten und in einen Tropfen Genitalscheiben-Kulturmedium transferiert. Die Geni-

talscheiben und/oder pupalen Testes werden herauspräpariert und in ein Kulturschälchen 

(μ-Dish35mm, high tissue culture treated, ibidi) mit 2 ml Genitalscheiben-Kulturmedium trans-

feriert. Das Kulturmedium setzt sich aus folgenden Komponenten zusammen:

 2 % Fetales Kälberserum
 0,5 % Penicillin-Streptomycin
 0,1 μg/ml Ecdyson
 in Shields and Sang M3 Insect Medium

Das Genitalscheiben-Kulturmedium wird frisch angesetzt und kann bei 4°C für bis zu 

4 Tage aufbewahrt werden. Die Entwicklung der Genitalscheiben und/oder pupalen Testes 

kann an einem inversen Fluoreszenz-Mikroskop verfolgt werden. Hierzu werden für bis zu 

10 Stunden oder über Nacht alle 15 bis 30 min Z-Stapel aufgenommen.

Für größere Experimente mit verschiedenen Ansätzen können die Genitalscheiben 

und/oder pupalen Testes alternativ in Well-Platten kultiviert werden. Hierfür werden sie bei 

25°C im Dunkeln aufbewahrt und die Entwicklung wird etwa alle 4 Stunden an einem in-

versen Fluoreszenz-Mikroskop kontrolliert.

8.1.6 in situ Hybridisierung an Genitalscheiben und pupalen Testes

Das Protokoll für in situ Hybridisierungen an Genitalscheiben und pupalen Testes 

wurde nach Kozopas et al., 1998 sowie einem bestehenden Protokoll für adulte Testes modi-

fi ziert und etabliert.

Männliche weiße Vorpuppen werden wie zuvor beschrieben gesammelt und gehalten. 

Genitalscheiben und/oder pupale Testes werden präpariert und in einem Blockschälchen mit 
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PBS auf Eis gesammelt. Die Fixierung erfolgt auf Eis für 15 min in 4 % F-PBS. Anschließend 

wird die gleiche Menge PBSTD zur Fixierlösung hinzugegeben, die Gewebe werden noch 

einmal für 15 min bei Raumtemperatur fi xiert und permeabilisiert. Anschließend erfolgt eine 

15-minütige Permeabilisierung in PBSTD sowie zwei Waschschritte für jeweils 10 min in 

PBT. Es folgt ein Wechsel von PBT zu Hybridisierungslösung (HS-Lösung). Hierzu werden 

drei Waschschritte in den Verhältnissen 3:1, 1:1 und 1:3 von PBT zu HS-Lösung vollzogen, 

die jeweils 10  min dauern. Anschließend werden die Gewebe für 10  min in HS-Lösung 

gewaschen. Für die Prähybridisierung werden pro Probe 500 μl HS-Lösung bei 100°C für 

5 min aufgekocht. Die HS-Lösung wird auf die Genitalscheiben und/oder pupalen Testes 

gegeben, die Prähybridisierung erfolgt für 1-4 Stunden bei 58°C. Währenddessen werden die 

Sonden (1:100, in HS-Lösung) für 5 min auf 80°C erhitzt und danach bis zur Verwendung 

auf Eis gelagert. Die Sonden werden auf die Genitalscheiben gegeben, die Hybridisierung 

erfolgt über Nacht bei 54-60°C.

Am folgenden Tag werden die Gewebe für 20 min in vorgewärmter HS-Lösung ge-

waschen. Es folgt der Wechsel von HS-Lösung zurück in PBT. Hierzu werden drei 20-minütige 

Waschschritte bei 54-60°C in den Verhältnissen 3:1, 1:1 und 1:3 von HS-Lösung zu PBT 

durchgeführt. Die Genitalscheiben und/oder pupalen Testes werden viermal für jeweils 5 min 

in PBT gewaschen, wobei die letzten beiden Waschschritte bei Raumtemperatur verrichtet 

werden. Die Inkubation mit dem anti-Digoxigenin-AP Antikörper (1:2000, in PBT) erfolgt 

über Nacht bei 4°C.

Am dritten Tag werden zur Entfernung des Antikörpers vier 20-minütige Waschschritte 

mit PBT durchgeführt. Es folgen drei 10-minütige Waschschritte in DIGIII unter Zugabe 

von 0,1 % Tween 20. Anschließend erfolgt die Färbung für ca. 30 min bis 2 Stunden in 

1 ml Färbelösung (3,5 μl NBT, 3,5 μl BCIP, 0,1 % Tween 20, ad 1 ml DIGIII) im Dunkeln. 

Nach der Färbung werden die Genitalscheiben und/oder pupalen Testes noch einmal in 4 % 

F-PBT fi xiert. Die Fixierlösung wird in mehreren 10-minütigen Waschschritten in PBT aus-

gewaschen, danach werden die Gewebe entwässert. Die Entwässerung wird in 50 %, 75 % 

sowie 96 % Ethanol durchgeführt. In jeder Verdünnung wird zweimal gewaschen, wobei der 

erste Schritt kurz ist und der zweite 10 min dauert. Abschließend wird das 96 % Ethanol 

noch einmal ausgetauscht und die Genitalscheiben und/oder pupalen Testes werden über 

Nacht bei 4°C gelagert, bevor sie am folgenden Tag in Epon eingebettet werden.
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8.2 Molekularbiologische Methoden

8.2.1 Herstellung DIG-markierter RNA-Sonden

Zur Herstellung von Sonden werden zuerst die Vektoren linearisiert, in denen das zu 

untersuchende Gen bzw. dessen cDNA enthalten ist. Für das Transkript dieses Gens sollen 

Sonden hergestellt werden, um die Transkription in situ nachvollziehen zu können. Hier-

zu werden 1-5  μg der Plasmid-DNA mit 0,3  μl eines FastDigest® Restriktionsenzyms für 

ca. 60 min restringiert.

Die linearisierte Vektor-DNA wird anschließend durch eine Ethanol-Fällung präzipi-

tiert. Hierfür werden zur DNA-Lösung 1/10 VT Natriumacetatlösung (3 M) und 2,5 VT 

eiskalter 96 % Ethanol gegeben. Die DNA wird für 15 min bei -20°C gefällt. Es folgt eine 

30-minütige Zentrifugation bei 13.000  Upm und 4°C. Nach Verwerfen des Überstandes 

wird das DNA-Pellet in 70 % Ethanol gewaschen (20 min, 4°C, 13.000 Upm), das resul-

tierende Pellet wird an der Luft getrocknet und in 10 μl RNase-freiem H2O aufgenommen.

Anschließend erfolgt die in vitro Transkription der RNA-Sonden. Hierzu wird das 

DIG RNA Labeling Kit (Roche Diagnostics, Rotkreuz) verwendet.

Reaktionsansatz: 1-5 μg linearisierte Vektor-DNA
 2 μl Transkriptionspuff er (10x)
 2 μl DIG RNA Labeling Mix (10x)
 1 μl RNA Polymerase
 ad 20 μl RNase freies H2O

Die in vitro Transkription erfolgt für 2-3 Stunden bei 37°C. Die RNA-Sonden werden 

anschließend durch eine erneute Ethanol-Fällung präzipitiert und in 50  μl RNase-freiem 

H2O resuspendiert. Die Sonden werden bei -20°C gelagert.

8.2.2 Spot-Test DIG-markierter RNA-Sonden

Zur Kontrolle der DIG-markierten RNA-Sonden wird ein Spot-Test durchgefüh-

rt. Hier zu wird je 1 μl von drei Verdünnungsstufen (1:10, 1:100, 1:1000 in ddH2O) auf 

eine Nylonmembran gegeben und durch Bestrahlung mit UV-Licht kovalent vernetzt. Die 

Membran wird eine Minute in DIGI gewaschen und für 30  min in PBT geblockt. An-

schließend wird die Membran für 30 min mit anti-Digoxigenin-AP (1:5000 in PBT) inkubi-

ert. Nach zwei 5-minütigen Waschschritten in DIGI folgt ein 2-minütiger in DIGIII. Die 

anschließende Färbung erfolgt im Dunkeln mit 2 ml Färbelösung (4,5 μl NBT, 3,5 μl BCIP 

ad 1  ml  DIGIII). Wird nach etwa 5  Minuten eine Färbung bei der 1:1000-Verdünnung 

sicht bar, ist die Sonde ausreichend markiert. Die Färbung wird durch Waschen gestoppt und 

die Membran an der Luft getrocknet.
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8.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR) dient der Ampli-

fi kation spezifi scher DNA-Fragmente. Hierzu benötigt man synthetisch hergestellte einzel-

strängige Oligonukleotide, sogenannte Primer, die zu den 5‘- sowie 3‘-Enden des zu ampli-

fi zierenden DNA-Fragmentes komplementär sind. Eine hitzestabile Taq-Polymerase kann 

den DNA-Abschnitt zwischen den beiden Primern synthetisieren, wodurch es in 30 Zyklen 

zu einer exponentiellen Vervielfachung des DNA-Fragmentes kommt. Die Bedingungen der 

PCR variieren in Abhängigkeit der Größe des zu amplifi zierenden Fragmentes sowie der 

Schmelztemperatur (melting temperature, Tm) der Primer. Im Rahmen dieser Arbeit wurde 

zur Durchführung der PCR die AccuPrimeTM Taq DNA Polymerase (Th ermo Fisher Scien-

tifi c, Waltham) sowie die Taq DNA Polymerase (Axon, Kaiserslautern) verwendet.

