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Zusammenfassung 

Bioelektrische Eigenschaften von Zellen sind sowohl während der Entwicklung und 

Regeneration von Organismen als auch im Zusammenhang mit einer Vielzahl von 

menschlichen Erkrankungen von Bedeutung. Graduelle Änderungen bioelektrischer 

Eigenschaften, wie z.B. des Membranpotentials (Vmem), des intrazellulären pH-Werts (pHi), 

von Ionenkonzentrationen oder extrazellulären Strömen können als Signale für die 

räumliche und zeitliche Regulation morphogenetischer Prozesse dienen. In der 

vorliegenden Arbeit werden bioelektrische Gradienten, ihre Entstehung und ihr Einfluss auf 

das Zytoskelett im Verlauf der Oogenese von Drosophila melanogaster beschrieben. Zur 

Analyse von pHi- und Vmem-Gradienten wurden der fluoreszierende pH-Indikator 

5-CFDA,AM und der potentiometrische Farbstoff DiBAC4(3) verwendet. Basale 

Mikrofilamente (bMF) und Mikrotubuli (MT) im Follikelzellepithel (FZE) wurden unter 

Verwendung von fluoreszenzmarkiertem Phalloidin und einem Antiserum gegen α-Tubulin 

untersucht. Für die Analyse des FZE-spezifischen Zytoskeletts in lebenden Follikeln kam das 

Gal4-UAS-System zum Einsatz (Lifeact-GFP und αTub84B-GFP). Es wurden stadien-

spezifische pHi- und Vmem-Gradienten während der Stadien S8 bis S12 untersucht, welche 

auf asymmetrischen Verteilungs- und Aktivitätsmustern von Ionentransportmechanismen 

beruhen. Darüber hinaus wurden stadienspezifische bMF- und MT-Muster sowie deren 

räumliche und zeitliche Korrelationen mit den pHi- und Vmem-Gradienten nachgewiesen. Mit 

Hilfe von Inhibitoren wurde der Beitrag relevanter Ionentransportmechanismen an der 

Regulation von pHi und Vmem und am Aufbau der Gradienten im FZE untersucht: Na+/H+-

Antiporter  und Na+-Kanäle, V-ATPasen,  ATP-sensitive K+-Kanäle, spannungsabhängige 

Typ-L Ca2+-Kanäle, Cl--Kanäle und Na+/K+/2Cl--Cotransporter. Der Einsatz der Inhibitoren 

führte zu Veränderungen von pHi und Vmem sowie deren Gradienten im FZE. Außerdem 

zeigten sich Modifikationen der Zytoskelettorganisation, welche Veränderungen während 

der Entwicklung entsprechen. Somit konnten pHi- und Vmem-Änderungen, welche durch die 

Verwendung von Inhibitoren herbeigeführt wurden, die natürlich auftretenden 

bioelektrischen Modifikationen im FZE simulieren. Darüber hinaus führten sie zu 

Veränderungen der Zytoskelett-Organisation, wie sie während der Entwicklung des FZE 

beobachtet werden können. Die Erkenntnisse, welche in dieser Arbeit gewonnen wurden, 

tragen zu einem besseren Verständnis der Bedeutung bioelektrischer Signale während der 

Entwicklung bei. 

 



 
 

 
 

Summary 

Bioelectric properties of cells play a role during development and regeneration of 

organisms as well as in a variety of human diseases. Gradual changes of bioelectric 

properties, such as membrane potential (Vmem), intracellular pH (pHi), ion concentrations 

or extracellular currents, serve as signals for the spatial and temporal regulation of 

morphogenetic processes. In the present study, bioelectric gradients, their formation and 

their influence on the cytoskeleton during oogenesis of Drosophila melanogaster are 

described. The fluorescent pH-indicator 5-CFDA,AM and the potentiometric dye DiBAC4(3) 

were used to analyse pHi- and Vmem-gradients, respectively. Basal microfilaments (bMF) and 

microtubules (MT) in the follicle-cell epithelium (FCE) were examined using fluorescence-

labelled phalloidin and an antiserum against α-tubulin. For the analysis of the FCE-specific 

cytoskeleton in living follicles, the Gal4-UAS system was used (Lifeact-GFP and αTub84B-

GFP). Stage-specific pHi- and Vmem-gradients, which are based on asymmetric distribution 

and activity patterns of ion-transport mechanisms, were investigated during stages S8 to 

S12. Furthermore, stage-specific bMF- and MT-patterns and their spatial and temporal 

correlations with pHi- and Vmem-gradients, respectively, were detected. Inhibitors were used 

to investigate the contributions of relevant ion-transport mechanisms to the regulation of 

pHi and Vmem as well as to the establishment of the gradients in the FCE: Na+/H+-antiporters 

and Na+-channels, V-ATPases, ATP-sensitive K+-channels, voltage-dependent L-type Ca2+-

channels, Cl--channels and Na+/K+/2Cl--cotransporters. The use of these inhibitors led to 

changes of pHi and Vmem as well as of their gradients in the FCE. In addition, modifications 

of the cytoskeletal organization were observed, which correspond to changes occurring 

during development. Thus, pHi- and Vmem-changes caused by the use of inhibitors are able 

to simulate naturally occurring bioelectric modifications in the FCE. In addition, bioelectric 

modifications led to changes in the cytoskeletal organisation as observed during 

development of the FCE. Insights gained in this study contribute to a better understanding 

of the cause and meaning of bioelectric signals during development.  
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1 Einleitung 

1.1 Bedeutung bioelektrischer Signale während der Entwicklung 

Die Entwicklung komplexer vielzelliger Strukturen, wie Gewebe und Organe, erfordert das 

Zusammenspiel zahlreicher regulatorischer Prozesse. Neben genetischen und biochemi-

schen Regulationsmechanismen sind bioelektrische Phänomene, zu denen lokale Ionen-

ströme, Ionenkonzentrationsgradienten, Gradienten intrazellulärer pH-Werte (pHi) und 

Membranpotentiale (Vmem) gehören, als weitreichende und schnelle Signale an der Muster-

bildung beteiligt (McCaig et al. 2005; Chang und Minc 2014; Levin et al. 2017; McLaughlin 

und Levin 2018; Cervera et al. 2018a; Pietak und Levin 2018).  Anhand verschiedener Or-

ganismen konnte bereits gezeigt werden, dass graduelle Veränderungen bioelektrischer Ei-

genschaften diverse zelluläre Prozesse, wie z.B. Zellmigration (Stock et al. 2013), Prolifera-

tion (Blackiston et al. 2009), Differenzierung (Amith et al. 2016; Ulmschneider et al. 2016; 

Tatapudy et al. 2017; George et al. 2019; Benitez et al. 2019) und Zellzykluskontrolle (Mus-

grove et al. 1987; Putney und Barber 2003), steuern. So spielt bspw. das Vmem bei der Etab-

lierung der Rechts-Links-Achse in Xenopus- und Hühnerembryonen eine Rolle (Aw et al. 

2010), ist an der Steuerung der Regeneration von Kopf- bzw. Schwanzstrukturen bei 

Planarien (Beane et al. 2011), sowie an der Entstehung der Pigmentmuster beim Zebrafisch 

(Inaba et al. 2012) beteiligt. Untersuchungen an Drosophila melanogaster wiesen außer-

dem die Bedeutung des Vmem bei der Entstehung der planaren Zellpolarität im Flügel und 

Auge nach (Simons et al. 2009). Der pHi ist für die meisten zellulären Prozesse von Bedeu-

tung. Schon geringfügige pHi-Änderungen beeinflussen Proliferation (Putney und Barber 

2003), Migration (Denker und Barber 2002), Differenzierung (Tatapudy et al. 2017) und 

Apoptose (Gottlieb et al. 1996). So wird z.B. die Differenzierung epithelialer Follikelstamm-

zellen in Drosophila durch kurzzeitige pHi-Änderungen reguliert (Ulmschneider et al. 2016; 

Tatapudy et al. 2017). Veränderte pHi-Werte sind beim Menschen mit diversen Erkrankun-

gen, wie z.B. Krebs oder neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Alzheimer-Krankheit, 

assoziiert (Harguindey et al. 2007; Webb et al. 2011; Yang und Brackenbury 2013; White et 

al. 2017). Channelopathien, d.h. Krankheiten, welche auf defekten Ionentransportmecha-

nismen beruhen, führen häufig zu Entwicklungsstörungen des Embryos sowie Fehlbildun-

gen (Levin et al. 2017). Weitere typische Erkrankungen beim Menschen, die auf Channelo-

pathien beruhen, sind bspw. Zystische Fibrose, diverse Resorptionsstörungen der Niere, 

kardiale Erregungsstörungen sowie erblich bedingte Epilepsien (Kass 2005).  
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Zwar wurde die Bedeutung bioelektrischer Phänomene bereits früh erkannt (Burr 

1944; Jaffe und Nuccitelli 1977), doch konnten elektrische Signale und ihre Auswirkungen 

auf die Entwicklung mit den üblichen Methoden der Entwicklungsbiologie kaum untersucht 

werden. Anders als z.B. Proteine, können Ionen nur sehr schwer visualisiert und lokalisiert 

werden. Sie diffundieren wesentlich schneller und können selten direkt nachgewiesen wer-

den. Spezifische Effekte durch modifizierte Vmem und pHi sind nicht immer eindeutig fest-

stellbar, da diese Parameter einerseits essentiell für die Lebensfähigkeit der Zelle sind und 

andererseits unzählige nachgeschaltete Prozesse und Moleküle beeinflussen (Chang und 

Minc 2014). Klassische Methoden zur Untersuchung elektrischer Eigenschaften von Zellen, 

wie Einzelzellmessungen mit Mikroelektroden, konnten keine Einsichten in die Entstehung, 

Ausprägung und zeitlichen Veränderungen transzellulärer und intrazellulärer pHi- und 

Vmem-Gradienten in lebenden Zellen, Geweben und Organismen geben.  Neuere Techniken, 

wie die Verwendung fluoreszierender Marker für pHi und Vmem, ermöglichen nun jedoch die 

Visualisierung von zeitlich-räumlichen Mustern von pHi und Vmem in Geweben und können 

somit zu neuen Erkenntnissen auf diesem Gebiet führen (Han und Burgess 2010; Adams 

und Levin 2012). 

Neben bioelektrischen Signalen dienen auch mechanische Kräfte, wie Drücke und 

Spannungen, welche von Zellen und Geweben erzeugt werden, als regulatorische Signale 

während der Entwicklung (Mammoto und Ingber 2010; Navis und Bagnat 2015). Es zeigt 

sich somit zunehmend die Bedeutung bioelektrischer und biomechanischer Signale für die 

Musterbildung. Diese Signale müssen zukünftig verstärkt in das Netzwerk der bereits um-

fassender untersuchten genetischen und biochemischen Regulationsmechanismen inte-

griert werden. 

 

1.2 Entstehung, Weiterleitung und Einfluss elektrochemischer Phänomene 

Die Entstehung intra- und transzellulärer elektrochemischer Gradienten erfordert eine 

asymmetrische Verteilung und/oder Aktivität spezifischer Ionentransportmechanismen in 

der Zelle bzw. im Gewebe (Adams und Levin 2013; Levin 2014; Krüger und Bohrmann 

2015). Eine weitere Voraussetzung für die  Etablierung von elektrochemischen Gradienten 

ist das Vorhandensein von Gap Junctions, welche Zellen elektrisch miteinander verbinden 
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(Bohrmann und Haas-Assenbaum 1993; FitzHarris und Baltz 2006; Bohrmann und Zim-

mermann 2008; Lautemann und Bohrmann 2016; Mathews und Levin 2017; Cervera et al. 

2018b). Da Gap Junctions den Grad der elektrischen Konnektivität von Zellen durch Schlie-

ßen und Öffnen bestimmen, sind sie am Aufbau des Vmem und pHi der Zellen beteiligt. Gleich-

zeitig hängt das Öffnen und Schließen der Gap Junctions selbst von Vmem und pHi ab. Derar-

tige Rückkopplungsschleifen kommen bei der bioelektrischen Regulation häufig vor. Die Be-

deutung von Gap Junctions während der Musterbildung wird am Beispiel von Tumoren, de-

ren Zellen unkontrolliert und ungeordnet proliferieren, deutlich. Als frühes Merkmal von 

Tumorzellen ist das Schließen von Gap Junctions bekannt (Yamasaki et al. 1995). Die daraus 

resultierende bioelektrische Isolation der einzelnen Tumorzellen scheint eine geordnete 

Musterbildung unmöglich zu machen.  

Das Vmem einer Zelle wird maßgeblich durch H+-, Na+-, K+- und Cl--Ionen bestimmt 

und dynamisch durch Ionentransporter, -kanäle und -pumpen reguliert (McLaughlin und 

Levin 2018). Dies führt zu langsamen Vmem-Änderungen, die sich von den schnellen Akti-

onspotentialen in Nerven- und Muskelzellen unterscheiden, um die es in der vorliegenden 

Arbeit nicht gehen soll. In Rückkopplungsschleifen kann sich ein verändertes Vmem wiede-

rum auf den pHi, das extrazelluläre elektrische Feld oder Ionenströme auswirken.  

Die Übersetzung elektrochemischer Signale in zelluläre Antworten erfolgt über ver-

schiedene pHi- oder Vmem-sensitive Ionenkanäle, Phosphatasen, Transporter von Signalmo-

lekülen oder andere Proteine. Eine Weiterleitung der Signale über second messenger-Kas-

kaden schließt sich an, welche letztendlich zu veränderter Genexpression und zur Regula-

tion des Zellverhaltens führen (wie bspw. Migration, Proliferation, Differenzierung, Formän-

derung oder Apoptose; Abbildung 1).  

Auch Elemente des Zytoskeletts empfangen und übersetzen elektrochemische Sig-

nale in zelluläre Antworten (Campetelli et al. 2012; Chang und Minc 2014). Veränderungen 

des pHi wirken sich auf die Selbstorganisation, Polymerisation und Depolymerisation von 

Mikrofilamenten aus (Wang et al. 1989). Die Kontraktilität des Aktomyosin-Netzwerks 

(Köhler et al. 2012) sowie die Aktivität verschiedener quervernetzender Proteine (Busa 

1986; Schmoller et al. 2012) werden ebenfalls durch den pHi beeinflusst. Auch die Poly-

merisation und Depolymerisation von Mikrotubuli zeigen eine pHi-Abhängigkeit (Regula et 

al. 1981; Brabander et al. 1982; Busa 1986). Änderungen des Vmem gehen mit der Umstruk-

turierung bzw. Stabilisierung des Mikrofilament-Netzwerks einher (Callies et al. 2011; 
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Chifflet und Hernández 2012) und wirken sich ebenfalls auf die Organisation der Mikro-

tubuli aus (Chifflet et al. 2003; Priel et al. 2006; Cantero et al. 2018). 

 

 

Abbildung 1: Regulation der Musterbildung durch das Vmem auf der Ebene der individuellen Zelle sowie des Gewebes bzw. 

des Organismus. Änderungen des Membranpotentials (Vmem) werden durch verschiedene spannungsabhängige Membran-

proteine (z.B. spannungsäbhängige Ca2+-Kanäle, Phosphatasen oder Transporter von Signalmolekülen) über Signalkaska-

den in individuelles Zellverhalten übersetzt (z.B. Migration, Proliferation, Differenzierung). Dies wiederum ermöglicht die 

Musterbildung komplexer anatomischer Strukturen während der Embryogenese, Regeneration, Wundheilung usw. 