Protokoll bei Verwendung der AccuPrimeTM Taq DNA Polymerase
Reaktionsansatz: 1 μl genomische DNA (1:10)
 5 μl AccuPrimeTM PCR Puff er II (10x)
 0,5 μl sense-Primer (20 pmol/μl)
 0,5 μl antisense-Primer (20 pmol/μl)
 0,4 μl AccuPrimeTM Taq DNA Polymerase (2 U/μl)
 ad 50 μl ddH2O
PCR Bedingungen:
1. Initiale Denaturierung 95°C 5 min
2. Denaturierung 95°C 30 sec
3. Annealing Tm 1 min
4. Elongation 68°C 1 min pro 1 kb, Anzahl PCR-Zyklen: 30
5. Elongation 68°C 10 min
6. Pause 4°C ∞

Protokoll bei Verwendung der Taq DNA Polymerase (Axon)
Reaktionsansatz: 1 μl genomische DNA (1:10)
 5 μl Puff er BD (10x)
 5 μl MgCl2 (25 mM)
 5 μl dNTP (2 mM pro NTP)
 1 μl sense-Primer (25 pmol/μl)
 1 μl antisense-Primer (25 pmol/μl)
 0,5 μl Taq DNA Polymerase (5 U/μl)
 ad 50 μl ddH2O
PCR Bedingungen:
1. Initiale Denaturierung 95°C 10 min
2. Denaturierung 95°C 1 min
3. Annealing Tm 1 min
4. Elongation 72°C 1 min pro 1 kb, Anzahl PCR-Zyklen: 30
5. Elongation 72°C 10 min
6. Pause 4°C ∞
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8.2.4 Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente können mittels Gelelektrophorese bezüglich ihrer Größe vonein-

ander getrennt werden. Um Agarosegele für diesen Zweck zu gießen, wird 1 % Agarose in 

1x TBE aufgekocht und auf ca. 60°C abkühlen gelassen. Pro 100 ml Agarosegel wird 1 μl 

Ethidiumbromid hinzugegeben. Das Agarosegel wird gegossen, ein Kamm wird eingesteckt 

und nach Aushärtung des Gels herausgezogen. Als Laufpuff er wird 1x TBE verwendet. Es 

werden 2 μl Größenstandard sowie die mit Ladepuff er versetzten aufzutrennenden Proben 

in die Taschen geladen. Je nach Größe des Gels werden Spannungen von 60 – 100 V ange-

legt. Die DNA-Fragmente werden aufgrund des negativ geladenen Phosphat-Rückgrates in 

Richtung der Anode laufen und durch Interkalation des Ethidiumbromids durch UV-Licht 

sichtbar gemacht.

8.2.5 Ligation von PCR-Produkten mithilfe des TOPO® Cloning Kits

Zur Ligation von PCR-Produkten in den pCR®II-TOPO® Vektor wird das TOPO® 

Cloning Kit (Th ermo Fisher Scientifi c, Waltham) verwendet.

Reaktionsansatz: 2 μl PCR-Produkt
 ad 5 μl ddH2O
 0,5 μl pCR®II-TOPO® Vektor

Die Komponenten werden gemischt und für 5-10 min bei Raumtemperatur inkubiert.

8.2.6 Transformation chemisch kompetenter DH5α Zellen

8.2.6.1 Transformation eines Ligationsansatzes

Zur Transformation chemisch kompetenter DH5α Escherichia coli Zellen werden 2 μl 

des Ligationsansatzes auf die Zellen gegeben. Diese werden für 30 min auf Eis inkubiert, 

bevor ein Hitzeschock für 30 sec bei 42°C durchgeführt wird. Die Zellen werden für 2 min 

zurück auf Eis gestellt und 250  μl vorgewärmtes LB-Medium wird hinzugefügt. Es folgt 

eine etwa 45-minütige Inkubation der Zellen bei 37°C auf dem Schüttler. Anschließend 

werden die Zellen auf Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und 

über Nacht verkehrt herum bei 37°C inkubiert.

8.2.6.2 Transformation von cDNAs

Zur Transformation gekaufter cDNAs auf Whatman® Plättchen wird das Plättchen 

zunächst halbiert, wobei nur eine Hälfte weiterbearbeitet wird. Zum Abwaschen der Chemi-

kalien vom Whatman® Plättchen werden 50 μl steriles TE (1x) hinzugegeben und für 1-2 sec 

auf- und abpipettiert. Das TE wird abgezogen und das Plättchen auf Eis gelagert, bis 50 μl 
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chemisch kompetente DH5α Zellen hinzugefügt werden. Es folgt eine 30-minütige Inkuba-

tion auf Eis, bevor der Hitzeschock für 2 min bei 37°C durchgeführt wird. Die Zellen werden 

ohne das Plättchen in 1 ml vorgewärmtes LB-Medium gegeben, für 60 min bei 37°C schüt-

telnd inkubiert und anschließend auf einer Agarplatte mit dem entsprechenden Antibioti-

kum ausplattiert. Das Wachstum der Zellen erfolgt bei 37°C über Nacht.

8.2.7 Plasmidaufreinigung in analytischem Maßstab (Mini-Präparation)

Für eine Mini-Präparation wird zunächst eine Kolonie der Agarplatte in 3  ml LB-

Medium mit 2 μl Chloramphenicol (34 mg/ml) bzw. 3 μl Ampicillin (100 mg/ml) angeimpft 

und über Nacht schüttelnd bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag werden 1,5  ml dieses 

Ansatzes bei 13.000 Upm für 30  sec abzentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und 

das Zell-Pellet in 100 μl Puff er E1 resuspendiert. Nach Zugabe von 200 μl Puff er E2 und 

Mischen durch Invertieren erfolgt eine 5-minütige Inkubation bei Raumtemperatur, in der 

die Zellen einer alkalischen Lyse unterzogen werden. Durch Hinzufügen von 150 μl Puf-

fer E3 sowie Invertieren wird der Ansatz neutralisiert. Nach einer Zentrifugation für 5 min 

bei 13.000 Upm wird der klare Überstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. 

Mit 320 μl Isopropanol wird die Plasmid-DNA bei einer 30-minütigen Zentrifugation mit 

13.000 Upm bei 10°C gefällt. Der Überstand wird verworfen und das Pellet mit 320 μl 70 % 

Ethanol gewaschen (13.000 Upm, 10 min, 10°C). Das resultierende Pellet wird für 3-5 min 

an der Luft getrocknet und in 25 μl ddH2O resuspendiert. Die Lagerung erfolgt bei 4°C.

8.2.8 Plasmidaufreinigung in präparativem Maßstab (Midi-Präparation)

Um eine größere Menge Plasmid-DNA gewinnen zu können, wir eine Midi-Prä-

paration durchgeführt. Hierzu werden zunächst 30 μl einer Übernacht-Kultur sowie 30 μl 

des entsprechenden Antibiotikums (Chloramphenicol 34 mg/ml, Ampicillin 100 mg/ml) in 

50 ml LB-Medium angeimpft und über Nacht schüttelnd bei 37°C inkubiert. Am folgenden 

Tag wird die angewachsene Kultur für 10 min bei 4.000 Upm und 10°C abzentrifugiert. 

Der Überstand wird verworfen und das Zell-Pellet in 4 ml Puff er E1 resuspendiert. Durch 

Zugabe von 4 ml Puff er E2, Invertieren sowie eine 5-minütige Inkubation bei Raumtem-

peratur werden die Zellen aufgeschlossen. In der Zwischenzeit wird eine Säule mit 10 ml 

Puff er  E4 equilibriert. Die Neutralisation erfolgt durch Zugabe von 4  ml Puff er  E3 und 

Invertieren des Ansatzes. Anschließend wird eine Zentrifugation für 10 min bei 6.000 Upm 

durchgeführt. Der klare Überstand wird auf die equilibrierte Säule gegeben. Nachdem die 

Säule leergelaufen ist folgen zwei Waschschritte mit jeweils 10 ml Puff er E5. Zur Elution der 

gebundenen DNA werden 5 ml Puff er E6 auf die Säule gegeben, das Eluat wird in einem 
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15 ml Falcon aufgefangen. Zur Fällung der Plasmid-DNA werden 3,5 ml Isopropanol hin-

zugegeben, invertiert und nach Aufteilung auf vier 2 ml Reaktionsgefäße werden diese für 

30 min bei 13.000 Upm und 10°C zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und die Pel-

lets werden mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen (13.000 Upm, 10 min, 10°C). Nachdem die 

resultierenden Pellets für 3-5 min an der Luft getrocknet wurden, wird jedes in 30 μl ddH2O 

aufgenommen, gelöst und zusammengeführt. Die Lagerung erfolgt bei 4°C.