(McLaughlin und Levin 2018) 

 

Das Follikelzellepithel (FZE) der Ovarfollikel von Drosophila melanogaster weist cha-

rakteristische Zytoskelettmuster auf (Gutzeit 1990, 1991; Gutzeit et al. 1991; Gutzeit und 

Haas-Assenbaum 1991), an denen sich Einflüsse elektrochemischer Signale gut untersu-

chen lassen. Das FZE bietet somit ein geeignetes Modellsystem zur Untersuchung der Be-

deutung bioelektrischer Phänomene während der epithelialen Entwicklung (vgl. 1.3). Im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit soll der Zusammenhang zwischen den bioelektrischen Ei-

genschaften und der Organisation und Dynamik des Zytoskeletts anhand des FZE analysiert 

werden. 

 

1.3 Das Follikelzellepithel von Drosophila melanogaster als Modell 

Drosophila gilt als idealer Modellorganismus für genetische und entwicklungsbiologische 

Fragestellungen (Adams et al. 2000). Praktische Vorteile liegen in der vergleichsweise 
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einfachen Zucht und Haltung. Die Generationszeit ist mit 9 bis 14 Tagen relativ kurz, und 

der Organismus erzeugt eine große Zahl an Nachkommen (bis zu 400). Das Genom ist 

vollständig entschlüsselt und es liegen zahlreiche konservierte Gene vor, welche auch in 

Säugetieren vorkommen (Zdobnov et al. 2002; Rodal et al. 2015). Zudem besitzt Drosophila 

nur vier Chromosomenpaare. Viele Genmutationen sind leicht erkennbar, da sie sich 

deutlich im Phänotyp zeigen. Das Gal4/UAS-System ermöglicht die gezielte Expression oder 

Abschaltung von Genen in bestimmten Zellen oder Geweben und bietet somit ein hilfreiches 

Werkzeug zur genetischen Manipulation. Diese und weitere Eigenschaften haben dazu 

geführt, dass Drosophila heute einer der am intensivsten erforschten Organismen ist. 

Die Oogenese findet in den paarigen Ovarien der Weibchen statt, welche jeweils aus 

ca. 18 Ovariolen bestehen (Abbildung 2; King 1970; Riechmann und Ephrussi 2001; Bastock 

und St Johnston 2008). Am anterioren Pol jeder Ovariole befindet sich ein Germarium, 

welches sowohl Keimbahn- als auch somatische Stammzellen enthält. Im Germarium 

werden die Follikel gebildet und durchlaufen anschließend 14 Oogenese-Stadien (S1 bis 

S14) während sie zum posterioren Pol der Ovariole wandern, wo sie als reifes, befruchtetes 

Ei das Ovar verlassen. Die ersten 7 Stadien werden als prävitellogene Stadien bezeichnet 

(S1-S7). Die darauffolgenden vitellogenen Stadien S8 bis S14 sind durch Dottereinlagerung 

charakterisiert. Die Follikel bestehen aus 16 Keimbahnzellen, d.h. einer Oozyte (Oo) und 15 

Nährzellen (NZ), welche von einem einschichtigen somatischen FZE umgeben sind.  Die 

Nährzellen, welche sich am anterioren Pol des Follikels befinden, sind durch 

Zytoplasmabrücken (Ringkanäle) miteinander und mit der Oozyte verbunden. Sie

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer Ovariole von Drosophila melanogaster. Anterior befindet sich das Germa-

rium (Ger), an welches sich posterior ein Strang von Follikeln der Stadien S1-S14 anschließt. Die Follikel sind über Stiel-

zellen miteinander verbunden. Das somatische Follikelzellepithel (FZE) umschließt die 15 Nährzellen (NZ) und die Oozyte 

(Oo). 
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synthetisieren Organellen, Proteine und RNA, welche zum größten Teil in die Oozyte 

transportiert werden. Die Follikelzellen (FZ) sind über Gap Junctions miteinander und mit 

den Keimbahnzellen verbunden. Die Follikel einer Ovariole stehen über spezielle 

Follikelzellen, die Stielzellen, miteinander in Kontakt.  

Das FZE ist an der Achsendetermination des späteren Embryos beteiligt und bildet 

als sekretorisches Epithel die verschiedenen Schichten der Eihülle (Cavaliere et al. 2008). 

Es durchläuft während der Oogenese verschiedene morphologische Modifikationen, zu 

denen Migrationsbewegungen und Formveränderungen gehören (Wu et al. 2008). Die 

Reorganisation des FZE beginnt im Stadium S9. Ein großer Teil der im Stadium S8 noch 

kubischen FZ migriert zur posterioren Hälfte des Follikels, um die Oo zu umschließen, 

während sich die übrigen FZ zunehmend abflachen. Die FZ, welche die Oo bedecken, 

erhalten eine säulenartige Form, während die FZ über den NZ sich flächig ausdehnen. 

Ebenfalls im Stadium S9 migrieren die anterioren Polarzellen mit ca. vier bis sechs 

benachbarten FZ, zusammen als Grenzzellen (border cells) bezeichnet, zwischen den NZ 

hindurch zum anterioren Pol der Oo (Montell et al. 2012). Ab Stadium S10b wandern 

säulenförmige FZ im Bereich zwischen Oo und NZ ein (zentripetale FZ; zFZ), um die Oo 

vollständig zu umschließen. Die zFZ verlängern sich apikal und migrieren über die anteriore 

Oberfläche der Oo. Aufgrund morphologischer und molekularer Eigenschaften lässt sich das 

säulenförmige FZE in folgende FZ-Subpopulationen untergliedern: zFZ, Hauptkörper-FZ 

(HFZ), und posteriore FZ (pFZ) (Abbildung 3; González-Reyes und St Johnston 1998).  

Das FZE spielt bei der Elongation des Follikels eine wesentliche Rolle (Bastock und St 

Johnston 2011; Gates 2012). Hierbei sind die basalen Mikrofilamente (bMF) der FZ von 

Bedeutung, welche als eine Art „molekulares Korsett“ fungieren (vgl. 1.5). Sie weisen in den 

frühen Stadien eine polarisierte Ausrichtung senkrecht zur Längsachse des Follikels auf 

(Viktorinová et al. 2011). Dieser Ausrichtung der Mikrofilamente geht eine entsprechende 

Polarisation der Mikrotubuli in den FZ voraus (Viktorinová und Dahmann 2013). Da sowohl 

die Zellpolarität als auch die Zytoskelettelemente durch bioelektrische Signale reguliert 

werden können (Campetelli et al. 2012), liegt die Vermutung nahe, dass Interaktionen 

zwischen bioelektrischen Eigenschaften, wie Vmem und pHi, und dem Zytoskelett im FZE an 

der Morphogenese beteiligt sind. 
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Abbildung 3: Typen von Keimbahn- und Somazellen im Drosophila-Follikel. Die Oozyte (Oo; posterior) umfasst im Stadium 

S10b ungefähr die Hälfte des Volumens des Follikels. Anterior befinden sich 15 Nährzellen (NZ). Die Keimbahnzellen (NZ 

und Oo) werden umschlossen von einem einschichtigen somatischen Follikelzellepithel (FZE), welches im Bereich der NZ 

abgeflacht ist. Die Follikelzellen (FZ), welche die Oozyten umgeben, sind hingegen säulenförmig. Die säulenförmigen FZ 

lassen sich in Hauptkörperfollikelzellen (HFZ), welche den Hauptanteil der FZ ausmachen, in zentripetale FZ (zFZ), welche 

in S10b zwischen Oo und NZ migrieren und in posteriore FZ (pFZ) am posterioren Pol untergliedern. Das dorsale FZE (dFZ; 

Lage des Oo-Kerns) ist im Vergleich zum ventralen FZE (vFZ) dicker. 

 

1.4 Bioelektrische Phänomene im Ovar von Drosophila 

Messungen mit Mikroelektroden in Oo und NZ führten zu der Erkenntnis, dass es im Verlauf 

der Oogenese zu Änderungen des Vmem in den Keimbahnzellen kommt (Bohrmann et al. 

1986b). Außerdem wurden extrafollikuläre elektrische Felder und stadienspezifische 

Strommuster nachgewiesen, welche zum großen Teil auf den Austausch von H+-, K+- und 

Na+-Ionen zurückzuführen sind (Overall und Jaffe 1985; Bohrmann et al. 1986a; Sun und 

Wyman 1993; Munley et al. 2009). Dass diese elektrischen Felder bzw. eine Vmem-Differenz 

zwischen NZ und Oo einen elektrophoretischen Transport von Proteinen antreibt 

(Woodruff und Telfer 1980), konnte für Drosophila nicht bestätigt werden (Bohrmann und 

Gutzeit 1987; Bohrmann und Schill 1997). Einzelne Ionenspezies bzw. deren 

Ionentransportmechanismen, wie z.B. K+-Kanäle, V-ATPasen und Na+/K+-ATPasen sowie 

Gap Junctions (Bohrmann 1991a; Bohrmann 1991b; Bohrmann und Heinrich 1994; 

Bohrmann und Braun 1999; Bohrmann und Bonafede 2000; Bohrmann und Zimmermann 

2008) wurden im Hinblick auf ihre Bedeutung während der Oogenese untersucht und 

mittels fluoreszierender Inhibitoren und/oder Antiseren teilweise lokalisiert: Amilorid-

sensitive Na+-Kanäle und Na+/H+-Antiporter, V-ATPasen,  spannungsabhängige Typ-L Ca2+-
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Kanäle und ATP-sensitive K+-Kanäle (Krüger 2014; Krüger und Bohrmann 2015; 

Lautemann und Bohrmann 2016). Weitere relevante Ionentransportmechanismen sind 

genetisch nachgewiesen worden, wie z.B. der Amilorid-sensitive Na+-Kanal dGNaC1, 

welcher in den Gonaden und in Embryonen exprimiert wird (Darboux et al. 1998), sowie 

Na+/H+-Antiporter (DmNHE1-3, Giannakou und Dow 2001) und Na+/K+/2Cl--

Cotransporter (NKCC, Rodan et al. 2012) in den Malpighischen Gefäßen. Für einige 

Ionentransportmechanismen ist bekannt, dass sie an der Musterbildung von Drosophila 

beteiligt: der Na+/H+-Antiporter NHE2, welcher bei der Rekrutierung von Dishevelled 

(Dsh) und somit bei der Etablierung der planaren Zellpolarität während der 

Augenentwicklung eine Rolle spielt  (Simons et al. 2009), sowie die V-ATPase, die bei der 

Musterbildung des Flügels von Bedeutung ist (Hermle et al. 2010; Dahal et al. 2012; George 

et al. 2019). 

In Drosophila-Follikeln wurden Korrelationen zwischen den Lokalisations- bzw. Akti-

vitätsmustern verschiedener Ionentransportmechanismen, wie V-ATPasen, spannungsab-

hängigen Ca2+-Kanälen, Amilorid-sensitiven Na+-Kanälen, Na+/H+-Antiportern und Gap 

Junctions, und stadienspezifischen bioelektrischen Mustern gefunden (Krüger und Bohr-

mann 2015). Dies lässt vermuten, dass die untersuchten Ionentransportmechanismen an 

der Etablierung bioelektrischer Eigenschaften, wie pHi- und Vmem-Gradienten, beteiligt sind. 

Solche elektrochemischen Gradienten könnten bei der Musterbildung während der Ooge-

nese eine Rolle spielen, wobei spannungsabhängige Ca2+-Kanäle die elektrochemischen 

Gradienten in zelluläre Antworten übersetzen könnten (Krüger und Bohrmann 2015). Auch 

Gap Junctions sind für die Etablierung der elektrochemischen Gradienten erforderlich 

(Bohrmann und Haas-Assenbaum 1993; Bohrmann und Zimmermann 2008; Lautemann 

und Bohrmann 2016). 

 

1.5 Das Zytoskelett des Follikelzellepithels 

Das Zytoskelett der meisten eukaryotischen Zellen besteht aus drei verschiedenen filamen-

tösen Proteinstrukturen: Mikrofilamente, Mikrotubuli und Intermediärfilamente (Huber et 

al. 2015). Es handelt sich hierbei um Polymere, welche unterschiedliche physikalische Ei-

genschaften aufweisen und verschiedene Funktionen erfüllen. Zusammen bilden sie ein in-
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teraktives und komplexes Netzwerk. Mikrofilamente bestehen aus Actin-Monomeren, bil-

den unterhalb der Zellmembran einen Actin-Cortex und spielen vor allem bei aktiven Zell-

bewegungen, wie z.B. Zellmigration und Änderung der Zellform, sowie für die Stabilität der 

Zelle eine Rolle (Chugh und Paluch 2018). Mikrotubuli sind röhrenförmige, polare Struktu-

ren, bestehend aus Heterodimeren, die sich wiederum aus α- und β-Tubulin zusammenset-

zen. Neben ihrer Funktion, Bestandteile des Zytoplasmas, wie z.B. Vesikel und Organellen, 

zu transportieren, sind sie ebenfalls an der Stabilität, der Formgebung und den Bewegun-

gen der Zelle beteiligt (Huber et al. 2015). Mikrotubuli entspringen in der Regel dem „micro-

tubule organizing center“ (MTOC), das sich meist nahe dem Zentrum der Zelle befindet. 

Dementsprechend durchziehen Mikrotubuli die gesamte Zelle und umgeben den Zellkern. 

In polarisierten Epithelzellen weisen die Mikrotubuli charakteristische Eigenschaften auf, 

wie z.B. eine azentrosomale Organisation und eine spezielle Dynamik und Regulation  (Pep-

perkok et al. 1990; Chifflet et al. 2003; Reilein et al. 2005; Chifflet und Hernández 2012). 

Ihre typischerweise parallele Anordnung entlang der apikobasalen Achse der Zelle ist für 

den Transport von Vesikeln durch das Epithel hindurch notwendig. Intermediärfilamente, 

die Drosophila, bis auf Lamine in der Kernhülle, fehlen, sind in den meisten tierischen Zellen 

für die Struktur und Funktion essentiell (Huber et al. 2015). Sie verleihen der Zelle Stabili-

tät, und kommen sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern vor. 

Hinsichtlich der Oogenese von Drosophila wurde bisher hauptsächlich das Zytoske-

lett der Keimbahnzellen untersucht, das bspw. für die Achsenspezifikation der Oo und des 

späteren Embryos oder für den Transport des NZ-Zytoplasmas durch Ringkanäle in die Oo 

zuständig ist (Cooley und Theurkauf 1994; Bohrmann und Biber 1994; Bohrmann und 

Schill 1997; Bohrmann 1997; Roth und Lynch 2009). 

Das Zytoskelett in den somatischen FZ wurde weniger intensiv untersucht, rückte 

aber in den letzten Jahren zunehmend ins Blickfeld der Forschung. Im Rahmen der vorlie-

genden Arbeit eignet sich die polarisierte Anordnung der basalen Mikrofilamente (bMF) im 

FZE als Marker für planare Zellpolarität (Abbildung 4). Die Wechselbeziehung zwischen der 

polaren Anordnung der bMF und der Elongation des Follikels wurde erstmals anhand der 

Drosophila-Mutante kugel, deren bMF keine bevorzugte Orientierung aufweisen und deren 

Follikel eine sphärische Form haben, analysiert (Gutzeit et al. 1991). Es wurde vermutet, 

dass die in Wildtypen planar polarisierten bMF als eine Art Korsett dienen, welches die Grö-

ßenzunahme des Follikels senkrecht zur Längsachse einschränken könnte, wodurch sich 
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der Follikel verlängern würde. Eine neuere Hypothese verweist auf einen Zusammenhang 

zwischen der planar polarisierten Orientierung der bMF und einer globalen Rotation des 

FZE, welche letztendlich ebenfalls mit der Elongation des Follikels in Verbindung gebracht 

wurde (Viktorinová et al. 2009; Viktorinová und Dahmann 2013; Horne-Badovinac 2014). 

 

Abbildung 4: Polarisierte Ausrichtung der basalen Mikrofilamente (bMF) im FZE. Schematische Darstellung eines Follikels 

des Stadiums S10b im Medianschnitt (oben) und Tangentialschnitt (unten). In der lateralen Ansicht des FZE im Median-

schnitt (oben) sind die bMF (rot) direkt unterhalb der Basalmembran sichtbar. In der Aufsicht auf das FZE im Tangential-

schnitt (unten) wird die parallele, senkrecht zur Längsachse des Follikels ausgerichtete Anordnung der bMF (rot) in den 

säulenförmigen FZ deutlich (Zellkerne: blau). 

 

Für die Etablierung der planaren Zellpolarität im Follikelepithel ist das atypische Cadherin 

Fat2 von Bedeutung (Viktorinová et al. 2009). Weitere bekannte Gene, welche für die 

planare Zellpolarität und Elongation des Follikels wichtig sind, sind bspw. trc (tricornered), 

fry (furry) und msn (misshapen) (Horne-Badovinac et al. 2012). Die stressfaser-artig ange-

ordneten bMF dienen als Gerüst für pulsierende Actin/Myosin-Kontraktionen (He et al. 

2010; Koride et al. 2014). Die Mikrotubuli (MT) im basalen Bereich der FZ sind während 

der prävitellogenen Stadien S4 bis S7 und im ersten vitellogenen Stadium S8 ebenfalls senk-

recht zur Längsachse ausgerichtet. In späteren Stadien (S9 und S10a) verschwindet diese 

Ausrichtung der MT jedoch (Viktorinová und Dahmann 2013).  

Da Drosophila, wie die meisten Insekten, keine zytoplasmatischen Intermediärfila-

mente besitzt, ist es wahrscheinlich, dass deren Funktionen von anderen Proteinen über-

nommen werden (Herrmann und Strelkov 2011; Cho et al. 2016). Ein Kandidat hierfür wäre 

ein bei Drosophila nachgewiesenes atypisches Tropomyosin, welches ähnliche Eigenschaf-

ten wie Intermediärfilamente aufweist und für die Migration der Grenzzellen sowie für die 

Funktionen des FZE bei der Elongation des Follikels von Bedeutung ist (Cho et al. 2016).  

Bisher konnte nicht geklärt werden, welche Mechanismen den Veränderungen in der 
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Zytoskelett-Organisation zugrunde liegen. Da sowohl die Zytoskelettelemente als auch die 

Zellpolarität durch bioelektrische Signale reguliert werden können, soll die Hypothese ge-

testet werden, dass ein direkter Zusammenhang zwischen der Entstehung elektrochemi-

scher Gradienten und den Veränderungen des Zytoskeletts im FZE während der Oogenese 

besteht.  

 

1.6 Ziele der Arbeit 

Im Rahmen dieser Arbeit sollen verschiedene stadienspezifische Eigenschaften des FZE von 

Drosophila näher untersucht werden. Das FZE eignet sich aufgrund seines mikroskopisch 

gut analysierbaren, polarisierten bMF-Skeletts (Bastock und St Johnston 2011) und des 

Vorhandenseins elektrochemischer Gradienten (Krüger 2014; Krüger und Bohrmann 

2015) als Modell für die Untersuchung des Einflusses bioelektrischer Signale auf das 

Zytoskelett und die Morphogenese. Zunächst sollen die Vmem- und pHi-Gradienten im FZE 

während der vitellogenen Stadien S8 bis S12 detailliert untersucht werden.  

Ebenso soll die Organisation der bMF und der MT im basalen Bereich der Follikel-

zellen stadienspezifisch analysiert werden. Im Anschluss daran sollen Korrelationen zwi-

schen elektrochemischen Gradienten und Eigenschaften des Zytoskeletts dargestellt wer-

den, welche Hinweise auf Interaktionen liefern können. Danach sollen Manipulationen von 

pHi und Vmem im FZE durchgeführt werden, welche Veränderungen des Zytoskeletts hervor-

rufen könnten, die mit den im Verlauf der Oogenese stattfindenden Veränderungen ver-

gleichbar sind. Die Manipulationen von pHi und Vmem sollen mit Hilfe von Inhibitoren für 

Ionentransportmechanismen realisiert werden. Da am Aufbau des Vmem maßgeblich H+-, 

K+-, Na+- und Cl--Ionen beteiligt sind (Sun und Wyman 1993; Munley et al. 2009), sollen vor 

allem Kanäle, Transporter und Pumpen der genannten Ionenspezies untersucht werden 

(Abbildung 5).  

Korrelationen zwischen elektrochemischen Gradienten und Zytoskelett-Mustern 

sowie der Einfluss von Inhibitoren auf pHi und Vmem, deren Gradienten und die bMF- und 

die MT-Organisation könnten Aufschluss darüber geben, inwieweit die Morphogenese des 

FZE durch bioelektrische Signale beeinflusst wird. Die Untersuchung soll einen Beitrag zum 

besseren Verständnis der bioelektrischen Regulation entwicklungsbiologischer Vorgänge 
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anhand der Oogenese von Drosophila leisten. 

 

 

 

Abbildung 5: Überblick über die zu untersuchenden Ionentransportmechanismen. Schematische Darstellung einer Folli-

kelzelle mit den für die vorliegende Arbeit relevanten Ionentransportmechanismen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Stämme von Drosophila melanogaster 

Tabelle 1: Übersicht über die verwendeten Fliegenstämme 

Stamm Genotyp Herkunft 

Oregon R Wildtyp Bloomington Drosophila 

Stock Center, USA 

UAS-Lifeact-GFP y[1] w[*]; P{y[+t*] w[+mC]=UAS-Lifeact-

GFP}VIE-260B/CyO 

Bloomington Drosophila 

Stock Center, USA 

UAS-αTub84B w[*]; P{w[+mC]=UASp-GFPS65C-al-

phaTub84B}3/TM3, Sb[1] 

Bloomington Drosophila 

Stock Center, USA 

Tj-Gal4 w; Tj-Gal4 Siegfried Roth, Universität 

Köln 

 

2.2 Aufzucht und Haltung von Drosophila melanogaster  

Die Fliegenzucht erfolgte in röhrenförmigen Zuchtgefäßen auf einem Standardnährme-

dium, welches sich aus den in Tabelle 2 aufgeführten Bestandteilen zusammensetzte. 

 

Tabelle 2: Standard-Nährmedium für Drosophila 

Menge Zutat 

1 l Wasser 

50 g Maismehl 

84 g Frischhefe 

12 g Agar 

32 g Zucker 

640 µl 10 % (w/v) Nipagin in Ethanol 

5 ml Propionsäure 

2 Spatelspitzen Ascorbinsäure 

 

Zusätzlich diente mit Leitungswasser angerührte Frischhefe, die auf das Nährmedium ge-

geben wurde, den Fliegen als Nahrungsquelle. Die Fliegenstämme wurden bei Raumtempe-

ratur bzw. im Brutschrank (im Dunkeln) bei 23°C gehalten.  
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2.3 Präparation der Ovarfollikel 

Für die Experimente wurden drei Tage alte weibliche Fliegen verwendet. Einzelne Fliegen 

wurden mit Hilfe einer Pinzette den Zuchtgefäßen entnommen und durch Zerdrücken des 

Kopfes und Thorax getötet. Die Präparation der Ovarien erfolgte in R14-Medium (Robb 

1969; Bohrmann 1991a) in 3er-Glasblockschälchen unter Verwendung eines Stereomikro-

skops (SMZ 1000, Nikon). Mit Hilfe zweier Pinzetten (Dumont No. 5) wurde das Abdomen 

geöffnet, und die paarigen Ovarien wurden entnommen. Die über Stielzellen miteinander 

verbundenen Follikel wurden vorsichtig am Germarium aus der Ovariolenhülle gezogen, 

wobei das Ovar posterior mit der anderen Pinzette fixiert wurde.  

 

2.4 Gal4/UAS-System 

Das Gal4/UAS-System wurde eingesetzt, um die Zytoskelettstruktur der Follikelzellen an le-

benden Follikeln fluoreszenzmikroskopisch untersuchen zu können. Mit Hilfe dieses Sys-

tems war es möglich, fluoreszenzmarkierte (GFP) Zytoskelettproteine spezifisch im Folli-

kelepithel zu exprimieren. Verwendet wurden die Reporterstämme UAS-Lifeact-GFP 

(Lifeact-GFP) für die Untersuchung der Mikrofilamente und UAS-αTub84B (αTub84B-GFP) 

für die Analyse der Mikrotubuli (Tabelle 1). Kombiniert wurden diese beiden UAS-Stämme 

jeweils mit der Treiberlinie Tj-Gal4 (Traffic-Jam-Gal4; Tabelle 1), welche das Gal4-Kon-

strukt mit einem follikelzellspezifischen Enhancer enthält. 

 

2.4.1 Kreuzungen 

Da weibliche Fliegen in der Lage sind, Spermien für längere Zeit zu speichern, wurden für 

die Kreuzungen unbefruchtete Weibchen verwendet. Frisch geschlüpfte Weibchen errei-

chen ihre Geschlechtsreife bei einer Temperatur von 23°C nach ca. sechs Stunden. Es wur-

den weibliche und männliche Fliegen in einem Verhältnis von 3:1 miteinander gekreuzt. 

Fliegen mit dem in 2.4.1.1 bzw. 2.4.1.2 eingerahmten Genotyp wurden analysiert. 
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 Kreuzungsschema Lifeact-GFP 
 

P:  ♀  
y[1] w[∗]

y[1] w[∗]
 ; 

P{y[+t∗] w[+mC]=UAS−Lifeact−GFP}VIE−260B

CyO
 ; + ×  ♂  

w

w
 ; 

Tj−Gal4

Tj−Gal4
 ; + 

F1:  
y[1] w[∗]

w
 ; 

P{y[+t∗] w[+mC]=UAS−Lifeact−GFP}VIE−260B

Tj−Gal4
 ; + und  

y[1] w[∗]

w
 ; 

CyO

Tj−Gal4
 ; + 

 

 Kreuzungsschema αTub84B-GFP 
 

P:  ♀  
w[∗]

w[∗]
 ; 

P{w[+mC]=UASp−GFPS65C−alphaTub84B}3

TM3,Sb[1]
 ; + × ♂  

w

w
 ; 

Tj−Gal4

Tj−Gal4
 ; + 

F1:  
w[∗]

w
 ; 

P{w[+mC]=UASp−GFPS65C−alphaTub84B}3

Tj−Gal4
 ; + und  

w[∗]

w
 ; 

TM3,Sb[1]

Tj−Gal4
 ; + 

 

2.5 Untersuchung der elektrochemischen Eigenschaften mit Vitalfarbstoffen 

Die elektrochemischen Eigenschaften des FZE wurden mit Hilfe von fluoreszierenden Vital-

farbstoffen untersucht. Die Fluoreszenzintensität der beiden verwendeten Farbstoffe hängt 

vom intrazellulären pH-Wert (pHi) bzw. vom Membranpotential (Vmem) der Zelle ab. Der 

entscheidende Vorteil der Verwendung solcher Farbstoffe liegt in der Möglichkeit, elektro-

chemische Eigenschaften in einem zeitlichen und räumlichen Kontext analysieren zu kön-

nen. Das bedeutet, dass einerseits die Veränderungen von pHi und Vmem im gesamten Verlauf 

der Oogenese untersucht und verglichen werden können. Andererseits können in ein und 

demselben Follikel einzelne Zellen oder Zellgruppen direkt miteinander verglichen und 

eventuell vorhandene Gradienten detektiert werden. Zudem werden die untersuchten Zel-

len bei dieser nicht invasiven Methode nicht mechanisch beeinträchtigt. 

2.5.1 Untersuchung der intrazellulären pH-Werte mit 5-CFDA,AM 

Die intrazellulären pH-Werte (pHi) wurden mit Hilfe des pH-sensitiven Fluoreszenzfarb-

stoffs 5-Carboxyfluorescein-Diacetat-Acetoxymethylester (5-CFDA,AM, Molecular Probes/ 

Invitrogen bzw. Interchim) untersucht. 5-CFDA,AM ist ein Derivat des pH-Indikators Car-

boxyfluorescein, welcher sich besonders für die Untersuchung von pH-Werten im neutralen 



Untersuchung der elektrochemischen Eigenschaften mit Vitalfarbstoffen 

22 
 

Bereich eignet. Als elektrisch neutraler Acetoxymethyl(AM)-ester gelangt es leichter in le-

bende Zellen, wo es durch unspezifische Esterasen hydrolysiert wird. Das zuvor nicht fluo-

reszierende Molekül erlangt erst durch die hydrolytische Spaltung des AM-Esters seine Fä-

higkeit zur Fluoreszenz. Als dreifaches Anion kann Carboxyfluorescein die Membran nicht 

passieren und die Zelle nicht mehr verlassen.  Die Protonierung des Farbstoffs im Zyto-

plasma führt zum Verlust der Fluoreszenz. Somit ist die Fluoreszenzintensität von der int-

razellulären Protonenkonzentration (dem pHi) abhängig: Ein niedriger pHi (hohe intrazel-

luläre Protonenkonzentration) führt zu einer verstärkten Protonierung des Farbstoffs und 

somit zu einer geringeren Fluoreszenzintensität. Eine starke Fluoreszenzintensität lässt 

dementsprechend auf einen höheren pHi (geringere intrazelluläre Protonenkonzentration) 

schließen.  

Abbildung 6 zeigt die pH-abhängigen Absorptions- und Emissionsspektren des Flu-

oreszenzfarbstoffs Fluorescein, dessen pH-abhängige Eigenschaften mit denen von Car-

boxyfluorescein vergleichbar sind. Bei einer Anregung mit Licht der Wellenlänge 488 nm 

zeigt sich die geringste Emission bei pH 5 und die stärkste Emission bei pH 9. Dabei wird 

deutlich, dass die Fluoreszenzintensität im pH-Bereich zwischen 6,5 und 7,5 stark variiert. 

Somit lassen sich bereits geringe pH-Wert-Unterschiede im neutralen Bereich detektieren. 

 

Abbildung 6: pH-abhängige Spektren von Fluorescein; A: Absorptionsspektrum, B: Emissionsspektrum (Molecular Pro-

bes) 

 

5-CFDA,AM wurde verwendet, um zunächst stadienspezifische pHi-Muster im FZE 

zu untersuchen. Anschließend wurden Inhibitoren für verschiedene Ionentransportmecha-

nismen eingesetzt, um deren Beteiligung an der Regulation des pHi der Follikelzellen zu er-

mitteln (vgl. 2.8).  
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Durchführung: Für die Untersuchung der pHi-Eigenschaften wurden frisch isolierte, 

lebende Follikel verschiedener Stadien in 3er-Glasblockschälchen unter ständigem, lang-

sam rotierenden Schütteln (Kreisschüttler; Heidolph) für 20 min in 4 µM 5-CFDA,AM 

(Stammlösung: 1 mM in Dimethylsulfoxid (DMSO); (Krüger 2014; Krüger und Bohrmann 

2015; Krüger 2014) in R14-Medium im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden die Folli-

kel sofort (bis maximal 60 min nach Inkubation) mit dem Fluoreszenzmikroskop unter-

sucht (vgl. 2.7). Eine Kontrolle zur Färbung ist im Anhang gezeigt (Abbildung 65). 