8.2.9 Plasmid-Restriktion mithilfe von Endonukleasen

Die Analyse der Plasmid-DNA bezüglich der Insertion von DNA-Fragmenten erfolgt 

mithilfe von Restriktionsenzymen. Für eine Restriktion werden FastDigest® Restriktionsen-

donukleasen (New England Biolabs, Ipswich) verwendet.

Reaktionsansatz: bis zu 3 μg Plasmid-DNA
 0,25-0,3 μl FastDigest® Restriktionsenzym (jeweils)
 2 μl CutSmart® Puff er (10x)
 ad 20 μl ddH2O

Die Restriktion erfolgt für 30 min bei 37°C. Zur Analyse der Proben werden jeweils 

10 μl auf ein Agarosegel aufgetragen.

8.2.10 Isolierung mCD8-GFP-positiver Myoblasten aus Genitalscheiben

Männliche weiße Vorpuppen der Fliegenlinie MefGal4>>UAS-mCD8-GFP werden 

gesammelt und bis zum gewünschten Alter gehalten. Für die Isolierung der Myoblasten 

werden Genitalscheiben möglichst steril in Schneider’s Drosophila Medium präpariert und 

auf Eis in einem Reaktionsgefäß gelagert. Die Genitalscheiben werden dreimal kurz mit 

jeweils 150 μl Cell Dissociation Solution (Sigma-Aldrich, St. Louis) gewaschen, bevor die 

Dissoziation der Genitalscheiben beginnt. Hierzu werden 10 μl Elastase (5 mg/ml, in Cell 

Dissociation Solution) auf die Genitalscheiben gegeben, der Ansatz wird leicht geschüttelt 

und die Reaktion für 5  min bei Raumtemperatur durchgeführt. Währenddessen werden 

die magnetischen Beads vorbereitet, die zur Isolation der mCD8-positiven Myoblasten ver-

wendet werden. Hierzu werden 10 μl Dynabeads® Mouse CD8 (Th ermo Fisher Scientifi c, 

Waltham) in 1 ml Cell Dissociation Solution resuspendiert, der Ansatz wird für 1 min in ein 

magnetisches Gestell gehalten, um die Lösung ohne die Dynabeads® abzuziehen. Die nun 

gewaschenen Dynabeads® werden in 10 μl Cell Dissociation Solution aufgenommen. Auf die 

dissoziierten Genitalscheiben werden ebenfalls 170 μl Cell Dissociation Solution gegeben, 

bevor die Dynabeads® hinzugefügt werden. Die folgende Inkubation fi ndet auf Eis für 20 min 

statt, hierbei sollte sich der Ansatz leicht bewegen. Zur Aufreinigung der an die Dynabeads® 
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gebundenen Myoblasten folgen drei Waschschritte. In jedem Waschschritt wird der Ansatz 

für 2 min in das magnetische Gestell gehalten, der Überstand wird abgenommen und die an 

die Dynabeads® gebundenen Myoblasten werden in 1 ml Cell Dissociation Solution resus-

pendiert. Hierbei ist zu beachten, dass der Ansatz kühl zu halten ist. Aus den aufgereinigten 

Myoblasten kann direkt im Anschluss RNA isoliert werden.

8.2.11 Gesamt-RNA Isolation aus Myoblasten

Zur RNA Isolation aus aufgereinigten, an Dynabeads® gebundenen Myoblasten wird das 

RNAqueous®-Micro total RNA Isolation Kit (Th ermo Fisher Scientifi c, Waltham) verwendet. 

Hierfür wird zuerst ein Aliquot Elution Solution auf 75°C erhitzt und der Waschpuff er 2/3 

auf Raumtemperatur aufgewärmt. Zur Isolation der RNA werden zunächst 100 μl Lysis-

Puff er auf die an Dynabeads® gebundenen Myoblasten gegeben und der Ansatz wird gevor-

text. Anschließend werden 50 μl 100 % Ethanol hinzugefügt und das Lysat wird auf eine 

Säule gegeben. Diese wird für ca. 10 sec bei 13.000 Upm zentrifugiert, bis die Flüssigkeit 

durch den Filter gelaufen ist. Es folgt ein Waschschritt mit 180 μl Waschpuff er 1, welcher 

ebenfalls durch eine kurze Zentrifugation durch den Filter läuft. Zwei weitere Waschschritte 

mit jeweils 180 μl Waschpuff er 2/3 folgen, die analog durchzuführen sind. Zur Entfernung 

eventueller Reste der Waschpuff er wird das Sammelgefäß geleert und die Säule wird 1 min 

bei 13.000 Upm leer zentrifugiert. Zur anschließenden Elution der RNA wird die Säule in 

ein neues Sammelgefäß gegeben und 10 μl der erhitzten Elution Solution werden auf die 

Säule gegeben. Es folgt eine einminütige Inkubation bei Raumtemperatur, bevor die Säule 

mit dem Eluat für 30 sec bei 13.000 Upm zentrifugiert wird. Um die Effi  zienz der Elution 

zu verbessern, wird dieser Schritt wiederholt. Die isolierte Gesamt-RNA wird anschließend 

bei -20°C gelagert.

8.2.12 Gesamt-RNA Isolation aus pupalen Testes

Männliche weiße Vorpuppen werden gesammelt und bis zum gewünschten Alter ge-

halten. Für die RNA-Isolation werden pupale Testes möglichst steril in Schneider’s Drosophila 

Medium präpariert und auf Eis in einem Reaktionsgefäß gelagert. Die Testes werden dreimal 

kurz mit jeweils 150 μl Cell Dissociation Solution (Sigma-Aldrich, St. Louis) gewaschen, 

bevor die Dissoziation beginnt. Hierzu werden 10 μl Elastase (5 mg/ml, in Cell Dissociation 

Solution) auf die pupalen Testes gegeben, der Ansatz wird leicht geschüttelt und die Reaktion 

für 5 min bei Raumtemperatur durchgeführt. Im Anschluss können die dissoziierten pu-

palen Testes bis zu 15 min auf Eis gelagert werden, bevor mit der Isolation der Gesamt-RNA 

begonnen wird. Dies geschieht analog zur Gesamt-RNA Isolation aus Myoblasten mit dem 
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RNAqueous®-Micro total RNA Isolation Kit (Th ermo Fisher Scientifi c, Waltham).

8.2.13 mRNA Isolation aus Myoblasten-Gesamt-RNA

Zur Isolation von mRNA aus Gesamt-RNA wird das Oligotex mRNA Mini Kit 

(Qiagen, Venlo) verwendet. Zur Vorbereitung wird die Oligotex Suspension auf 37°C er-

wärmt, durch Vortexen gemischt und auf Raumtemperatur gelagert. Zusätzlich wird der 

Puff er OEB auf 70°C erhitzt und, falls nötig, der Puff er OBB auf 37°C erwärmt, um das 

Präzipitat aufzulösen. Zu Beginn der mRNA Isolation wird das Gesamtvolumen der RNA 

mit RNase-freiem Wasser auf 250 μl aufgefüllt. Anschließend werden 250 μl Puff er OBB 

sowie 15  μl Oligotex Suspension dazugegeben, der Ansatz wird gemischt und für 3  min 

bei 70°C inkubiert. Es folgt eine 10-minütige Inkubation bei Raumtemperatur, bevor der 

Oligotex:mRNA Komplex durch Zentrifugation (2 min, 13.000 Upm) pelletiert wird. Der 

resultierende Überstand wird abgenommen und aufgehoben. Das Oligotex:mRNA Pellet 

wird in 400 μl Puff er OW2 resuspendiert, auf eine kleine Säule (spin column) gegeben und 

1 min bei 13.000 Upm zentrifugiert. Zum Waschen wird die Säule anschließend in ein neues 

1,5 ml Sammelgefäß gegeben und 400 μl Puff er OW2 werden auf die Säule pipettiert, die 

Säule wird 1 min bei 13.000 Upm zentrifugiert und der Überstand verworfen. Zur Elution 

der mRNA wird die Säule wiederum in ein neues 1,5 ml Sammelgefäß gegeben, 20 μl er-

hitzter Puff er OEB werden auf die Säule pipettiert und das Pellet bei 70°C durch Pipettieren 

resuspendiert. Ein abschließender Zentrifugationsschritt (1 min, 13.000 Upm) sammelt die 

gelöste mRNA im Puff er OEB im Sammelgefäß. Zur größtmöglichen Ausbeute an mRNA in 

wenig Volumen wird der Elutionsschritt mit dem durchgelaufenen Puff er OEB wiederholt, 

wobei die Resuspendierung wiederum bei 70°C erfolgt. Die resultierende mRNA wird bei 

-20°C gelagert.