 

2.5.2 Untersuchung der Membranpotentiale mit DiBAC4(3) 

Zur Untersuchung der Membranpotentiale (Vmem) wurde der potentiometrische Fluores-

zenzfarbstoff Bis-(1,3-Dibutylbarbituric Acid) Trimethine Oxonol (DiBAC4(3); Molecular 

Probes/ Invitrogen) verwendet, welcher mit einer Reaktionszeit von 20 ms zu den langsam 

reagierenden Potentialsonden gehört. DiBAC4(3) kann depolarisierte Zellmembranen pas-

sieren und an intrazelluläre und membranständige Proteine binden. Infolge der Bindung 

kommt es zur Fluoreszenz des Farbstoffs. Je stärker die Membran depolarisiert ist, desto 

größer ist der Einstrom von DiBAC4(3) in die Zelle, was zu einer höheren Fluoreszenzinten-

sität führt. Somit lässt eine eher geringe Fluoreszenzintensität auf eine relative Hyperpola-

risation und eine stärkere Fluoreszenzintensität auf eine relative Depolarisation der Memb-

ranen schließen. Die Anregungs- bzw. Emissionsmaxima von DiBAC4(3) befinden sich bei 

Wellenlängen von 490 bzw. 516 nm. 

DiBAC4(3) wurde ebenfalls zunächst zur Charakterisierung der stadienspezifischen 

Vmem-Muster des FZE verwendet. Im Anschluss wurden Inhibitoren eingesetzt, um den Bei-

trag verschiedener Ionentransportmechanismen am Vmem zu untersuchen (vgl. 2.8). 

Durchführung: Lebende Follikel verschiedener Stadien wurden unter ständigem, 

langsam rotierenden Schütteln für 20 min in 4 µM DiBAC4(3) (Stammlösung 4 mM in 70 % 

Ethanol; (Krüger 2014; Krüger und Bohrmann 2015)) in R14-Medium im Dunkeln inku-

biert und im Anschluss sofort fluoreszenzmikroskopisch untersucht (vgl. 2.7). 
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2.6 Untersuchung von Zytoskelettelementen 

2.6.1 Fixierung 

Die Fixierung der Follikel erfolgte für 20 min bei Raumtemperatur in Mikrofilament-Stabi-

lisierungspuffer (MF-Puffer, Tabelle 3), welchem 4 % Formaldehyd und 0,2 % Triton X-100 

zugegeben wurden. 

 

Tabelle 3: Zusammensetzung MF-Puffer (Gutzeit 1990) 

Konzentration Zutat 

20 mM Pipes 

80 mM KCl 

5,6 mM Glucose x H2O 

1,5 mM 

1,5 mM 

10 mM 

MgCl2 x 6 H2O 

CaCl2 x 2 H2O 

EGTA 

Einstellen des pH-Wertes auf 7,2 mit KOH 

 

2.6.2 Mikrofilamentfärbung 

Filamentöses Actin (F-Actin) wurde mit Phalloidin, an welches ein Fluoreszenzfarbstoff ge-

koppelt war, markiert. Phalloidin, ein Toxin des Grünen Knollenblätterpilzes Aminata phal-

loides, bindet irreversibel an Mikrofilamente, wodurch diese stabilisiert werden. 

Durchführung: Die fixierten Follikel wurden dreimal mit Phosphat-gepufferter Salz-

lösung für Insektenzellen (phosphate buffered saline, PBS; Tabelle 4) gewaschen, bevor 

diese im Dunkeln für 20 min in 0,3 µg/ml Rhodaminyl-Phalloidin (Stammlösung: 30 µg/ml 

in PBS; Geschenk von Th. Wieland) in PBS oder in 0,25 µg/ml Phalloidin-FluoProbes 550A 

(Stammlösung: 10 µg/ml in DMSO; Interchim) in PBS gefärbt wurden. In einigen Fällen 

folgte auf die Färbung ein fünfminütiger Waschschritt in PBS und es wurde zusätzlich eine 

Kernfärbung für 5 min in 0,2 µg/ml 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI: Stammlösung: 

1 mg/ml in DMSO; Sigma-Aldrich) in PBS durchgeführt. Nach dreimaligem Waschen in PBS 

wurden die Präparate fluoreszenzmikroskopisch untersucht (vgl. 2.7). Die Mikrofilament-

färbung wurde ca. 20 Mal durchgeführt. 
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Tabelle 4: Zusammensetzung PBS für Insektenzellen 

Konzentration Zutat 

145 mM NaCl 

2,6 mM KH2PO4 

26,2 mM Na2HPO4 

 Einstellen des pH-Wertes auf 7,4 mit KOH 

 

2.6.3 Immunhistochemische Färbung von acetyliertem α-Tubulin 

Zur Untersuchung der Mikrotubuli wurde ein Antikörper verwendet, welcher an acetylier-

tes α-Tubulin bindet. Neben β-Tubulin stellt α-Tubulin eine der beiden Hauptkomponenten 

der Mikrotubuli dar. Die acetylierte Form des α-Tubulins besitzt eine größere Stabilität als 

ihre nicht-acetylierte Form und ist eher in langlebigeren Mikrotubuli zu finden. 

Durchführung: Auf die Fixierung der Follikel in MF-Puffer (vgl. 2.6.1) erfolgte ein 

dreimaliges Waschen für jeweils 10 min in PBS/0,1 % Triton X-100. Anschließend wurden 

die Follikel für mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur in PBS/2 % Rinderserumal-

bumin (bovine serum albumin, BSA)/0,1 % Triton X-100 gegeben, um unspezifische Bin-

dungsstellen abzusättigen. Die Markierung mit dem primären monoklonalen Antikörper 

gegen acetyliertes α-Tubulin (Verdünnung: 1:100; Stammlösung: 200 µg/ml in PBS;  6-11B-

1, Santa Cruz Biotechnology) erfolgte in PBS/1 % BSA/0,1 % Triton X-100 für eine Stunde 

bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 °C. Nach sechsmaligem Waschen für jeweils 

10 min in PBS/0,1 % Triton X-100 wurde das sekundäre Antiserum Goat-anti-Mouse-Biotin 

in PBS/1 % BSA/0,1 % Triton X-100 zugegeben (Verdünnung: 1:200; Stammlösung: 

1 mg/ml in PBS, Dianova). Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurden die Follikel 

sechsmal für 5 bis 10 min mit PBS gewaschen, bevor TexasRed-konjugiertes Streptavidin 

(Verdünnung: 1:1000, Stammlösung: 1,9 mg/ml in PBS, Dianova) in PBS/1 % BSA/0,1 % 

Triton X-100 hinzugefügt wurde. Die Inkubation erfolgte im Dunkeln für 30 min. Anstelle 

von Strepdavidin-TexasRed wurde auch Strepdavidin-FluoProbes 488 (Verdünnung: 

1:1000; Stammlösung: 1 mg/ml in PBS, Interchim) für Doppelfärbungen verwendet. Nach 

dreimaligem Waschen mit PBS für jeweils 10 min wurden die Follikel am Fluoreszenzmik-

roskop untersucht (vgl. 2.7). Die Färbung wurde ca. zehnmal durchgeführt. Zusätzlich wur-

den Färbungen ohne primäres Antiserum vorgenommen, welche als Kontrolle dienten. 
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2.7 Fluoreszenzmikroskopie  

Tabelle 5: Fluoreszenzmikroskope, Objektive und Zubehör 

Mikroskop Axiovert 200 (Zeiss) AxioImager.M2 (Zeiss)  
mit ApoTome (Zeiss) 

Objektive 5x/0,17 
10x/0,25 
1,6x Optovar 

10x/0,25 
20x/0,5 
40x/1,3 Öl 

Fluoreszenzfiltersets 5-CFDA,AM/DiBAC4(3) 
BP 470/40 (Ex.) 
FT 495  
BP 525/50 (Em.) 

5-CFDA,AM/ DiBAC4(3)/ 
FluoProbes 488/ GFP 
BP 470/40 (Ex.) 
FT 495 
BP 525/50 (Em.) 
 
Rhodamin/ TexasRed/ 
FluoProbes 550A 
BP 550/25 (Ex.) 
FT 570 
BP 605/70 (Em.) 
 
DAPI 
G 365 (Ex.) 
FT 395 
BP 445/50 (Em.) 

Kamera Orca ER (Hamamatsu) AxioCam MRm (Zeiss) 

Kameraprogramm Wasabi (Hamamatsu) AxioVision (Zeiss) 

Beleuchtung HBO 100 HBO 100 

 

 

2.7.1 Weitfeldfluoreszenzmikroskopie (WFM) 

Zur Untersuchung lebender Follikel über einen längeren Zeitraum (bis zu 60 min) wurden 

diese in R14-Medium mit dem jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff 5-CFDA,AM bzw. DiBAC4(3) 

in einem 3er-Glasblockschälchen (Glasblöcke mit drei kreisförmigen Vertiefungen mit ei-

nem Durchmesser von 20 mm und einer Tiefe von ca. 5 mm) im Dunkeln in einer Feucht-

kammer inkubiert. Die Analyse erfolgte mit dem inversen Mikroskop Axiovert 200 (Zeiss) 

im zugedeckten Glasblockschälchen (Tabelle 5). 
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2.7.2 Optische Schnitte durch strukturierte Beleuchtung (Structured Illumination 

Microscopy, SIM) 

Das ApoTome-Imaging-System (Zeiss) wurde in Kombination mit dem aufrechten Mikro-

skop AxioImager.M2 (Zeiss) verwendet (Tabelle 5). Durch strukturierte Beleuchtung wird 

erreicht, dass nur die Fokusebene im Bild erscheint und Streulicht eliminiert wird. Das Apo-

Tome schiebt ein zum Objektiv passendes Gitter in den Strahlengang des Mikroskops. Es 

werden drei Bilder mit jeweils unterschiedlichen Gitterpositionen erzeugt, anhand derer 

ein optischer Schnitt berechnet wird. Der Vorteil dieses Systems gegenüber der konfokalen 

Laser-Scanning-Mikroskopie liegt darin, dass die Erzeugung optischer Schnitte mit relativ 

wenig Aufwand und in kürzerer Zeit erfolgen kann. Dies ist insbesondere bei Vitalpräpara-

ten von Bedeutung.  

Durchführung: Lebende Follikel wurden zusammen mit einem Tropfen R14-Medium, fi-

xierte Präparate mit einem Tropfen Fluoromount G (FluoProbes, Interchim) auf einen Ob-

jektträger gegeben und mit einem Deckgläschen (18x24 mm) abgedeckt. Kleine Papier-

plättchen (aus Parafilm-Deckpapier) zwischen Objektträger und Deckgläschen dienten als 

Abstandshalter, um ein Zerquetschen der Follikel zu verhindern. Je nachdem, ob elektroche-

mische Eigenschaften (pHi, Vmem) oder das Zytoskelett (Mikrofilamente, Mikrotubuli) ana-

lysiert werden sollten, wurden verschiedene Fokusebenen gewählt ( Abbildung 7).  

 

 

Abbildung 7: Fokusebenen für die Erzeugung optischer Schnitte mit dem ApoTome (Zeiss). Schematische Darstellung ei-

nes S10b-Follikels zwischen Objektträger und Deckgläschen. Für pHi und Vmem wurden optische Medianschnitte erzeugt 

(grün-gestrichelte Linie). Für die basalen Mikrofilamente (bMF) und Mikrotubuli (MT) wurde eine Fokusebene direkt un-

terhalb der Basalmembran der Follikelzellen gewählt (Tangentialschnitt, rot-gestrichelte Linie). 

 

2.7.3 Differentieller Interferenzkontrast (Differential Interference Contrast, DIC) 

Der Differentielle Interferenzkontrast (auch Normarski-Kontrast) ist eine lichtmikroskopi-

sche Methode, die es ermöglicht, transparente Objekte im Durchlicht kontrastreich und 
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plastisch abzubilden. Die Bildkontraste entstehen aufgrund der Unterschiede in den opti-

schen Weglängen im Objekt, welche in Helligkeitsunterschiede umgewandelt werden. DIC-

Aufnahmen wurden sowohl mit dem inversen Mikroskop Axiovert 200 (Zeiss), als auch mit 

dem aufrechten Mikroskop AxioImager.M2 (Zeiss), erzeugt.  

 

2.7.4 Nachbearbeitung und Auswertung der Fluoreszenzfärbungen 

Die schwarz-weißen Fluoreszenzaufnahmen wurden je nach Art des Experiments und der 

Fragestellung mit Hilfe verschiedener Computerprogramme bearbeitet und ausgewertet. 

Zur Verbesserung der Bildqualität wurden in der Regel Kontrast und Helligkeit mit den Pro-

grammen AxioVision (Zeiss), Wasabi (Hamamatsu), ImageJ (NIH), FIJI (NIH) und/oder 

PhotoshopCS6 (Adobe) angepasst. Bei Inhibitionsexperimenten wurden die Bilder der Kon-

trollfollikel und der behandelten Follikel jeweils auf die gleiche Weise nachbearbeitet. Ana-

loge Kontrast- („offset“) und Helligkeits- („gain“) Einstellungen der Kamera blieben bei den 

Aufnahmen unverändert. 

 

 Falschfarbendarstellung 

Falschfarbendarstellungen (Pseudocolor, PC) wurden mit der Bildanalysesoftware ImageJ 

(NIH) erzeugt (verwendete Farbskalen: „fire“ für pHi und „physics“ für Vmem). 

 

 Quantitative Auswertung der Fluoreszenzintensitäten  

Die Ausgangsdaten für die quantitative Auswertung der Fluoreszenzintensitäten wurden 

ebenfalls mit ImageJ ermittelt. Die zu untersuchenden Regionen eines Bildes wurden zu-

nächst manuell durch Umranden ausgewählt. Anschließend wurde innerhalb dieser Aus-

wahl der mittlere Grauwert („mean gray value“) gemessen. Dieser stellt die Summe der 

Grauwerte aller Pixel innerhalb der ausgewählten Region, geteilt durch die Anzahl der Pixel, 

dar. Bei den hier verwendeten Bildern mit einem Grauwertumfang von 8 bit ergeben sich 

256 mögliche Grauwerte (0=schwarz; 255=weiß).  Die ausgegebenen Grauwerte stellen 

die Messwerte der Fluoreszenzintensitäten dar. Die Auswertung erfolgte anschließend mit 

Hilfe von Excel (Microsoft) und Prism (Graphpad). Es wurden Mittelwerte errechnet, wel-
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che anhand eines t-Tests für unabhängige Stichproben verglichen und auf signifikante Un-

terschiede überprüft wurden. In der Regel wurden die Messwerte normiert. Die Art der 

Normierung hing vom Experiment ab und wird in den entsprechenden Kapiteln genauer 

erläutert. 

 

2.8 Inhibitionsexperimente 

2.8.1 Verwendete Inhibitoren 

Tabelle 6: Übersicht über die verwendeten Inhibitoren 

Inhibitor Hersteller Konzentration (Stammlösung/ 

Gebrauchslösung) 

Inhibierter Ionentransport-

mechanismus 

Amilorid  

(Hydrochlorid- 

Hydrat) 

Sigma- 

Aldrich 

10 mM in DMSO/ 

10 µM in R14 

Na+/H+-Antiporter (NHE)  

und Amilorid-sensitive 

Na+-Kanäle 

Bafilomycin A1 Sigma- 

Aldrich 

160 µM in DMSO/ 

160 nM in R14 

V-ATPasen 

Glibenclamid Biomol 100 mM in DMSO/ 

100 µM in R14 

ATP-sensitive K+-Kanäle 

Verapamil  

(Hydrochlorid) 

Sigma- 

Aldrich 

50 mM in 100 % Ethanol/ 

50 µM in R14 

Spannungsabhängige Typ-L  

Ca2+-Kanäle 

9-Anthracen- 

Carbonsäure (9-AC) 

Sigma- 

Aldrich 

100 mM in 70 % Ethanol/ 

100 µM in R14 

Cl--Kanäle 

Furosemid Sigma- 

Aldrich  

150 mM in DMSO/ 

1 mM (500 µM, 150 µM) in R14 

Na+/K+/2Cl--Cotransporter 

 

2.8.2 Untersuchung des Einflusses von Inhibitoren auf pHi und Vmem 

Alle Inhibitionsexperimente wurden an Follikeln des Stadiums 10b durchgeführt. Die Ver-

wendung von Inhibitoren diente dazu, die mögliche Beteiligung verschiedener Ionentrans-

portmechanismen an der Regulation elektrochemischer Eigenschaften (pHi, Vmem) im Folli-

kelepithel zu untersuchen. Hierfür wurden 5-CFDA,AM- bzw. DiBAC4(3)-Färbungen 

(vgl. 2.5) unter Zugabe von Inhibitoren (Tabelle 6) durchgeführt.  
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Inhibitionsexperiment 1: Untersuchung des gesamten Follikels bzw. des Follikelepithels 

über einen Zeitraum von 60 min (WFM) 

Frisch präparierte Follikel des Stadiums 10b einer Fliege wurden in zwei gleich große 

Gruppen von drei bis elf Follikeln aufgeteilt. Beide Gruppen wurden mit 5-CFDA,AM bzw. 

DiBAC4(3) für 60 min gefärbt, wobei einer der beiden Gruppen ein Inhibitor zugegeben 

wurde (behandelte Gruppe). Der anderen Gruppe wurde das entsprechende Volumen des 

Lösungsmittels des Inhibitors, entweder DMSO oder Ethanol, hinzugegeben 

(Kontrollgruppe). Sowohl die Färbungen, als auch die fluoreszenzmikroskopischen 

Aufnahmen der Follikel (vgl. 2.7.1) fanden im zugedeckten Glasblockschälchen statt. 

Während der Färbung und Inhibition wurden die Präparate auf einem Kreisschüttler 

langsam bewegt. In Abständen von 5 min wurden Aufnahmen beider Gruppen angefertigt. 

Die Belichtungszeiten für Kontroll- und behandelte Follikel waren identisch und blieben 

während des gesamten Experimentes unverändert. Die Aufnahmen wurden im Anschluss 

quantifiziert (vgl. 2.7.4.2) und verglichen. Hierbei wurde das gesamte sichtbare 

säulenförmige FZE, welches die Oozyte umschließt (vgl. 1.3), analysiert. Für jeden Follikel 

ging somit ein Messwert in die Berechnungen ein. 

 

Inhibitionsexperiment 2: Untersuchung verschiedener Follikelzelltypen nach 20minütiger 

Inkubation (SIM) 

Die ersten Schritte dieses Experiments entsprachen denen des Experiments 1. Es wurden 

alle S10b-Follikel einer Fliege isoliert, in zwei Gruppen aufgeteilt und unter Zugabe eines 

Inhibitors gefärbt. Die Dauer der Inkubation betrug 20 min. Im Anschluss wurden die Folli-

kel einzeln, wie oben beschrieben (vgl. 2.7.2), am Fluoreszenzmikroskop fotografiert (iden-

tische Voreinstellungen der Kamera für Kontroll- und behandelte Follikel). Dabei wurden 

optische Medianschnitte erzeugt, die es ermöglichten, die unterschiedlichen Regionen des 

FZE (a-p Gradient: zentripetale, Hauptkörper- und posteriore Follikelzellen; d-v Gradient: 

dorsale und ventrale Follikelzellen; vgl. 1.3) zu untersuchen und einen möglichen Effekt auf 

die bestehenden Gradienten festzustellen. In die Quantifizierung gingen somit für jeden Fol-

likel drei (a-p Gradient) bzw. zwei Messwerte (d-v Gradient) entsprechend der Anzahl der 

Follikelzelltypen ein, die getrennt betrachtet wurden. 
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2.8.3 Untersuchung des Einflusses von Inhibitoren auf die basalen Mikrofilamente (bMF) 

und Mikrotubuli (MT) der Follikelzellen 

Im zweiten Schritt wurde untersucht, ob eine Inhibition der verschiedenen Ionentransport-

mechanismen und die damit einhergehenden Veränderungen der elektrochemischen Ei-

genschaften einen Einfluss auf den Aufbau und die Struktur des Zytoskeletts haben.  

Durchführung: Frisch präparierte Follikel des Stadiums 10b wurden für 20 min in R14-

Medium, welchem ein Inhibitor in der entsprechenden Konzentration (Tabelle 5) 

zugegeben wurde, inkubiert. Im Anschluss an die Fixierung der Follikel (vgl. 2.6.1) wurden 

die beiden Bestandteile des Zytoskeletts angefärbt. Zur Untersuchung der basalen 

Mikrofilamente (bMF) wurde eine Färbung mit Rhodaminyl-Phalloidin oder Phalloidin-

FluoProbes 550A durchgeführt (vgl. 0). Die Mikrotubuli (MT) wurden mit einem 

monoklonalen Antikörper gegen acetyliertes α-Tubulin markiert (vgl. 2.6.3). Es wurden 

sowohl getrennte Färbungen, als auch Doppelfärbungen von bMF und MT vorgenommen.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Zell- und stadienspezifische pHi- und Vmem-Unterschiede im Follikel  

3.1.1 Untersuchung der pHi –Verhältnisse in vitellogenen Follikeln 

Zur Untersuchung des pHi wurde der pH-sensitive Fluoreszenzfarbstoff 5-CFDA,AM ver-

wendet, dessen Fluoreszenzintensität von der intrazellulären Protonenkonzentration ab-

hängig ist (vgl. 2.5.1). Ein hoher pHi (alkalischer pHi bzw. geringe intrazelluläre Protonen-

konzentration) führt zu einer verstärkten Fluoreszenzintensität. Ein niedriger pHi (saurer 

pHi bzw. hohe intrazelluläre Protonenkonzentration) führt zu einer verringerten Fluores-

zenzintensität. Die mit verschiedenen pH-Indikatoren bestimmten pHi-Werte des Nährzell-

zytoplasmas und des Ooplasmas liegen im neutralen Bereich zwischen 6,8 und 7,2 (Bohr-

mann und Gutzeit 1987). Dies trifft vermutlich auch auf das Follikelzellzytoplasma zu. Somit 

handelt es sich bei den registrierten pHi-Unterschieden um relativ kleine Variationen um 

den Neutralwert. Im Folgenden wird von einem alkalischen pHi bzw. einer Alkalisierung so-

wie einem sauren pHi bzw. einer Azidifizierung gesprochen, auch wenn es sich nur um 

kleine Unterschiede bzw. Veränderungen des pHi innerhalb des o.g. Bereichs handelt. Abso-

lute pHi-Werte wurden nicht bestimmt. Da die Intensität der 5-CFDA,AM-Färbung sehr 

wahrscheinlich auch von der Zellgröße abhängig ist, können die pHi-Verhältnisse verschie-

dener Zelltypen (Keimbahn- und Follikelzellen) nicht direkt miteinander verglichen wer-

den. Ziel der hier durchgeführten Analyse war es deshalb, Änderungen der Fluoreszenzin-

tensitäten verschiedener Zelltypen im Laufe der Entwicklung zu vergleichen. 

Vorangegangene Untersuchungen zeigten bereits die Existenz von pHi-Unterschie-

den und -Gradienten in Follikeln von Drosophila melanogaster (Krüger 2014; Krüger und 

Bohrmann 2015). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten pHi-Gradienten im Follikel-

zellepithel detaillierter untersucht und quantitativ ausgewertet werden. 

Während aller 14 Oogenese-Stadien konnten Fluoreszenzunterschiede zwischen 

den Zellen des Follikels festgestellt werden. Die Analysen beschränken sich auf die vitello-

genen Stadien S8 bis S12, da während dieser Stadien das Follikelzellepithel entscheidende 

morphologische Veränderungen durchläuft, welche maßgeblich an der Formgebung des 

Follikels beteiligt sind (Abbildung 8; vgl. 1.3).  
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Während der Stadien S8 bis S12 bestehen deutliche Fluoreszenzintensitäts-unterschiede, 

sowohl zwischen den drei Zelltypen des Follikels, den Nährzellen (NZ), der Oozyte (Oo) und 

den Follikelzellen (FZ), als auch innerhalb der Zellpopulation der NZ und innerhalb des Fol-

likelzellepithels (FZE). Finden sich innerhalb einer Zellpopulation (NZ oder FZE) Unter-

schiede in der Fluoreszenzintensität, lässt dies auf unterschiedliche pHi-Werte schließen.  

Nicht nur innerhalb dieser Zellpopulationen, sondern auch innerhalb einzelner Zellen aller 

drei Zelltypen sind unterschiedliche pHi-Werte vorhanden. Während der Stadien S8 bis 

S10b weist das FZE eine im Verhältnis zu den Keimbahnzellen schwächere Fluoreszenzin-

tensität auf. Ab S11 fluoresziert das FZE stärker als die Keimbahnzellen. Vergleicht man die 

Fluoreszenzintensität von NZ und Oo, so fällt auf, dass die NZ während S8 bis S10a deutlich 

stärker fluoreszieren als die Oo. Ab S10b reduziert sich dieser Unterschied in den Fluores-

zenzintensitäten. Im FZE entwickeln sich ab S9 ein anterior-posteriorer Gradient (a-p Gra-

dient; anterior sauer; posterior alkalisch) und dorsal-ventraler Gradient (d-v Gradient; dor-

sal sauer; ventral alkalisch; Abbildung 8). 

Die 5-CFDA,AM-Fluoreszenzintensitäten innerhalb des FZE wurden mit Hilfe der 

Bildanalyse-Software ImageJ (NIH) anhand mehrerer Follikel (n = 3 bis 46) gemessen und 

mittels Excel (Microsoft) und Prism (Graphpad) quantitativ ausgewertet (vgl. 2.7.4.2).  Zu-

nächst wurden die Unterschiede in den Fluoreszenzintensitäten zwischen den verschiede-

nen Zelltypen (NZ, Oo, FZ) untersucht. Die Follikel, die in die Auswertung eingingen, ent-

stammten mehreren Weibchen. Helligkeit und Kontrast der Bilder wurden optimiert und 

eine Normierung auf die Gesamthelligkeit des jeweiligen Follikels durchgeführt. Für jeden 

Follikel wurden die entsprechenden Bereiche ausgewählt, deren Fluoreszenzintensitäten 

gemessen und durch die Intensität des gesamten Follikels dividiert. Aus diesen relativen 

Intensitäten wurden Mittelwerte gebildet und verglichen. Diese Mittelwerte der relativen 

Intensitäten sind in Abbildung 9 stadienspezifisch dargestellt. Es ist zu erkennen, dass sich 

das Intensitätsverhältnis zwischen dem somatischen FZE und den Keimbahnzellen (NZ und 

Oo) im Stadium S11 umkehrt. Während der Stadien S8 bis S10b weisen die Keimbahnzellen 

im Vergleich zum FZE eine stärkere Intensität auf. Ab S11 fluoresziert das FZE stärker als 

die NZ und Oo. Während der Stadien S8 bis S12 weisen die NZ eine stärkere Intensität auf 

als die Oo.  
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Abbildung 8 (Legende nächste Seite) 
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(Abbildung vorherige Seite) 

Abbildung 8: 5-CFDA,AM-Intensitätsunterschiede in Follikeln vitellogener Stadien (Beispiele aus S8 bis S12). Links: DIC-

Aufnahmen; Mitte: 5-CFDA,AM-Fluoreszenzaufnahmen; optische Medianschnitte (SIM-Aufnahmen); Rechts: ImageJ-

Falschfarbendarstellung (PC) der 5-CFDA,AM-Fluoreszenzaufnahmen. Mitte/Rechts: Während S8 bis S12 sind Unter-

schiede in den Fluoreszenzintensitäten nachweisbar. Während der Stadien S8 bis S10a fluoresziert das FZE im Vergleich 

zu den Keimbahnzellen (NZ, Oo) deutlich schwächer. Ab S10b gleichen sich die Intensitäten von FZE, NZ und Oo etwas 

an. Während der älteren Stadien S11 und S12 zeigt sich im FZE eine im Vergleich zu den Keimbahnzellen relativ starke 

Fluoreszenzintensität. Ab S9 werden zellübergreifende Gradienten in den NZ und im FZE etabliert (Pfeilspitzen). Inner-

halb des FZE entsteht sowohl ein a-p (anterior sauer, posterior alkalisch), als auch ein d-v (dorsal sauer, ventral alka-

lisch) Gradient. Die abgebildeten Follikel entstammen mehreren Weibchen. Follikel unterschiedlicher Weibchen zeigen 

sowohl in ihrer Größe, als auch in ihren elektrochemischen Eigenschaften eine gewisse Variabilität. Stern: Oozytenkern 

(dorsal).  

 

Zur Untersuchung möglicher pHi-Gradienten innerhalb der Follikel wurden Fluores-

zenzintensitätsplots entlang der a-p und d-v Achsen der Follikel mittels ImageJ erzeugt (Ab-

bildung 10). Diese stellen ein zweidimensionales Diagramm der Intensitäten von Pixeln ent-

lang einer Linie oder innerhalb eines rechteckigen Feldes dar.  Die Linie bzw. der ausge-

wählte Bereich muss deutlich breiter als 1 Pixel sein, um einen Mittelwert aus mehreren 

Pixelintensitäten bilden zu können. Die gewählte Breite des Rechtecks von 120 Pixeln stellt 

sicher, dass ermittelte Intensitäten nicht durch Bildrauschen oder Pixel-Variabilität beein-

flusst werden. Die x-Achse des Plots zeigt die Distanz entlang des Messbereichs entspre-

chend der Länge bzw. Breite des Follikels an.  Die Werte der y-Achse entsprechen der mitt-

leren Pixelintensität, die hier aufgrund der Normierung der Werte (größter Wert=1) als re-

lative Intensität angegeben wird. Die Messung der Intensitäten entlang der Follikelachsen 

anhand der SIM-Aufnahmen wurde für jedes Stadium mindestens drei Mal durchgeführt.  

Anhand der Intensitätsplots wird deutlich, dass die NZ vor allem während der Sta-

dien S8 bis S10b einen a-p Gradienten aufweisen, mit einem eher alkalischen pHi in den 

anterioren und einem sauren pHi in den posterioren NZ (Abbildung 10, Mitte). Dabei weist 

das Zytoplasma der einzelnen NZ keinen homogenen pHi auf, sondern ebenfalls einen Gra-

dienten von anterior nach posterior. Innerhalb der Oo ist ebenfalls ein a-p Gradient feststell-

bar, mit einem eher alkalischen pHi im posterioren Bereich in der Nähe des FZE (Abbildung 

10, Mitte). Ein a-p pHi-Gradient innerhalb des FZE lässt sich mit Hilfe dieser Intensitätsplots 

nicht untersuchen. Ausschließlich bei S8 lassen sich anteriore und posteriore Follikelzellen 

miteinander vergleichen. Diese weisen einen relativ ähnlichen pHi auf. Während des Stadi-

ums S8 entsprechen die anterioren Follikelzellen den Vorläufern der Grenzzellen (vgl. 1.3). 

Das FZE weist während der Stadien S10b bis S12 einen deutlichen d-v pHi-Gradienten 
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auf (Abbildung 10). Innerhalb der NZ und Oo lässt sich anhand der Intensitätsplots kein 

deutlicher d-v Gradient ausmachen.  