8.2.14 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (Reverse Transcription Polyme-

rase Chain Reaction, RT-PCR) wird zur Amplifi kation von RNA-Fragmenten verwendet. 

Hierbei wandelt in einem ersten Schritt das Enzym Reverse Transkriptase RNA-Fragmente 

in cDNA um, welche dann im zweiten Schritt mithilfe spezifi scher Primer im Zuge einer 

PCR exponentiell vervielfältigt wird. Die Bedingungen der PCR variieren in Abhängigkeit 

der Größe des Fragmentes sowie der Schmelztemperatur (Tm) der Primer.

Zur Durchführung der RT-PCR wird das OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Venlo) ver-

wendet.
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Reaktionsansatz: 1 μl Gesamt-RNA (1:10) oder mRNA (1:10)
 4 μl Qiagen OneStep RT-PCR Puff er (5x)
 4 μl Q-Solution
 1 μl dNTP-Mix (10 mM)
 3 μl sense-Primer (30 pmol/μl)
 3 μl antisense-Primer (30 pmol/μl)
 0,8 μl Qiagen OneStep RT-PCR Enzym-Mix
 ad 20 μl RNase-freies Wasser
RT-PCR Bedingungen:
1. Reverse Transkription 50°C 30 min
2. PCR-Aktivierung 95°C 15 min
3. Denaturierung 95°C 1 min
4. Annealing Tm 1 min
5. Elongation 72°C variabel, Anzahl PCR-Zyklen: 35
6. Elongation 72°C 10 Minuten
7. Pause 4°C ∞

8.3 Arbeiten mit Drosophila melanogaster

8.3.1 Stammhaltung und Zucht

Die Haltung und Zucht von D. melanogaster erfolgt auf Maismehlagar in kleinen 

oder mittelgroßen Fliegenfl aschen. Die Fliegen werden auf 18°C oder 25°C gehalten und 

in regelmäßigen Abständen umgesetzt. Bei 25°C beträgt die Generationszeit etwa 10 Tage.

8.3.2 Ansetzen von Kreuzungen

Für Kreuzungen werden die Fliegen mit CO2 betäubt und dem Geschlecht entspre-

chend sortiert. Es werden jungfräuliche Weibchen mit Männchen gekreuzt. Um jungfräuliche 

Weibchen zu erhalten, werden Flaschen mit schlüpfenden Fliegen von den adulten Tieren be-

freit. Da frisch geschlüpfte Männchen erst nach 6 Stunden reife Spermien aufweisen, können 

alle in diesem Zeitraum geschlüpften Weibchen als Jungfrauen verwendet werden.

8.3.3 Kreuzungsgenetik von RNAi-Kreuzungen

Zur RNAi-vermittelten Herunterregulation der Transkriptmenge spezifi scher Gene 

wird das aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae stammende UAS-Gal4 System verwendet 

(Brand und Perrimon, 1993). Hierzu werden zwei verschiedene Fliegenlinien benötigt. Die 

sogenannte Treiberlinie exprimiert gewebespezifi sch das Gal4-Protein. Die Eff ektorlinie 

trägt ein RNAi-Konstrukt des zu untersuchenden Gens hinter einer UAS-Sequenz. Bringt 

man beide Linien bei einer Kreuzung zusammen, wird das Gal4-Protein gewebespezifi sch 

exprimiert und kann an die UAS-Sequenz binden, wodurch das RNAi-Konstrukt ex primiert 

wird. Auf diese Weise kann man den Treiberlinien entsprechend in verschiedenen Geweben 
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RNAi-vermittelt Gene herunterregulieren. Für RNAi-Kreuzungen werden mindestens zwei 

mit Trockenhefe versetzte mittlere Flaschen mit jeweils 10 Jungfrauen der Treiberlinie und 

10 Männchen der Eff ektorlinie versehen. Diese Elterntiere können im wöchentlichen Ab-

stand auf neue mittlere, behefte Flaschen gesetzt werden. Die Tiere der F1-Generation werden 

ausgewertet.

8.3.4 Kernzählungen bei RNAi-Kreuzungen

Männliche weiße Vorpuppen der F1-Generation von RNAi-Kreuzungen sowie der Ef-

fektorlinien werden gesammelt und für 42 Stunden bei 25°C gehalten. Pupale Testes werden 

präpariert und wie zuvor beschrieben fi xiert. Es folgt eine Immunfl uoreszenz-Markierung 

(siehe 7.1.3) mit einem anti-Tropomyosin Antikörper inklusive Kernfärbung. Die markier-

ten pupalen Testes werden als Frischpräparate an einem inversen Fluoreszenz-Mikroskop 

ausgewertet. Die Kernzahl pro Muskel der F1-Generation der RNAi-Kreuzungen sowie der 

Eff ektorlinien wird gezählt (n = 200). Anschließend wird der Fusionsindex (Fi) mithilfe der 

folgenden Formel berechnet.

Fi = 

8.3.5 Fertilitätstests von RNAi-Kreuzungen

Für Fertilitätstests werden Wildtyp-Jungfrauen gesammelt. Jede RNAi-Kreuzung 

muss dreimal unabhängig voneinander auf Fertilität getestet werden. Für jeden Test werden 

10  kleine mit Trockenhefe versetzte Fliegenfl aschen mit jeweils drei  Wildtyp-Jungfrauen 

so wie einem Männchen der F1-Generation der RNAi-Kreuzung bestückt. Die Fliegen ver-

paaren sich, bevor sie nach 7  Tagen von den Flaschen entfernt werden. Die Auswertung 

erfolgt wiederum 7 Tage später. Hierbei wird pro Test der Anteil an Flaschen bestimmt, in 

denen Nachkommen vorhanden sind. Zur Kontrolle werden jeweils drei Fertilitätstests mit 

Männchen der Eff ektorlinie durchgeführt.

durchschnittliche Kernzahl pro Muskel F1-Generation

durchschnittliche Kernzahl pro Muskel Eff ektorlinie
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10. Anhang

10.1 Abkürzungsverzeichnis

Apc APC-like

APF nach der Verpuppung (after puparium formation)

Arm Armadillo

Arr Arrow

BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat

Bnl Branchless

Btl Breathless

CadN Cadherin-N

cDNA komplementäre DNA (complementary DNA)

Csw Corkscrew

Dcr-2 Dicer-2

de Ductus ejaculatus

Dgo Diego

DIG Digoxigenin

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

Drk Downstream of receptor kinase

Duf Dumbfounded

ECM extrazelluläre Matrix (extracellular matrix)

EGFR Epidermaler Wachstums-Faktor Rezeptor (epidermal growth factor receptor)

EMT epithelial-mesenchymale Transition

Erk extracellular-signal-related protein kinase

Fak Focal adhesion kinase

F-Aktin fi lamentöses Aktin

FC Founder Zelle (founder cell)

FCM Fusionskompetenter Myoblast (fusion competent myoblast)

FGF Fibroblasten Wachstums-Faktor (fi broblast growth factor)

FGFR FGF Rezeptor

Fi Fusionsindex

Fz2 Frizzled2

GFP grün fl uoreszierendes Protein (green fl uorescent protein)

Gro Groucho
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GS Genitalimaginalscheibe

Hbs Hibris

HS-Lösung Hybridisierungslösung

HSPG Heparan Sulfat Proteoglykan

Htl Heartless

IgSF Immunglobulin-Superfamilie

JAK Januskinase

JNK c-jun amino-terminal kinase

M molar (mol/l)

MAPK Mitogen-aktivierte Protein Kinase

MAPKK Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase

MAPKKK Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase Kinase

MAPKKKK Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase Kinase Kinase

mCD8 Mäuse CD8 (mouse CD8)

Mef2 Myocyte enhancer factor 2

min Minuten

MLCK myosin light chain kinase

Mo Morphologie

mRNA Boten-RNA (messenger RNA)

Mrtf Myocardin-related transcription factor

Msn Misshapen

Mu Muskulatur

N Zellkern (Nukleus)

NBT Nitroblautetrazoliumchlorid

neg. Negativkontrolle

Nmo Nemo

pa Penis apparatus

Pan Pangolin

PCP planare Zellpolarität (planar cell polarity)

PCR Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction)

pg Paragonium

PGCs Keimzell-Vorläufer (primordial germ cells)

Pk Prickle
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pos. Positivkontrolle

Pyr Pyramus

RNAi RNA-Interferenz

Rst Roughest

RTK Rezeptor Tyrosin Kinase

RT-PCR Reverse Transkriptase-PCR

sec Sekunden

Sgg Shaggy

Sgs5 Salivary gland secretion 5

Sns Sticks and Stones

SP Spermienpumpe

Stan Starry night

STAT92E Signal-transducer and activator of transcription protein at 92E

te Testis

Th s Th isbe

Tm Schmelztemperatur (melting temperature)

Tpl94D Transition protein-like 94D

Trol Terribly reduced optic lobes

UAS Upstream Activating Sequence

Upm Umdrehungen pro Minute

Vang Van Gogh

vs Seminal Vesicle

wt wildtypisch

10.2 GFP-Trap Linien

Tabelle A1: Ergebnisse des GFP-Trap Screens

Wnt Signalweg
Frizzled2 (CB02997)*
30 h APF: Epithel von auswachsenden PG und VS, Myoblasten auf VS und PG; evtl. 
Myotubenkerne auf Testis, terminales Epithel im Testis
Adult: keine Expression in DE; unspezifi sch in SP, TE; Epithelzellkerne des PG, VS
Frizzled3 (G00357)**
30 h APF: keine Expression
Adult: keine Expression in DE, VS; unspezifi sch in SP, TE; Epithelzellkerne des PG
Dishevelled (BL41774)
30 h APF: ubiquitär auf GS; Cytoplasma von Keimzellen
Adult: unspezifi sch in SP, ubiquitär in DE, PG, VS; Cytoplasma von Keimzellen
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Armadillo (BL8555)
30 h APF: schwach ubiquitär auf GS; schwach in Keimzellen
Adult: keine Expression in DE, PG; unspezifi sch in SP, VS, TE
Armadillo (BL8556)
30 h APF: keine Expression
Adult: keine Expression in DE, PG, VS, TE; unspezifi sch in SP
Shaggy (P01776, ZCL1626**, ZCL1912)
30 h APF: ubiquitär auf GS, auch in Myoblasten; ubiquitär im Testis
Adult: ubiquitär in SP, DE, PG, VS; Cytoplasma von Keimzellen
Shaggy (G00015)**
30 h APF: ubiquitär auf GS, auch in Myoblasten; ubiquitär im Testis
Adult: Epithel von DE, PG, VS; Zellkerne in SP; Cystzellen und Cytoplasma von Keim-
zellen
Nemo (BL36194, BL58656)
30 h APF: keine Expression auf GS; unspezifi sch im Testis, evtl. „waste bags“
Adult: keine Expression in DE, VS, TE; unspezifi sch in SP; ubiquitär in PG
Nemo (CB02015)**
30 h APF: Epithel von auswachsenden VS, PG, DE; in Keimzellkernen
Adult: keine Expression in DE, PG; unspezifi sch in SP; in Keimbahnstammzellen; Epi-
thel vom VS
Nemo (BL38664)
30 h APF: keine Expression auf GS; ubiquitär im Testis
Adult: keine Expression in DE, PG, VS, TE; unspezifi sch in SP

JAK/STAT Signalweg
Stat92E (BL38670)
30 h APF: ubiquitär auf GS; Cystzellen im Testis
Adult: ubiquitär in SP; Epithel von DE, PG; Cystzellen im TE

EZM Komponenten
Trol (ZCL1700, ZCL1973**)
30 h APF: keine Expression auf GS; schwach in der Testishülle
Adult: Muskeln in SP, DE, PG, VS; in der Testishülle
Viking (CC00791, G00454**)
30 h APF: keine Expression auf GS; in der Testishülle
Adult: Muskeln in SP, DE, PG, VS; in der Testishülle
Viking (G00205)
30 h APF: keine Expression auf GS; in Keimzellkernen
Adult: keine Expression in DE, PG, VS, TE; unspezifi sch in SP

Kinasen
Fak (YD0233)
30 h APF: ubiquitär auf GS; Cytoplasma von Keimzellen
Adult: unspezifi sch in SP; keine Expression in DE, PG, VS, TE
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Misshapen (CC00523)
30 h APF: keine Expression
Adult: keine Expression in DE, PG, VS, TE; unspezifi sch in SP

Proteine mit Migrations-Relevanz in Säugetieren
Endophilin A (BL56298)
30 h APF: keine Expression auf GS; in Keimzellen
Adult: keine Expression in DE, PG, VS, TE; unspezifi sch in SP
Mrtf (BL30678, BL56442)
30 h APF: keine Expression auf GS; in Keimzellkernen
Adult: keine Expression in DE, PG, VS, TE; unspezifi sch in SP
Mrtf (BL52180)
30 h APF: keine Expression auf GS; ubiquitär im Testis
Adult: keine Expression in DE, PG, VS, TE; unspezifi sch in SP
Pico (BL43799)
30 h APF: keine Expression auf GS; unspezifi sch im Testis, evtl. „waste bags“
Adult: keine Expression in DE, PG, VS, TE; unspezifi sch in SP

GS = Genitalscheibe; SP = Spermienpumpe; PG = Paragonium; DE = Ductus ejacuolatus; VS = Seminal Vesicle; 
TE = Testis; * = wird näher charakterisiert; ** = Bildtafel im Anhang

Abbildung A1: frizzled3-GFP ist zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung aktiv. Genitalschei-
ben bei 30 h APF zeigen eine GFP-Expression im sich entwickelnden Ductus ejaculatus (de) (A). Im adulten 
Reproduktionstrakt ist die GFP-Expression auf die Epithelzellkerne der Paragonien (pg) beschränkt, der Ductus 
ejaculatus zeigt kein GFP-Signal (B, C). vs = Seminal Vesicle. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organ-
form wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Abbildung A2: Zwei Shaggy::GFP Linien zeigen unterschiedliche Expressionsmuster. Genitalscheiben 
der Linie ZCL1626 weisen Shaggy::GFP im Cytoplasma aller Zellen der sich entwickelnden Seminal Vesicle 
(vs) sowie Paragonien (pg) auf (A). Die Fliegenlinie G00015 zeigt eine ubiquitäre GFP-Expression in adulten 
Testes (B). Im adulten Seminal Vesicle (C) sowie dem Ductus ejaculatus (D) und Paragonium (E) sind spezi-
fi sche GFP-Signale in Epithelzellkernen sichtbar. Die Spermienpumpe weist ubiquitäre GFP-Expression auf 
(F). de = Ductus ejaculatus. Das Sternchen markiert die Hubregion, gestrichelte Linien geben die ungefähre 
Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.

Abbildung A3: nemo-GFP ist in 
verschiedenen Epithelien von 
Genitalscheiben aktiv. Pupale 
Testes 30 h APF weisen eine starke 
Aktivierung von nemo-GFP in der 
Hubregion (Sternchen) auf (A). 
Das vordere Ende einer Genital-
scheibe 30 h APF zeigt eine GFP-
Expression in den Epithelien der 
sich entwickelnden Seminal Vesi-
cles (vs), Paragonien (pg) sowie 
des Ductus ejaculatus (de) (B). In 
adulten Testes ist auch ein starke 
GFP-Signal in der Hub region 
(Sternchen) (C). Adulte Sper-
mienpumpen zeigen keine GFP-
Expression in den Muskeln (M), 
sondern eine unspezifi sche Expres-
sion (D). Genitalscheiben 30  h 
APF zeigen keine GFP-Expression 
in Mef2-positiven Myoblasten auf 
den Seminal Vesicles, sondern nur 
in Epithelien; Hoechst markiert 
die Zellkerne (E-F). Gestrichelte 
Linien geben die ungefähre Or-
ganform wieder. Maßstabsbalken: 
20 μm.

Abbildung A4: Trol::GFP markiert die Muskeln des männlichen Reproduktionstraktes. Die adulte Tes-
tishülle weist ein starkes GFP-Signal auf. Hierbei sind teilweise Signale in der Nähe der Membranen der ein-
zelnen Muskeln erkennbar (Pfeile) (A). Auch adulte Seminal Vesicles (B) und der Ductus ejaculatus (C) zeigen 
Trol::GFP spezifi sch um die Muskeln. Paragonien exprimieren sehr viel Trol::GFP, sodass die Muskeln kaum 
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10.3 Gal4-Treiber

Tabelle A2: Ergebnisse der Untersuchung verschiedener Gal4-Treiber

Treiberlinien aus Hrdlicka et al., 2002
C564-Gal4 (BL6982)**
Adult: keine Expression in SP, DE, VS, TE; sekretorische Zellen im PG
C805-Gal4 (BL6986)
Adult: keine Expression
MJ12a-Gal4 (BL6991)**
Adult: keine Expression in SP, DE, PG; in der Testishülle, aber nicht in Kernen der Pig-
mentzellen und der Muskeln; in der Hülle der Seminal Vesicles
MJ33a-Gal4 (BL6992)
Adult: keine Expression
T100-Gal4 (BL6997)
Adult: keine Expression in SP, DE, PG, VS; evtl. schwach in der Testishülle

Treiberlinien für den Wnt Signalweg
Wingless-Gal4
30 h APF: keine Expression
Frizzled2-Gal4 (BL12796)*/**

erkennbar sind (D). Die Spermienpumpe weist ebenfalls viel Trol::GFP auf (E), jedoch ist ein klares GFP-Signal 
in der Nähe der Membranen der Muskeln (M) erkennbar (Pfeil) (E‘). de = Ductus ejaculatus. Der Kasten 
kennzeichnet den vergrößerten Be reich, gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstab-
sbalken: 20 μm.