 

 
Abbildung 9: Untersuchung zellspezifischer 5-CFDA,AM-Intensitätsunterschiede während S8 bis S12. Verwendung von op-

tischen Medianschnitten (SIM-Fluoreszenzaufnahmen) 5-CFDA,AM-gefärbter Follikel der Stadien S8 bis S12 (n=10-46) 

zur quantitativen Analyse der Fluoreszenzintensitätsunterschiede zwischen den Zelltypen (NZ, Oo, FZE). Die abgebildeten 

Follikel sind exemplarisch. Die quantitative Auswertung zeigt deutliche Intensitätsunterschiede zwischen den verschiede-

nen Zelltypen während der untersuchten Stadien. Diese Unterschiede verändern sich im Verlauf der Oogenese: Während 

bei jüngeren Stadien (S8-S10) die NZ deutlich stärker fluoreszieren als das FZE, weisen ältere Stadien (S11, S12) ein im 

Vergleich zu den NZ und der Oo stärker fluoreszierendes FZE auf. Auswertung: Die Intensitäten der drei Zelltypen wurden 

mit Hilfe von ImageJ ermittelt. Die jeweiligen Messbereiche sind in den Abbildungen farbig markiert (grün: NZ, blau: Oo, 

orange: FZE). Die gemessene Intensität eines Zelltyps wurde jeweils durch die Intensität des gesamten Follikels dividiert. 

Die Mittelwerte sind mit ihrer Standardabweichung angegeben und wurden anhand eines t-Tests für unabhängige Stich-

proben verglichen (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).  
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Im FZE, welches aufgrund seiner zahlreichen Funktionen während der Oogenese im 

Mittelpunkt der vorliegenden Untersuchungen steht, sind bereits pHi-Gradienten anhand 

von Fluoreszenzaufnahmen und Intensitätsplots entlang der Follikelachsen beschrieben 

worden (Krüger 2014; Krüger und Bohrmann 2015). Die Quantifizierung dieser Gradienten 

erfolgte hier mit der gleichen Methode, die bei dem Vergleich der verschiedenen Zelltypen 

(NZ, Oo, FZE) verwendet wurde (Abbildung 9; 2.7.4.2).  Es gingen Follikel, welche mehreren 

Weibchen entstammten, in die Auswertung ein. Helligkeit und Kontrast der Bilder wurden 

nachträglich optimiert und eine Normierung auf die Gesamthelligkeit des FZE durchgeführt. 

Die daraus resultierenden relativen Intensitäten wurden gemittelt und verglichen.  

Alle untersuchten Stadien (S8 bis S12) weisen sowohl a-p, als auch d-v und api-bas 

(apikal-basale) Gradienten im FZE auf (Abbildungen 12 bis 15), welche im Verlauf der Ent-

wicklung entstehen und sich stadienspezifisch verändern. 

 

 a-p Gradient im FZE 

Um das Vorhandensein eines a-p Gradienten im FZE festzustellen, wurde das FZE von Folli-

keln (n=10-46)  aus mehreren Weibchen in drei Abschnitte unterteilt, welche den verschie-

denen FZ-Typen entsprechen: zentripetale Follikelzellen (zFZ), Hauptkörperfollikelzellen 

(HFZ) und posteriore Follikelzellen (pFZ) (vgl. 1.3 und Abbildung 11). Für S8 wurden an-

stelle der in diesem Stadium noch nichtexistierenden zFZ die gesamten anterioren FZ (aFZ) 

ausgewählt. 

Im Stadium S8 ist ein a-p Gradient nachweisbar, bei dem die pFZ den niedrigsten pHi 

(sauer) und die aFZ den höchsten pHi (alkalisch) besitzen (Abbildung 11). Dieser a-p Gra-

dient kehrt sich während der Stadien S9 bis S12 um, d.h. die pFZ weisen einen alkalischeren 

pHi auf als die zFZ und HFZ. Die zFZ und HFZ zeigen im Vergleich während der Stadien S9 

bis S10b einen relativ ähnlichen pHi. Erst ab S11 bildet sich ein gleichförmiger a-p Gradient 

heraus, bei dem der pHi-Unterschied zwischen den zFZ und HFZ dem zwischen den HFZ 

und pFZ ungefähr entspricht. 
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Abbildung 10 (Legende nächste Seite) 
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(Abbildung vorherige Seite) 

Abbildung 10: Darstellung der pHi-Gradienten entlang der anterior-posterioren (a-p) und dorsal-ventralen (d-v) Folli-

kelachsen während S8 bis S12 (Beispiele). Links: Verwendung von optischen Medianschnitten (SIM-Fluoreszenzaufnah-

men) 5-CFDA,AM-gefärbter Follikel der Stadien S8 bis S12 zur Erstellung von Intensitätsplots entlang der Follikelachsen 

mittels ImageJ. Nachträgliche Markierung der rechteckigen Messbereiche (gelb gestrichelt; Breite des Balkens=120 Pixel; 

Länge variabel). Mitte: Intensitätsplots entlang der a-p Follikelachse der abgebildeten Follikel (x-Achse: Distanz entlang 

des Messbereichs; y-Achse: Mittelwerte der Fluoreszenzintensitäten; hohe Intensität=alkalisch, niedrige Intensi-

tät=sauer). Von S8 bis S10b ist ein deutlicher a-p Gradient innerhalb der NZ zu erkennen (rote Pfeilspitzen), welcher in 

S11/S12 nur noch schwach vorhanden ist. Von S8 über S9 bis S10a verringert sich der deutliche a-p Gradient innerhalb 

der Oo (grüne Pfeilspitzen). Rechts: Intensitätsplots entlang der d-v Follikelachse der abgebildeten Follikel. In S10b bis 

S12 wird ein d-v Gradient im gemessenen Bereich der zFZ sichtbar (blaue Pfeilspitzen). 

 

    d-v Gradient im FZE 

Für die Untersuchung eines möglichen d-v Gradienten wurde das FZE von Follikeln (n=3-

46) aus mehreren Weibchen in je eine dorsale (dFZ) und eine ventrale (vFZ) Hälfte unter-

teilt (Abbildung 12). Der pHi-Vergleich zwischen dFZ und vFZ zeigt, dass diese sich in S8 

noch nicht, jedoch ab S9 leicht voneinander unterscheiden. Während der Stadien S9 und 

S10a entsteht ein schwacher d-v Gradient mit einem alkalischeren pHi in den vFZ, der sich 

während der Stadien S10b bis S12 weiter verstärkt.  

 

 Zusammenfassung: a-p und d-v Gradienten im FZE 

Während der untersuchten Stadien S8 bis S12 werden innerhalb des FZE entlang beider 

Follikelachsen Gradienten etabliert. Betrachtet man die Entwicklung der Gradienten im 

zeitlichen Verlauf (Abbildung 13), so ist zuerst der Aufbau des a-p Gradienten, bei dem die 

pFZ den alkalischsten pHi besitzen, im Stadium S9 zu erkennen. Der d-v Gradient mit einem 

alkalischeren pHi in den vFZ ist zu diesem Zeitpunkt teilweise bereits erkennbar, wird aber 

erst ab S10b durchgehend deutlich. Ab S11 wird der a-p Gradient nicht weiter verstärkt. 

Somit kommt es zunächst zur Etablierung des a-p Gradienten bis S10b/S11 und anschlie-

ßend zum Aufbau des d-v Gradienten ab S10b.  
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Abbildung 11: Quantifizierung des anterior-posterioren (a-p) pHi-Gradienten im FZE während S8 bis S12. Verwendung 

von optischen Medianschnitten (SIM-Fluoreszenzaufnahmen) 5-CFDA,AM-gefärbter Follikel der Stadien S8 bis S12 

(n=10-46) zur quantitativen Analyse des a-p pHi-Gradienten. Die abgebildeten Follikel sind exemplarisch. Die Auswertung 

zeigt im Verlauf der Stadien S8 bis S12 sich verändernde a-p pHi-Gradienten: S8 weist einen a-p Gradienten mit einem 

alkalischen pHi in den anterioren FZ (aFZ) und einem sauren pHi in den pFZ auf. Ab S9 kommt es zu einem a-p Gradienten 

mit dem am stärksten alkalischen pHi in den pFZ. Dieser Gradient wird in S10 verstärkt und in S11/S12 aufrechterhalten. 

Auswertung: Die Intensitäten der drei FZ-Typen wurden mit Hilfe von ImageJ ermittelt. Die jeweiligen Messbereiche sind 

in den Abbildungen farbig markiert (gelb: aFZ bzw. zFZ, grün: HFZ, rot: pFZ). Die gemessene Intensität eines FZ-Typs 

wurde jeweils durch die Intensität des gesamten FZE dividiert. Die Mittelwerte sind mit ihrer Standardabweichung ange-

geben und wurden anhand eines t-Tests für unabhängige Stichproben verglichen (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). 

Die numerischen Werte befinden sich in Tabelle 7 im Anhang. 
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Abbildung 12: Quantifizierung des dorsal-ventralen (d-v) pHi-Gradienten im FZE während S8 bis S12. Verwendung von 

optischen Medianschnitten (SIM-Fluoreszenzaufnahmen) 5-CFDA,AM-gefärbter Follikel der Stadien S8 bis S12 (n=3-46) 

zur quantitativen Analyse des d-v pHi-Gradienten. Die abgebildeten Follikel sind exemplarisch. Die Auswertung zeigt die 

Etablierung eines d-v pHi-Gradienten während der Stadien S8 bis S12: S8 weist keinen d-v Gradienten auf. S9 und S10a 

zeigen einen leichten d-v Gradienten. Von S10b bis S12 verstärkt sich der d-v Gradient, bei dem die ventrale FZE-Hälfte 

(vFZ) gegenüber der dorsalen (dFZ) alkalischer ist. Auswertung: Die Intensitäten der zwei FZ-Bereiche wurden mit Hilfe 

von ImageJ ermittelt. Die jeweiligen Messbereiche sind in den Abbildungen farbig markiert (violett: dFZ, grün: vFZ). Die 

gemessene Intensität eines FZ-Bereichs wurde jeweils durch die Intensität des gesamten FZE dividiert. Die Mittelwerte 

sind mit ihrer Standardabweichung angegeben und wurden anhand eines t-Tests für unabhängige Stichproben verglichen 

(* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). Stern: Oozytenkern (dorsal). Die numerischen Werte befinden sich in Tabelle 7 im 

Anhang. 
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Abbildung 13: Entwicklung der pHi-Gradienten im FZE während S8 bis S12. A, B: Graphische Darstellung der Intensitäts-

quotienten pFZ/zFZ und vFZ/dFZ als Maß für die Ausprägung des a-p und d-v Gradienten im FZE (je größer der Wert, 

desto deutlicher/ausgeprägter ist der Gradient, 1=kein Gradient). Berechnung: Für jeden Follikel wurde je ein Intensitäts-

quotient pFZ/zFZ bzw. vFZ/dFZ berechnet. Aus den Intensitätsquotienten der einzelnen Follikel wurden für jedes Stadium 

Mittelwerte gebildet (n=3-46; Fehlerbalken=Standardabweichung). A:  Entwicklung des a-p Gradienten während der Sta-

dien S8 bis S11 (zFZ=sauer; pFZ=alkalisch). S8 zeigt einen umgekehrten Gradienten (aFZ (statt zFZ)=alkalisch; 

pFZ=sauer). B: Ausbildung des d-v Gradienten ab S10b deutlich (dFZ=sauer; vFZ=alkalisch). C: Schematische Darstellung 

der Entwicklung der a-p und d-v Gradienten von S8 bis S12. Es kommt zur Alkalisierung des gesamten FZE. Während S9 

bis S11 bildet sich ein a-p Gradient heraus, mit alkalischen pFZ (grün) und sauren zFZ (rot). Ab S10b etabliert sich ein d-v 

Gradient mit alkalischen vFZ (grün) und sauren dFZ (rot). Während S10b bis S12 liegen beide pHi-Gradienten vor, mit dem 

niedrigsten pHi (sauer, rot) in den dorsalen zFZ und dem höchsten pHi (alkalisch, grün) in den pFZ. 

 

 api-bas Gradient im FZE 

Neben den a-p und d-v Gradienten bildet sich ein apikal-basaler (api-bas) Gradient im FZE 

aus. Für die Analyse und Quantifizierung dieses Gradienten wurde das gesamte kubische 

(bei S8) bzw. säulenförmige (bei S9 bis S11) FZE in einen apikalen und einen basalen Be-

reich unterteilt (Abbildung 14). Während S9 bis S10 besitzt das FZE einen deutlichen api-

bas Gradienten, bei dem der basale, äußere Bereich alkalischer ist als der apikale, zur Oo 

bzw. zu den NZ gekehrte Bereich. Dieser Gradient ist in S8 noch nicht vorhanden. Eine Un-

tersuchung des Gradienten bei S12-Follikeln war aufgrund der geringen Höhe des FZE nicht 

möglich.  
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Abbildung 14: Quantifizierung des apikal-basalen (api-bas) pHi-Gradienten im FZE während S8 bis S11. Verwendung von 

optischen Medianschnitten (SIM-Fluoreszenzaufnahmen) 5-CFDA,AM-gefärbter Follikel der Stadien S8 bis S11 (n=10-11) 

zur quantitativen Analyse des api-bas pHi-Gradienten. Die abgebildeten Follikel sind exemplarisch. Die Auswertung zeigt 

die Etablierung eines api-bas pHi-Gradienten während der Stadien S9 bis S11, bei dem der basale Bereich der FZ (basFZ) 

alkalischer ist als der apikale Bereich (apiFZ). S8 weist noch keinen api-bas Gradienten auf. Eine Analyse von S12 war 

aufgrund der geringen Höhe des FZE nicht möglich. In S11 und S12 ist die Eigenfluoreszenz des zwischen Oo und FZE 

entstehenden Chorions sichtbar. Auswertung: Die Intensitäten der zwei FZ-Bereiche wurden mit Hilfe von ImageJ ermit-

telt. Die jeweiligen Messbereiche sind in der Abbildung (S8) beispielhaft farbig markiert (hellrot: apiFZ, hellblau: basFZ). 

Die Messung wurde im gesamten kubischen (S8) bzw. säulenförmigen (S9 bis S11) FZE durchgeführt. Die Abbildung zeigt 

einen Ausschnitt des Follikels und der Messbereiche. Die gemessene Intensität eines FZ-Bereichs wurde jeweils durch die 

Intensität des gesamten FZE dividiert. Die Mittelwerte sind mit ihrer Standardabweichung angegeben und wurden anhand 

eines t-Tests für unabhängige Stichproben verglichen (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).  
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3.1.2 Untersuchung der Vmem –Verhältnisse in vitellogenen Follikeln 

Das Vmem wurde mit Hilfe des potentiometrischen Fluoreszenzfarbstoffs DiBAC4(3) unter-

sucht (vgl. 2.5.2). Dieser Farbstoff gelangt bevorzugt durch depolarisierte Zellmembranen. 

Dies bedeutet, dass eine relative Depolarisation (geringes Vmem) durch eine verstärkte Flu-

oreszenzintensität sichtbar wird. Eine geringere Fluoreszenzintensität hingegen deutet auf 

eine relative Hyperpolarisation (hohes Vmem) hin. Im Folgenden wird von Depolarisation 

und Hyperpolarisation gesprochen, auch wenn es sich hier nur um relative Unterschiede im 

Vmem handelt. Absolute Vmem-Werte der FZ wurden mittels invasiver Methoden aufgrund der 

geringen Größe dieser Zellen bisher nicht ermittelt. In NZ und Oo vitellogener Stadien wur-

den Vmem im Bereich von ca. -20 mV gemessen (Bohrmann et al. 1986a; Woodruff et al. 

1988; Sun und Wyman 1993). Es ist davon auszugehen, dass sich das Vmem der FZ in einem 

ähnlichen Bereich befindet. Da die Fluoreszenzintensität der DiBAC4(3)-Färbung sehr 

wahrscheinlich auch von der Größe der Zelle abhängig ist, können die verschiedenen Zell-

typen des Follikels (NZ, Oo und FZ) hinsichtlich ihres Vmem nicht direkt miteinander vergli-

chen werden. Ziel der hier durchgeführten Analyse ist es deshalb, Änderungen der Fluores-

zenzintensitäten verschiedener Zelltypen im Verlauf der Entwicklung zu vergleichen. Abso-

lute Vmem-Werte wurden nicht bestimmt. 