Abbildung A5: Viking::GFP markiert die Muskeln der männlichen Reproduktionsorgane. In der adulten 
Testishülle sind GFP-Signale in der Nähe der Membranen der einzelnen Muskeln sichtbar (Pfeile) (A). Adulte 
Seminal Vesicles (vs) zeigen ein unspezifi sches GFP-Signal (B). Der Ductus ejaculatus (C) sowie die Parago-
nien (D) zeigen Viking::GFP vermutlich in den Muskelzwischenräumen. Die Spermienpumpe zeigt ein klares 
GFP-Signal nahe der Membranen der Muskeln (M) (Pfeil) (E, E‘). te = Testis. Der Kasten kennzeichnet den 
vergrößerten Bereich, gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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26 h bzw. 30 h APF: teilweise Epithel von auswachsendem PG, viel Hintergrund in Epi-
thel und Myoblasten des auswachsenden VS; Myotuben auf Testis
Adult: keine Expression in DE, PG; schwach am basalen Ende des Testis; in der Hülle 
der Seminal Vesicles; Muskeln in SP
Keine Übereinstimmung mit Frizzled2-Antikörper

Treiberlinien im Twist-Muster
SG24-Gal4
30 h APF: keine Expression
Adult: keine Expression in DE, PG, VS, TE; unspezifi sch in SP
Tgx-Gal4
34 h APF: keine Expression
Adult: keine Expression

Weitere Treiberlinien
H94-Gal4**
30 h APF: Expression in einigen Myoblasten/Myotuben aber auch im Epithel auf aus-
wachsenden VS; einige Myotuben auf Testis
Adult: keine Expression in DE, VS, TE; unspezifi sch in SP; sekretorische Zellen im PG
Mrtf-Gal4 (BL24567)
26 h APF: keine Expression
Adult: keine Expression in SP, DE, PG, VS; evtl. Cystzellen um Flagellenbündel
Pyramus-Gal4 (BL23827)
24 h APF: keine Expression

GS = Genitalscheibe; SP = Spermienpumpe; PG = Paragonium; DE = Ductus ejaculatus; VS = Seminal Vesicle; 
TE = Testis; * = wird näher charakterisiert; ** = Bildtafel im Anhang

Abbildung A6: C564-Gal4 treibt die Expression in sekretorischen Zellen des Paragoniums. Adulte Parago-
nien von C564-Gal4>>UAS-mCD8-GFP exprimierenden Tieren zeigen mCD8-GFP spezifi sch in den sekre-
torischen Zellen (Pfeil) (A). Die Expression von MJ12a-Gal4>>UAS-mCD8-GFP ist in der adulten Testishülle 
zu sehen, wobei die Zellkerne der Testesmuskeln (Pfeilköpe) und Pigmentzellen (Pfeil) frei bleiben (B). Die 
Hüllenadulter Seminal Vesicles dieser Tiere zeigt ein diff uses GFP-Signal (C). Gestrichelte Linien geben die 
ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Abbildung A7: Frizzled2-Gal4 treibt teilweise in Myotuben auf pupalen Testes. Charakterisierung der 
Frizzled2-Gal4 Linie. Frizzled2-Gal4>>UAS-mCD8-GFP exprimierende Genitalscheiben bei 26 h APF weisen 
GFP-Signale in sich entwickelnden Paragonien (pg) sowie an der Spitze von Seminal Vesicles (vs) auf (A, A‘). 
Pupale Testes 30 h APF weisen teilweise mCD8-GFP in Mef2-positiven Myotuben auf (Pfeil) (B). In adulten 
Tieren ist keine spezifi sche Expression im Testis vorhanden (C), das Seminal Vesicle zeigt ein diff uses GFP-
Signal in der Hülle (D). In der Spermienpumpe ist eine schwache Expression in der Membran der Muskeln 
(M) erkennbar (Pfeil) (E). Genitalscheiben 30 h APF zeigen eine sehr schwache GFP-Expression in Mef2-
positiven Myoblasten sowie Frizzled2-positiven Zellen (F-F‘‘), die einzige starke Expression ist im Epithel des 
auswachsenden Paragoniums erkennbar (G-G‘‘). Das Sternchen markiert die Hubregion, Kästen kennzeichnen 
vergrößerte Bereiche. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.

Abbildung A8: H94-Gal4 treibt die Expression in sekretorischen Zellen des Paragoniums. Charakte-
risierung der H94-Gal4 Linie. Adulte Paragonien von H94-Gal4>>UAS-mCD8-GFP exprimierenden Tieren 
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10.4 Kanonischer Wnt Signalweg

weisen eine spezifi sche mCD8-GFP-Expression in den sekretorischen Zellen auf (Pfeil) (A). Auf Genitalschei-
ben 30 h APF ist eine Expression in einigen Bereichen erkennbar, auch auf den auswachsenden Seminal Vesicles 
(vs) (B). Auf auswachsenden Seminal Vesicles (B‘) sowie pupalen Testes 30 h APF (C) gibt es eine teilweise 
Co-lokalisation zwischen Mef2-positiven Myotuben und H94>>mCD8-GFP (Pfeile). In der Vergrößerung 
erkennt man jedoch eine gleichmäßig starke mCD8-GFP-Expression in allen Muskelzellen auf auswachsenden 
Seminal Vesicles und Paragonien (pg) sowie den darunterliegenden Epithelien (D, E). Der Kasten kennzeichnet 
den vergrößerten Bereich, gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.

Abbildung A9: Transkripte von armadillo sind in naszierenden Testes-Myotuben detektierbar. in situ Hy-
bridisierungen an wildtypischen Genitalscheiben und Testes mithilfe einer armadillo antisense-Sonde. Das aus-
wachsende Seminal Vesicle einer Genitalscheibe 30 h APF weist Signale in allen Zellen auf (A). In der Testishül-
le bei 30 h APF (B, B‘) und 40 h APF (C, C‘, C‘‘) sind armadillo Transkripte detektierbar. In beiden Fällen sind 
die Signale im Cytoplasma der naszierenden Myotuben (Pfeile) (B‘, C‘‘), die Zellkerne (Nuklei, N) bleiben frei. 
Sternchen markieren die Hubregionen, Kästen kennzeichnen vergrößerte Bereiche. Maßstabsbalken: 20 μm.

Abbildung A10: Beide arrow-Sonden zeigen Signale in Keimzellen. in situ Hybridisierungen an wildty-
pischen Testes mithilfe von arrow antisense- sowie sense-Sonden. In pupalen Testes bei 30 h APF zeigt sowohl 
die antisense-Sonde (A, A‘) als auch die sense-Sonde (B) Signale im Cytoplasma der Keimzellen. Sternchen 
markieren die Hubregionen, Kästen kennzeichnen vergrößerte Bereiche. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Abbildung A11: Muskelspezifi sche frizzled2-Herunterregulation in Kombination mit Dicer-2 führt zu 
leichten Defekten in der Testismuskulatur. Analyse von adulten Mef2>>Dcr-2;fz2-RNAi exprimierenden 
Reproduktionstrakten. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Die Morphologie der Testes 
(A) sieht weitgehend wildtypisch aus, die Muskulatur weist leichte Defekte in der Hubregion auf (B). Die 
Muskeln der Seminal Vesicles (C), des Ductus ejaculatus (D), der Paragonien (E) sowie der Spermienpumpe (F) 
erscheinen weitgehend wildtypisch. vs = Seminal Vesicle. Sternchen markieren die Hubregionen. Gestrichelte 
Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.

Abbildung A12: RNAi-vermittelter knock-down von arrow in Muskeln ruft leichte Defekte in der Para-
gonienmuskulatur hervor. Analyse von adulten Mef2>>Dcr-2;;arr-RNAi exprimierenden Reproduktionstrak-
ten. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Die Morphologie der Testes (A) sieht ebenso wie 
die Testismuskulatur (B) und die Muskeln der Seminal Vesicles (C) sowie des Ductus ejaculatus (D) wildtypisch 
aus. In der Paragonienmuskulatur verlaufen einige Muskeln quer zueinander (E). Die Muskeln der Spermien-
pumpe erscheinen weitgehend wildtypisch (F). Sternchen markieren die Hubregionen. Gestrichelte Linien ge-
ben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Abbildung A13: Herunterregulation von APC-like in Muskeln bewirkt leichte Defekte in der Muskulatur 
des Ductus ejaculatus. Analyse von adulten Mef2>>Dcr-2;Apc-RNAi exprimierenden Reproduktionstrakten. 
Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Die Morphologie des Testis (A) sieht ebenso wie die 
Testismuskulatur (B) und die Muskeln der Seminal Vesicles (C) wildtypisch aus. In der Muskulatur des Ductus 
ejaculatus sind einige Löcher zu erkennen (D). Die Paragonienmuskulatur (E) sowie die Muskeln der Sper-
mienpumpe (F) erscheinen wildtypisch. Sternchen markieren die Hubregionen. Gestrichelte Linien geben die 
ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.

Abbildung A14: Muskelspezifi scher shaggy-knock-down stört die Migration der Testes-Myotuben. Ana-
lyse von adulten Mef2>>Dcr-2;sgg-RNAi exprimierenden Reproduktionstrakten. Phalloidin färbt F-Aktin, 
Hoechst markiert die Zellkerne. Die Morphologie der Reproduktionsorgane ist leicht gestört, der Testis (te) 
weist eine verdickte Spitze auf, die Paragonien (pg) sowie der Ductus ejaculatus (de) sind klein und dünn (A). 
In der Hubregion weist die Testismuskulatur große Löcher auf (B). Die Muskeln der Seminal Vesicles (C) des 
Ductus ejaculatus (D), der Paragonien (E) sowie der Spermienpumpe (F) sehen hingegen wildtypisch aus. 
Sternchen markieren die Hubregionen. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabs-
balken: 20 μm.
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Abbildung A15: Durch den muskelspezifi schen pangolin-knock-down wird die Testismuskulatur leicht 
gestört. Analyse von adulten Mef2>>Dcr-2;pan-RNAi exprimierenden Reproduktionstrakten. Phalloidin färbt 
F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Die Morphologie der Testes erscheint wildtypisch (A), die Muskulatur 
weist leichte Defekte in der Hubregion auf (B). Die Muskeln der Seminal Vesicles (C) des Ductus ejaculatus 
(D), der Paragonien (E) sowie der Spermienpumpe (F) sehen wildtypisch aus. Sternchen markieren die Hubre-
gionen. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Abbildung A16: Fertilität von Männchen nach frizzled2-knock-down. Männchen mit C855a-, Mef2- oder 
Mef2>>Dcr-2 getriebener fz2-RNAi vier verschiedener Linien wurden mit drei wildtypischen Jungfrauen 
gekreuzt. Zur Kontrolle wurden fz2-RNAi-Männchen aller Linien unter den gleichen Bedingungen getestet. 
Die Herunterregulation von fz2 durch C855a-Gal4 führt bei keiner Linie zu verminderter Fertilität, Herunter-
regulationen mit Mef2 oder Mef2>>Dcr-2 führen teilweise zu Sterilität. Fehlerbalken zeigen die Standardabwei-
chungen. n = 30.
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Abbildung A17: Fertilität von Männchen nach RNAi-vermittelter Herunterregulation verschiedener Wnt 
Komponenten. Männchen mit Mef2- oder Mef2>>Dcr-2 getriebener RNAi von fünf verschiedenen Kompo-
nenten des Wnt Signalweges wurden mit drei wildtypischen Jungfrauen gekreuzt. Zur Kontrolle wurden RNAi-
Männchen aller Linien unter den gleichen Bedingungen getestet. Die muskelspezifi sche Herunterregulation 
von arr führt bei einer Linie zu Sterilität bzw. stark verminderter Fertilität. Herunterregulationen von Apc oder 
pan mit Mef2 oder Mef2>>Dcr-2 führen zu kaum verminderter Fertilität. Bei der muskelspezifi schen Herunter-
regulation von sgg wird die Fertilität nur durch Dcr-2 beeinträchtigt. Die Herunterregulation von arm führt zu 
verminderter Fertilität. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen. n = 30.

Abbildung A18: Die RNAi-Linie v44391 führt nicht zu einer sichtbaren Herunterregulation von  frizzled2. 
Analyse von Mef2>>Dcr-2;fz2-RNAi exprimierenden Genitalscheiben. Hoechst markiert die Zellkerne, Myo-
blasten werden mithilfe von β3-Tubulin markiert. Auf auswachsenden Seminal Vesicles 24 h APF ist Frizzled2 
trotz Expression von fz2-RNAi in Myoblasten detektierbar (A-B‘‘). Kästen kennzeichnen vergrößerte Bereiche, 
gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.

Abbildung A19: RNAi-vermittelter knock-down von DWnt2 in Myoblasten ruft leichte Defekte in der 
Muskulatur des Ductus ejaculatus hervor. Analyse von adulten Mef2>>Dcr-2;;DWnt2-RNAi exprimierenden 
Reproduktionstrakten. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Die Morphologie (A) sowie 
die Muskulatur (B) der Testes erscheint ebenso wie die Muskulatur der Seminal Vesicles (C) wildtypisch. Die 
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Muskulatur des Ductus ejaculatus weist teilweise Löcher auf (D), die Muskeln der Paragonien (E) sowie der 
Spermienpumpe (F) sehen wildtypisch aus. Sternchen markieren die Hubregionen. Gestrichelte Linien geben 
die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.

Abbildung A20: Myoblastenspezifi sche Herunterregulation von DWnt4 resultiert in starken Defekten 
der Reproduktionstrakt-Muskulatur. Analyse von adulten Mef2>>Dcr-2;DWnt4-RNAi exprimierenden 
Reproduktionstrakten. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Die Testes winden sich in 
verschiedene Richtungen (A). Die Testismuskulatur weist misorientierte Muskeln auf (B). Die Muskeln der 
Seminal Vesicles sehen wildtypisch aus (C), die Muskelschichten des Ductus ejaculatus (D) sowie der Parago-
nien (E) weisen ebenfalls misorientierte Muskeln auf. Die Muskeln der Spermienpumpe erscheinen schmaler 
als im Wild typ (F). Das Sternchen markiert die Hubregion, gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform 
wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Abbildung A21: Fertilität von Männchen nach DWnt2- und DWnt4-knock-down. Männchen mit C855a-, 
Mef2- oder Mef2>>Dcr-2 getriebener DWnt2- bzw. DWnt4-RNAi verschiedener Linien wurden mit drei 
wildtypischen Jungfrauen gekreuzt. Zur Kontrolle wurden RNAi-Männchen aller Linien unter den gleichen 
Bedingungen getestet. Die Herunterregulation von DWnt2 bzw. DWnt4 durch C855a-Gal4 führt bei keiner 
Linie zu verminderter Fertilität, ebenso die Herunterregulation von DWnt2 mit Mef2 oder Mef2>>Dcr-2. Die 
muskelspezifi sche Herunterregulation von DWnt4 führt teilweise zu schwach verminderter Fertilität. Fehler-
balken zeigen die Standardabweichungen. n = 30.
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10.5 Nicht-kanonische Wnt Signalwege

Abbildung A22: Myoblasten- und muskelspezifi scher Van Gogh-knock-down bewirkt leichte Defekte in 
der Muskulatur des Ductus ejaculatus. Analyse von adulten Mef2>>Dcr-2;Vang-RNAi exprimierenden Re-
produktionstrakten. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Die Morphologie der Testes (A) 
sieht ebenso wie die Testismuskulatur (B) und die Muskeln der Seminal Vesicles (C) wildtypisch aus. In der 
Muskulatur des Ductus ejaculatus sind einige Löcher zu erkennen (D). Die Paragonienmuskulatur (E) sowie die 
Muskeln der Spermienpumpe (F) erscheinen wildtypisch. Sternchen markieren die Hubregionen. Gestrichelte 
Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.

Abbildung A23: Durch eine muskelspezifi sche Herunterregulation von diego wird die Testismuskulatur 
leicht gestört. Analyse von adulten Mef2>>Dcr-2;dgo-RNAi exprimierenden Reproduktionstrakten. Phalloi-
din färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Die Morphologie der Testes erscheint wildtypisch (A), die 
Muskulatur weist teilweise Löcher auf (B). Die Muskeln der Seminal Vesicles (C), des Ductus ejaculatus (D), 
der Paragonien (E) sowie der Spermienpumpe (F) sehen wildtypisch aus. Sternchen markieren die Hubre-
gionen. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Abbildung A24: Fertilität von Männchen nach 
Van Gogh- und diego-knock-down. Männ-
chen mit Mef2>>Dcr-2 getriebener Vang- bzw. 
dgo-RNAi wurden mit drei wildtypischen Jung-
frauen gekreuzt. Zur Kontrolle wurden RNAi-
Männchen beider Linien unter den gleichen 
Bedingungen getestet. Die Herunterregulation 
von Vang bzw. dgo führt nicht zu verminderter 
Fertilität. Fehlerbalken zeigen die Standardab-
weichungen. n = 30.
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Abbildung A25: Fertilität von Männchen nach 
Fak-knock-down. Männchen mit C855a-getrie-
bener Fak-RNAi wurden mit drei wildtypischen 
Jungfrauen gekreuzt. Zur Kontrolle wurden Fak-
RNAi-Männchen sowie C855a-Gal4-Männchen 
unter den gleichen Bedingungen getestet. Die 
Herunterregulation von Fak in der Testishülle 
führt nicht zu verminderter Fertilität. Fehlerbalk-
en zeigen die Standardabweichungen. n = 30.