Die Untersuchungen der Follikel der Stadien S1 bis S14 zeigten, dass während des 

gesamten Verlaufs der Oogenese (S1 bis S14) Unterschiede der Fluoreszenzintensitäten 

zwischen den Zellen des Follikels vorhanden sind. Insbesondere während der Stadien S8 

bis S12 wurde der Aufbau von Vmem-Gradienten innerhalb der NZ und des FZE beobachtet 

(Abbildung 15). Die Fluoreszenzintensität im FZE ist im Vergleich zu den NZ und der Oo 

deutlich stärker. Dieses Verhältnis zwischen dem somatischen FZE und den Keimbahnzellen 

wird während S8 bis S12 aufrechterhalten. Ab S9 entsteht im FZE ein a-p Gradient (zFZ und 

pFZ depolarisiert; HFZ hyperpolarisiert), welcher ab S10b durch einen d-v Gradienten (vFZ 

depolarisiert; dFZ hyperpolarisiert) ergänzt wird. Die Quantifizierung der Vmem-Unter-

schiede erfolgte in gleicher Weise wie die der pHi-Unterschiede (vgl. 3.1.1). Es wurden SIM-

Fluoreszenzaufnahmen von Follikeln (n=5 bis 42) mehrerer Fliegen mit Hilfe der Pro-

gramme ImageJ, Excel und Prism analysiert und statistisch ausgewertet. Zunächst wurden 

Unterschiede der Fluoreszenzintensitäten zwischen den drei verschiedenen Zelltypen NZ, 

Oo und FZ untersucht (Abbildung 16). Es wurde deutlich, dass in allen Stadien (S8 bis S12) 

Unterschiede zwischen den verschiedenen Zelltypen herrschen, insbesondere zwischen 
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Abbildung 15: DiBAC4(3)-Intensitätsunterschiede in Follikeln vitellogener Stadien (Beispiele aus S8 bis S12).  Links: DIC-

Aufnahmen; Mitte: DiBAC4(3)-Fluoreszenzaufnahmen; optische Medianschnitte (SIM-Aufnahmen); Rechts: ImageJ-

Falschfarbendarstellung (PC) der DiBAC4(3)-Fluoreszenzaufnahmen. Mitte/Rechts: Während S8 bis S12 sind Unter-

schiede in den Fluoreszenzintensitäten nachweisbar. Das FZE zeigt im Vergleich zu den Keimbahnzellen (NZ und Oo) eine 

stärkere Fluoreszenzintensität. Im FZE werden zellübergreifende a-p und d-v Gradienten etabliert (Pfeilspitzen). Die ab-

gebildeten Follikel entstammen mehreren Weibchen. Follikel unterschiedlicher Weibchen zeigen sowohl in ihrer Größe, 

als auch in ihren elektrochemischen Eigenschaften eine gewisse Variabilität; Stern: Oozytenkern (dorsal). 
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dem FZE und den Keimbahnzellen. NZ und Oo weisen überwiegend relativ ähnliche Inten-

sitäten auf, während das FZE deutlich stärker fluoreszierte.  

 

Abbildung 16: Untersuchung zellspezifischer DiBAC4(3)-Intensitätsunterschiede während S8 bis S12. Verwendung von 

optischen Medianschnitten (SIM-Fluoreszenzaufnahmen) DiBAC4(3)-gefärbter Follikel der Stadien S8 bis S12 (n=5-42) 

zur quantitativen Analyse der Intensitätsunterschiede zwischen den Zelltypen (NZ, Oo, FZE). Die abgebildeten Follikel sind 

exemplarisch. Die Auswertung zeigt deutliche Intensitätsunterschiede zwischen den verschiedenen Zelltypen während 

der untersuchten Stadien. Diese Unterschiede verändern sich im Verlauf der Oogenese in geringerem Maß als die mit 5-

CFDA,AM beobachtbaren (Abbildung 9). Alle Stadien weisen ein im Vergleich zu den Keimbahnzellen (NZ und Oo) stärker 

fluoreszierendes FZE auf. Der Unterschied in der Fluoreszenzintensität zwischen FZE und Keimbahnzellen (NZ und Oo) 

nimmt bis S11 zu. Während S12 weisen die NZ schließlich eine stärkere Intensität in Relation zur Oo auf. Auswertung: Die 

Intensitäten der drei Zelltypen wurden mit Hilfe von ImageJ ermittelt. Die jeweiligen Messbereiche sind in den Abbildun-

gen farbig markiert (grün: NZ, blau: Oo, orange: FZE). Die gemessene Intensität eines Zelltyps wurde jeweils durch die 

Intensität des gesamten Follikels dividiert. Die Mittelwerte sind mit ihrer Standardabweichung angegeben und wurden 

anhand eines t-Tests für unabhängige Stichproben verglichen (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).  
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Zur Untersuchung möglicher Vmem-Gradienten wurden Intensitätsplots anhand ein-

zelner exemplarischer Follikel entlang der a-p und d-v Follikelachsen erstellt (Abbildung 

17; Vorgehensweise wie bei pHi; vgl. 3.1.1). Einige der gezeigten Intensitätsplots scheinen 

auf einen a-p Gradienten innerhalb der NZ hinzuweisen. In der Regel waren jedoch in den 

NZ keine eindeutigen Gradienten erkennbar. Die Oo zeigt während S8 bis S10 häufig im 

posterioren Bereich eine stärkere Intensität. Innerhalb des FZE ist ein deutlicher d-v Gradi-

ent nachweisbar, mit einer Depolarisation in den vFZ und einer Hyperpolarisation in den 

dFZ. In S11 wird zudem eine Depolarisation der dFZ im untersuchten Bereich der zFZ er-

kennbar.  

Die Quantifizierung der Vmem-Gradienten im FZE wurde analog der für die pHi-Gra-

dienten beschriebenen Vorgehensweise (vgl. 3.1.1) durchgeführt. Follikel (n=3 bis 42) aus 

mehreren Weibchen wurden analysiert. Es wurden während der Stadien S8 bis S12 a-p, d-v 

und api-bas Gradienten identifiziert. 

 

 a-p Gradient im FZE 

 Im Stadium S8 ist noch kein a-p Gradient im FZE nachweisbar (Abbildung 18). Die Etablie-

rung eines a-p Gradienten, bei dem die HFZ im Vergleich zu den zFZ und pFZ hyperpolari-

siert sind, beginnt im Stadium S9. Die Depolarisation der pFZ ist dabei stärker ausgeprägt 

als die der zFZ. Während der Stadien S10b bis S12 weisen die zFZ und HFZ ähnliche Vmem 

auf; die pFZ sind im Vergleich dazu depolarisiert.  

 

 d-v Gradient im FZE 

Ein d-v Gradient im FZE entwickelt sich ab S10b (Abbildung 19). Die vFZ sind im Vergleich 

zu den dFZ depolarisiert. Dieser Gradient wird bis S12 weiter verstärkt. Die Fluoreszenz-

aufnahmen zeigen eine Depolarisation der zentripetalen dFZ während S11. Die gesamten 

dFZ in S11 sind im Vergleich zu den gesamten vFZ eher hyperpolarisiert. 
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Abbildung 17 (Legende nächste Seite) 
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(Abbildung vorherige Seite) 

Abbildung 17: Darstellung der Vmem-Gradienten entlang der anterior-posterioren (a-p) und dorsal-ventralen (d-v) Folli-

kelachsen während S8 bis S12 (Beispiele). Links: Verwendung von optischen Medianschnitten (SIM-Fluoreszenzaufnah-

men) DiBAC4(3)-gefärbter Follikel der Stadien S8 bis S12 zur Erstellung von Intensitätsplots entlang der Follikelachsen 

mittels ImageJ. Nachträgliche Markierung der rechteckigen Messbereiche (gelb gestrichelt; Breite des Balkens=120 Pi-

xel; Länge variabel). Mitte: Intensitätsplots entlang der a-p Follikelachse der abgebildeten Follikel (x-Achse: Distanz ent-

lang des Messbereichs; y-Achse: Mittelwerte der Fluoreszenzintensitäten; hohe Intensität=depolarisiert, niedrige Inten-

sität=hyperpolarisiert). Anders als bei 5-CFDA,AM (Abbildung 10) ist kein eindeutiger a-p Gradient innerhalb der NZ 

und Oo zu erkennen (rote und grüne Pfeilspitzen). Rechts: Intensitätsplots entlang der d-v Follikelachse des abgebildeten 

Follikels. Während S10 wird ein d-v Gradient im FZE ausgebildet, bei dem die vFZ im Vergleich zu den dFZ im gemesse-

nen Bereich der zFZ depolarisiert sind (blaue Pfeilspitzen). Im Stadium S11 kommt es zur relativen Depolarisation der 

dorsalen zFZ (blaue Pfeilspitzen). 

 

 

 Zusammenfassung: a-p und d-v Gradienten im FZE 

 Im Verlauf der Stadien S9 bis S12 werden Gradienten im FZE entlang der a-p- und d-v-Achse 

aufgebaut und verändert. In Abbildung 20 wird die Entwicklung der beiden Gradienten 

während der Stadien S8 bis S12 veranschaulicht. Es wurde für jedes Stadium ein Mittelwert 

der Intensitätsquotienten pFZ/zFZ (für den a-p Gradienten, Abbildung 20A) bzw. vFZ/dFZ 

(für den d-v Gradienten, Abbildung 20B) gebildet (Vorgehensweise vgl. 3.1.1). Die Etablie-

rung des a-p Gradienten beginnt bereits während S9 und verstärkt sich ab S10b nicht weiter. 

Im Gegensatz dazu entwickelt sich der d-v Gradient erst ab S10 und wird bis S12 verstärkt 

(schematisch dargestellt in Abbildung 20C). 
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Abbildung 18: Quantifizierung des anterior-posterioren (a-p) Vmem-Gradienten im FZE. Verwendung von optischen Medi-

anschnitten (SIM-Fluoreszenzaufnahmen) DiBAC4(3)-gefärbter Follikel der Stadien S8 bis S12 (n=5-42) zur quantitativen 

Analyse des a-p Vmem-Gradienten. Die abgebildeten Follikel sind exemplarisch. Die Auswertung zeigt a-p Vmem-Gradienten, 

welche sich im Verlauf der Stadien S8 bis S12 verändern: S8 weist keinen a-p Gradienten auf. Während S9 und S10a sind 

die HFZ im Vergleich zu den zFZ und pFZ hyperpolarisiert. Während S10b bis S12 sind die pFZ im Vergleich zu den zFZ 

und HFZ depolarisiert. Auswertung: Die Intensitäten der drei FZ-Typen wurden mit Hilfe von ImageJ ermittelt. Die jewei-

ligen Messbereiche sind in den Abbildungen farbig markiert (gelb: aFZ bzw. zFZ, grün: HFZ, rot: pFZ). Die gemessene In-

tensität eines FZ-Typs wurde jeweils durch die Intensität des gesamten FZE dividiert. Die Mittelwerte sind mit ihrer Stan-

dardabweichung angegeben und wurden anhand eines t-Tests für unabhängige Stichproben verglichen (* p < 0,05; 

** p < 0,01; *** p < 0,001). Die numerischen Werte befinden sich in Tabelle 8 im Anhang. 
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Abbildung 19: Quantifizierung des dorsal-ventralen (d-v) Vmem-Gradienten im FZE. Verwendung von optischen Median-

schnitten (SIM-Fluoreszenzaufnahmen) DiBAC4(3)-gefärbter Follikel der Stadien S8 bis S12 (n=3-42) zur quantitativen 

Analyse des d-v Vmem-Gradienten. Die abgebildeten Follikel sind exemplarisch. Die Auswertung zeigt die Etablierung eines 

d-v Vmem-Gradienten während der Stadien S10b bis S12, bei dem die vFZ gegenüber den dFZ depolarisiert sind. S8 bis S10a 

weisen noch keinen d-v Gradienten auf. Während S11 ist eine auffällige Depolarisation der zentripetalen dFZ sichtbar 

(Pfeilspitze). Im Mittel sind jedoch die vFZ (die gesamte ventrale Seite des FZE) eher depolarisiert im Vergleich zu den dFZ. 

Auswertung: Die Intensitäten der zwei FZ-Bereiche wurden mit Hilfe von ImageJ ermittelt. Die jeweiligen Messbereiche 

sind in den Abbildungen farbig markiert (violett: dFZ, grün: vFZ). Die gemessene Intensität eines FZ-Bereichs wurde je-

weils durch die Intensität des gesamten FZE dividiert. Die Mittelwerte sind mit ihrer Standardabweichung angegeben und 

wurden anhand eines t-Tests für unabhängige Stichproben verglichen (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001); Stern: Oozy-

tenkern (dorsal). Die numerischen Werte befinden sich in Tabelle 8 im Anhang. 
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Abbildung 20: Entwicklung der Vmem-Gradienten im FZE während S8 bis S12. A, B: Graphische Darstellung der Intensitäts-

quotienten pFZ/zFZ und vFZ/dFZ als Maß für die Ausprägung des a-p und d-v Gradienten im FZE (je größer der Wert, 

desto ausgeprägter ist der Gradient, 1=kein Gradient). Berechnung: Für jeden Follikel wurde je ein Intensitätsquotient 

pFZ/zFZ bzw. vFZ/dFZ berechnet. Aus den Intensitätsquotienten der einzelnen Follikel wurden für jedes Stadium Mittel-

werte gebildet (n=3-42; Fehlerbalken=Standardabweichung). A: Entwicklung des a-p Gradienten während S9 bis S10b 

(zFZ=hyperpolarisiert; pFZ=depolarisiert). B: Entwicklung des d-v Gradienten während S10 bis S12 (dFZ=hyperpolari-

siert; vFZ=depolarisiert). Dementsprechend folgt der Aufbau des d-v Gradienten zeitlich auf den des a-p Gradienten. 

C: Schematische Darstellung der Entwicklung der a-p und d-v Gradienten von S8 bis S12. Eine deutliche Ausprägung des 

d-v Gradienten zeigt sich erst ab S10b. Ein a-p Gradient bildet sich bereits ab S9 und verstärkt sich bis S10b. Während S10b 

bis S12 zeigen sich typische d-v Vmem-Gradienten mit einer Depolarisation in den vFZ (hellblau) und einer Hyperpolarisa-

tion in den dFZ (violett). Ab S11 sind die dorsalen zFZ im Vergleich zu den ventralen zFZ depolarisiert. 

 

 api-bas Gradient im FZE 

Während der Stadien S9 bis S11 ist ein api-bas Gradient im FZE vorhanden (Abbildung 21). 