Abbildung A26: Myoblasten- und muskelspezifi sche Herunterregulation von misshapen ruft starke De-
fekte in der Testismuskulatur hervor. Analyse von adulten Mef2>>Dcr-2;msn-RNAi exprimierenden Tes-
tes. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Die Testes sind an der Spitze stark vergrößert 
und nicht richtig aufgerollt (A). Die Hubregion weist große Löcher und teilweise gar keine Muskeln auf (B), 
die gesamte Testismuskulatur beinhaltet misorientierte Muskeln (C). Das Sternchen markiert die Hubregion, 
gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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10.8 FGF Signalweg

Abbildung A27: Durch einen 
misshapen-knock-down wird 
die Muskulatur der Spermien-
pumpe gestört. Analyse von 
adulten Mef2>>Dcr-2;msn-
RNAi exprimierenden Re-
produktionsorganen. Phalloidin 
färbt F-Aktin, Hoechst markiert 
die Zellkerne. Die Muskeln der 
Seminal Vesicles (A), des Ductus 
ejaculatus (B) sowie der Parago-
nien (C) erscheinen wildtypisch. 
In der Spermienpumpe sind 
falsch angeordnete Muskeln zu 
sehen (D). Gestrichelte Linien 
geben die ungefähre Organform 
wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.

Abbildung A28: Fertilität von 
Männchen nach misshapen-
Herunterregulation. Männchen 
mit Mef2- oder Mef2>>Dcr-2 
getriebener msn-RNAi zwei ver-
schiedener Linien wurden mit 
drei wildtypischen Jungfrauen 
gekreuzt. Zur Kontrolle wurden 
RNAi-Männchen beider Linien 
unter den gleichen Bedingungen 
getestet. Der msn-knock-down 
mit Mef2-Gal4 führt bei beiden 
Linien zu verminderter bzw. stark 
verminderter Fertilität. Durch 
Dcr-2 wird die Fertilität nicht 
stärker vermindert, sondern 
sogar erhöht. Fehlerbalken zei-
gen die Standardabweichungen. 
n = 30.
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Abbildung A29: Die myoblastenspezifi sche Herunterregulation von pyramus ruft Defekte in Testis- sowie 
Seminal Vesicle-Muskeln hervor. Analyse von adulten Mef2>>pyr-RNAi exprimierenden Reproduktionsor-
ganen. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Adulte Testes sind klein und verkürzt mit 
einer stark vergrößerten Spitze (A). Die Hubregion weist keine Muskeln auf (B). Die Muskeln der Seminal 
Vesicles sind untereinander vernetzt (C). Die Muskulatur des Ductus ejaculatus (D), der Paragonien (E) sowie 
der Spermienpumpe (F) erscheinen wildtypisch. vs = Seminal Vesicle. Das Sternchen markiert die Hubregion. 
Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.

Abbildung A30: Der thisbe-knock-down in Muskeln ruft keine Defekte hervor. Analyse von adulten 
Mef2>>Dcr-2;;ths-RNAi exprimierenden Reproduktionssystemen. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert 
die Zellkerne. Die Morphologie der Testes (A) sieht ebenso wie die Testismuskulatur (B) wildtypisch aus. Die 
Muskeln der Seminal Vesicles (C), des Ductus ejaculatus (D), der Paragonien (E) sowie der Spermienpumpe 
(F) erscheinen wildtypisch. Sternchen markieren die Hubregionen. Gestrichelte Linien geben die ungefähre 
Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.

Abbildung A31: Der muskelspezifi sche knock-down von heartless stört die Migration der Testes-Myotu-
ben. Analyse von adulten Mef2>>Dcr-2;;htl-RNAi exprimierenden Reproduktionsorganen. Phalloidin färbt 
F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Der Testis weist eine verdickte Spitze auf (A). In der Hubregion weist 
der Testis keine Muskeln auf (B), die restliche Testismuskulatur (C) sowie die Muskeln der Seminal Vesicles (D), 
des Ductus ejaculatus (E) und der Paragonien (F) sehen hingegen wildtypisch aus. Das Sternchen markiert die 
Hubregion. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Abbildung A32: Herunterregulation von branchless in Muskeln stört die Muskeln der Reproduktionsor-
gane nicht. Analyse von adulten Mef2>>Dcr-2;;bnl-RNAi exprimierenden Reproduktionsorganen. Phalloidin 
färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Die Morphologie der Testes (A) sieht ebenso wie die Testis-
muskulatur (B) wildtypisch aus. Die Muskeln der Seminal Vesicles (C), des Ductus ejaculatus (D), der Parago-
nien (E) sowie der Spermienpumpe (F) erscheinen wildtypisch. vs = Seminal Vesicle. Sternchen markieren die 
Hubregionen. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.

Abbildung A33: Durch den muskelspezifi schen breathless-knock-down wird die Reproduktionstrakt-
Muskulatur nicht gestört. Analyse von adulten Mef2>>Dcr-2;btl-RNAi exprimierenden Reproduktionstrak-
ten. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst markiert die Zellkerne. Die Testismuskulatur weist weder in der Hubre-
gion (A) noch in anderen Teilen (B) Defekte auf. Die Muskeln der Seminal Vesicles (C), des Ductus ejaculatus 
(D), der Paragonien (E) sowie der Spermienpumpe (F) sehen wildtypisch aus. Das Sternchen markiert die 
Hubregion. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Abbildung A34: Durch den corkscrew-knock-down wird die Testismuskulatur leicht gestört. Analyse von 
adulten Mef2>>Dcr-2;csw-RNAi exprimierenden Reproduktionstrakten. Phalloidin färbt F-Aktin, Hoechst 
markiert die Zellkerne. Die Morphologie der Testes erscheint wildtypisch (A), die Muskulatur weist in der 
Hubregion leichte Defekte auf (B). Die Muskeln der Seminal Vesicles (C), des Ductus ejaculatus (D), der 
Paragonien (E) sowie der Spermienpumpe (F) sehen wildtypisch aus. Das Sternchen markiert die Hubregion. 
Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organform wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.
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Abbildung A35: Fertilität von Männchen nach RNAi-vermitteltem knock-down verschiedener FGF Kom-
ponenten. Männchen mit Mef2>>Dcr-2 getriebener RNAi verschiedener FGF Komponenten wurden mit 
jeweils drei wildtypischen Jungfrauen gekreuzt. Zur Kontrolle wurden RNAi-Männchen aller Linien unter 
den gleichen Bedingungen getestet. Die muskelspezifi sche Herunterregulation von ths führt bei einer Linie zu 
schwach verminderter Fertilität. Herunterregulationen von htl mit Mef2>>Dcr-2 führt zu stark verminderter 
Fertilität. Durch muskelspezifi sche Herunterregulation von bnl, btl sowie csw wird die Fertilität nicht beein-
trächtigt. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen. n = 30.
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10.9  Ex vivo Kulturen

Abbildung A36: Eff ektive stumps-Herunterregulation verändert nicht die Expression von Duf. Immun-
fl uoreszenz Analysen an Mef2>>stumps-RNAi exprimierenden Genitalscheiben und adulten Reproduktions-
organen. Auf Genitalscheiben sind Myoblasten durch mCD8-GFP markiert. Die Zellkerne werden durch 
Hoechst angefärbt, Phalloidin färbt F-Aktin in der adulten Muskulatur. Nach muskelspezifi scher stumps-
Herunterregulation weisen adulte Seminal Vesicles (A) und Paragonien (B) Defekte in der Muskulatur auf. 
Die Menge an Myoblasten ist im hinteren Bereich der Genitalscheibe (Pfeil) stark reduziert (C). Die Herunter-
regulation von stumps ändert die Expression von Duf in Myoblasten bei 24 h APF jedoch nicht (D-D‘‘). Nach 
Herunterregulation ist Stumps nicht mehr detektierbar in Myoblasten auf auswachsenden Seminal Vesicles bei 
24 h APF (E-E‘‘). Kästen kennzeichnen vergrößerte Bereiche. Gestrichelte Linien geben die ungefähre Organ-
form wieder. Maßstabsbalken: 20 μm.

Abbildung A37: Genitalscheiben entwickeln sich in ex vivo Co-Kulturen mit Testes weiter. Aufnahmen aus 
„live imaging“ Experimenten einer ex vivo Co-Kultur aus Genitalscheiben und Testes 8 h APF. Die Myoblasten 
sind durch mCD8-GFP markiert. Die Genitalscheibe weist Testes-relevante Myoblasten auf den sich entwick-
elnden Seminal Vesicles (vs) auf (A). Während der zwölfstündigen Aufnahmen wachsen die Seminal Vesicles 
stark aus, die Myoblastenmenge auf der Genitalscheibe erhöht sich ebenfalls in erheblichem Maße (A‘-A‘‘). 
Maßstabsbalken: 20 μm.
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