Der basale Bereich des FZE ist, besonders während S9 bis S10b, im Vergleich zum apikalen 

Bereich depolarisiert. 
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Abbildung 21: Quantifizierung des apikal-basalen (api-bas) Vmem-Gradienten im FZE während der Stadien S8 bis S11. Ver-

wendung von optischen Medianschnitten (SIM-Fluoreszenzaufnahmen) DiBAC4(3)-gefärbter Follikel der Stadien S8 bis 

S11 (n=5-13) zur quantitativen Analyse des api-bas Vmem-Gradienten. Die abgebildeten Follikel sind exemplarisch. Die 

Auswertung zeigt die Etablierung eines api-bas Vmem-Gradienten während der Stadien S9 bis S11, bei dem der basale Be-

reich (basFZ) eher depolarisiert und der apikale Bereich (apiFZ) eher hyperpolarisiert ist. Eine Analyse von S12 war auf-

grund der geringen Höhe des FZE nicht möglich. Auswertung: Die Intensitäten der zwei FZ-Bereiche wurden mit Hilfe von 

ImageJ ermittelt. Die jeweiligen Messbereiche sind in der Abbildung (S9) beispielhaft farbig markiert (hellrot: apiFZ, hell-

blau: basFZ). Die Messung wurde im gesamten kubischen (S8) bzw. säulenförmigen (S9 bis S11) FZE durchgeführt. Die 

Abbildung zeigt einen Ausschnitt des Follikels und der Messbereiche. Die gemessene Intensität eines FZ-Bereichs wurde 

jeweils durch die Intensität des gesamten FZE dividiert. Die Mittelwerte sind mit ihrer Standardabweichung angegeben 

und wurden anhand eines t-Tests für unabhängige Stichproben verglichen (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).  
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3.2 Stadienspezifische Zytoskelett-Organisation im FZE 

Das Zytoskelett des FZE von Drosophila melanogaster besteht aus Mikrofilamenten und 

Mikrotubuli (vgl. 1.5). Anhand von Fluoreszenzfärbungen wurden basale Mikrofilamente 

(bMF) und Mikrotubuli (MT) der vitellogenen Stadien S8 bis S12 detailliert untersucht, um 

mögliche stadienspezifische Muster der beiden Zytoskelettelemente zu identifizieren. 

 

3.2.1 Basale Mikrofilamente (bMF) 

Für die Untersuchung der stadienspezifischen bMF-Organisation wurden Follikel der Sta-

dien S8 bis S12 direkt nach der Entnahme aus dem Ovar fixiert (vgl. 2.6.1). Anschließend 

wurde eine Mikrofilamentfärbung durchgeführt, bei der filamentöses Actin mit Rhodami-

nyl-Phalloidin oder Phalloidin-FluoProbes 550A markiert wurde (vgl. 0). Es wurden Follikel 

mehrerer Weibchen fluoreszenzmikroskopisch untersucht (5 bis 30 Follikel je Stadium aus 

vier Färbungen). Für die Untersuchung der bMF wurden optische Tangentialschnitte direkt 

unterhalb der Basalmembran der FZ erzeugt (vgl. 2.7.2 und Abbildung 22). Eine zweite, et-

was tiefer im FZE liegende Fokusebene wurde gewählt, um die FZ-Kerne sowie die Mikro-

filamente an den lateralen FZ-Membranen (laterale Mikrofilamente; lMF) abzubilden (Ab-

bildung 22). Anhand der optischen Schnitte, welche die bMF zeigten, waren die Zellgrenzen 

 

Abbildung 22: Fokusebenen für die Erzeugung optischer Tangentialschnitte mit dem ApoTome (Zeiss). Schematische Dar-

stellung eines S10b-Follikels, welcher sich zwischen Objektträger (unten) und Deckgläschen (oben) befindet. Die Fokus-

ebene für die bMF (grün gestrichelt) befindet sich direkt unterhalb der Basalmembran der FZ. Im Zentrum der FZ sind die 

FZ-Kerne lokalisiert (DAPI; Fokusebene: blau gestrichelt). In dieser Fokusebene konnten laterale MF (lMF; Fokusebene: 

rot gestrichelt) abgebildet werden. 
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in der Regel nicht erkennbar. Die nachträgliche Überlagerung der Bilder beider Fokusebe-

nen sollte der Identifikation der einzelnen FZ dienen, denen die bMF nun zugeordnet wer-

den konnten (Abbildung 23). Abbildung 24 zeigt anhand der Überlagerung einer DIC-Auf-

nahme und einer SIM-Fluoreszenzaufnahme der bMF die Region des optischen Schnitts im 

Vergleich zur Größe des Follikels. Der Bereich, welcher mit dem optischen Tangentialschnitt 

abgebildet wird, umfasst einen Teil des ventralen und dorsalen FZE, insofern der Follikel in 

 

Abbildung 23: Überlagerung der verschiedenen Fokusebenen von bMF und lMF des FZE. Links: SIM-Fluoreszenzaufnah-

men des säulenförmigen FZE von S10b-Follikeln. Orientierung des Follikels: dorsal - oben; posterior - rechts.  Links (von 

oben nach unten): bMF (grün; Phalloidin-FluoProbes 550A), lMF (rot; Phalloidin-FluoProbes 550A), Kernfärbung (blau; 

DAPI), Überlagerung von bMF, lMF und Kernfärbung. Die rechteckige Markierung entspricht dem Bildausschnitt auf der 

rechten Seite. Rechts: Vergrößerte Bildausschnitte der Fluoreszenzaufnahmen. 
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Lateralansicht gezeigt ist. Die bMF der pFZ konnten auf diese Weise nicht dargestellt wer-

den. Nachweisbar sind ausschließlich bMF-Bündel, da einzelne Mikrofilamente zu fein und 

somit lichtmikroskopisch nicht darstellbar sind.  

 

Abbildung 24: Veranschaulichung der Ausdehnung der SIM-Fluoreszenzaufnahme der bMF des FZE im Verhältnis zur 

Größe des Follikels. Links: DIC-Aufnahme. Mitte: SIM-Fluoreszenzaufnahme der bMF (Rhodaminyl-Phalloidin). 

Rechts: Überlagerung (DIC+Rhodaminyl-Phalloidin).  

 

Es konnte nachgewiesen werden, dass sich die Anordnung der bMF-Bündel des FZE 

während der vitellogenen Stadien S8 bis S12 verändert, wodurch sich unterschiedliche, sta-

dienspezifische bMF-Organisationsmuster ergeben (Abbildung 25 bis 28). Die prävitello-

gen Stadien S1 bis S7 (nicht gezeigt), sowie das vitellogene Stadium S8, zeichnen sich durch 

eine stark polarisierte, parallele Ausrichtung der bMF-Bündel senkrecht zur a-p Achse des 

Follikels aus. Die bMF-Bündel sind relativ dicht und engmaschig angeordnet, erscheinen da-

bei im Vergleich zu älteren Stadien filigran. Während der Stadien S1 bis S8, in denen der 

Durchmesser der kubischen FZ noch relativ einheitlich ist, ist auch das bMF-Muster im ge-

samten FZE regelmäßig und gleichförmig parallel und polarisiert ausgerichtet. Im Zuge der  

 
(Abbildung nächste Seite) 

Abbildung 25: Stadienspezifische bMF-Organisation im FZE während S8 bis S12. SIM-Fluoreszenzaufnahmen (Phalloidin-

FluoProbes 550A) des kubischen (S8) bzw. säulenförmigen (S9-S11) und abgeflachten (S12) FZE. Die abgebildeten Follikel 

sind exemplarisch und entstammen verschiedenen Weibchen. Orientierung der Follikel: dorsal - oben; posterior - rechts.  

Links: bMF. Mitte: bMF; vergrößerte Bildausschnitte (vgl. Kasten links und Abbildung 26). Rechts: Überlagerung von bMF 

(grün) und lMF (rot); vergrößerte Bildausschnitte. Während der Stadien S8 bis S12 finden Umstrukturierungen der Orga-

nisation der bMF im FZE statt. Die bMF des kubischen FZE von S8 sind streng parallel senkrecht zur a-p Achse des Follikels 

ausgerichtet.  Während S9 kommt es in den sich abflachenden FZ zu Kondensationen. In den restlichen säulenförmigen FZ 

nimmt die strenge Ausrichtung der bMF senkrecht zur a-p Achse des Follikels im Vergleich zu S8 ab. Während S10a wird 

diese Anordnung restrukturiert: Die Organisation der bMF erscheint weniger chaotisch im Vergleich zu S9 und stärker 

parallel senkrecht zur a-p Achse ausgerichtet. Von anterior nach posterior nimmt die strikte Ausrichtung ab und ist in den 

zFZ am stärksten ausgeprägt. In S10b besteht diese Organisation weiterhin, jedoch kommt es in den dorsalen zFZ erneut 

zu Kondensationen der bMF-Bündel und zum Verlust der parallelen Ausrichtung, gefolgt von Depolymerisation. Von S10b 

bis S11 breitet sich diese Umorganisation der bMF auf das gesamte FZE aus. In S11 weisen die bMF eine sichelförmige 

Organisation auf, wobei weiterhin mehrheitlich eine Ausrichtung der bMF senkrecht zur a-p Achse besteht. In S12 weisen 

die bMF in den immer flacher werdenden FZ erneut eine streng parallele Ausrichtung senkrecht zur a-p Achse des Follikels 

auf. Jedoch erscheinen sie deutlich dichter angeordnet als in jüngeren Stadien (z.B. S8). Der zellübergreifende Kontakt der 

bMF geht verloren und die Zellgrenzen werden als dunkle Linien (Chorionstrukturen) sichtbar. 
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Abbildung 25 (Legende vorherige Seite) 
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morphologischen Veränderungen während des Stadiums S9 kommt es erstmals zu signifi-

kanten Rekonstruktionen der bMF-Organisation. Im Bereich der sich abflachenden FZ an 

der Grenze zwischen NZ und Oo verlieren die bMF-Bündel ihre parallele und polarisierte 

Anordnung und kondensieren zu sternförmigen Strukturen im Zentrum der Zellen (im ba-

salen Bereich). Die bMF der flachen FZ, welche die NZ-Population umschließen, verlieren 

ihre parallele, polarisierte Anordnung vollständig. Diese bleibt nun ausschließlich in den 

säulenförmigen FZ erhalten. Im Anschluss an die Migrationsbewegungen der FZ in Richtung 

des posterioren Pols des Follikels, sowie die Abflachung der verbleibenden FZ der anterio-

ren Hälfte des Follikels während des Stadiums S9, entsteht ein verändertes bMF-Muster im 

säulenförmigen FZE. Das Stadium S10a zeichnet sich durch eine starke Polarisation der 

senkrecht zur a-p Achse parallel angeordneten bMF-Bündel aus, besonders im Bereich der 

zFZ. Die bMF-Bündel erscheinen etwas weniger filigran als die der jüngeren Stadien (S1-

S8). Die Anzahl der Zellen, welche kondensierte bMF-Bündel aufweisen, ist nun deutlich ge-

ringer. Im weiteren Verlauf des Stadiums S10b, in dem die Größe des Follikels stark zu-

nimmt, behalten die bMF-Bündel ihre parallele Anordnung innerhalb der einzelnen FZ 

größtenteils zunächst bei, verlieren aber ihre Polarität senkrecht zur a-p Achse des Follikels, 

je näher sich die Position der FZ dem posterioren Pol des Follikels befindet. Dies bedeutet, 

dass die zFZ nach wie vor stark polarisierte, parallel und dicht angeordnete bMF-Bündel 

besitzen. Diese Organisation löst sich in Richtung des posterioren Pols des Follikels jedoch 

auf und resultiert in einer gewissen Unordnung. Folglich weisen die Zellen zwar eine indi-

viduelle, aber bezogen auf die Follikelachse scheinbar unabhängige Polarität auf. Die zell-

übergreifende, epitheliale Polarität der bMF-Bündel senkrecht zur a-p Achse geht zu einem 

großen Teil in diesem Stadium verloren. In den dorsalen zFZ und dorsalen anterioren HFZ, 

welche ihre Form in dieser Phase stark verändern, kommt es zu Kondensationen und an-

schließend zur Depolymerisation der bMF-Bündel. Während des späten Stadiums S10b 

weitet sich der Bereich der FZ, welche diese Rekonstruktion (Kondensation und Depoly-

merisation) durchlaufen, in Richtung der Ventralseite und des posterioren Pols aus. Vorher 

deutlich erkennbare zellübergreifen Kontakte zwischen benachbarten FZ bzw. deren bMF-

Bündeln werden während der Entwicklung zum Stadium S11 aufgelöst. Es entstehen „Lü-

cken“ zwischen den bMF verschiedener Zellen. Die bMF-Organisation des Stadiums S11 un-

terscheidet sich schließlich deutlich von der des Stadiums S10b. Die bMF-Bündel ordnen 

sich sichelförmig, aber weiterhin überwiegend senkrecht zur a-p Achse orientiert, an. Im 

Stadium S12 (Abbildung 25) sind die bMF-Bündel, wie in jüngeren Stadien, wieder parallel 
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angeordnet und stark polarisiert, sowie senkrecht zur a-p Achse des Follikels ausgerichtet. 

Obwohl die Organisation der bMF-Bündel der des Stadiums S8 ähnelt, unterscheidet sie sich 

dennoch deutlich. Die bMF-Bündel sind sehr viel dichter angeordnet und wesentlich weni-

ger filigran. Außerdem fehlt der Kontakt der Mikrofilamente zwischen benachbarten Zellen, 

da das Chorion die FZ im basalen Bereich voneinander separiert. Abbildung 26 und 28 fas-

sen die stadienspezifischen Merkmale der bMF-Organisation schematisch zusammen.  

 

Abbildung 26: Schematische Darstellung 

stadienspezifischer Merkmale der bMF-

Organisation während S8 bis S11. Ausgewählte 

Bereiche (umrandet durch eine gepunktete Li-

nie) entsprechen den lateralen FZ-Membranen, 

welche in einer tieferen Fokusebene sichtbar 

sind. Aufgrund von Zellfortsätzen nahe der Ba-

salmembran, erscheinen die Zellgrenzen ver-

schoben. Im kubischen FZE von S8 sind die bMF-

Bündel sowohl innerhalb der Zelle als auch zell-

übergreifend senkrecht zur a-p Achse des Folli-

kels angeordnet. Während S9 bis S11 kommt es 

zu Rekonstruktionen der bMF-Organisation, 

welche mit Kondensationen (rote Sterne) ein-

hergehen. In S11 werden sichelförmige Konden-

sationen sichtbar. Die Fotos sind mit denen der 

mittleren Spalte in Abbildung 25 identisch. 
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Abbildung 27: Zusammenfassung der stadienspezifischen bMF-Organisation während S8 bis S12. Während S8 sind die 

bMF im gesamten FZE parallel angeordnet und senkrecht zur a-p Achse polarisiert. In S9 kommt es zu Kondensationen im 

Bereich der sich abflachenden zFZ und zu einem Verlust der strengen Ausrichtung der bMF. Nachdem sich die Kondensa-

tionen der bMF in S10a zurückgebildet haben und die polarisierte Ausrichtung wieder zugenommen hat, kommt es in S10b 

in den dorsalen zFZ zu Kondensationen und zur Depolymerisation. Die Ausrichtung der bMF ist in den übrigen zFZ streng 

senkrecht zur a-p Achse. In Richtung des posterioren Pols des Follikels zeigt sich eine zunehmende Unordnung bezogen 

auf das gesamte FZE. Innerhalb der Einzelzelle bleibt die parallele Ausrichtung der bMF jedoch erhalten. Während S11 

weist das gesamte säulenförmige FZE kondensierte, sichelförmige bMF-Strukturen auf. Typisch für S12 sind die dichten, 

streng senkrecht zur a-p Achse polarisierten bMF im immer flacher werdenden FZE. 

 

3.2.2 Mikrotubuli (MT) 

Die Mikrotubuli (MT) des FZE wurden anhand von immunhistochemischen Färbungen (An-

tikörper gegen acetyliertes α-Tubulin, vgl. 2.6.3) untersucht. Es wurden Follikel der Stadien 

S8 bis S12 aus mehreren Weibchen (4 bis 55 Follikel je Stadium aus 10 Färbungen) analy-

siert. Dazu wurden, wie in 3.2.1, optische Tangentialschnitte erzeugt, um spezifisch diejeni-

gen MT, welche in der Nähe der Basalmembran der FZ lokalisiert sind, sichtbar zu machen.  

Es konnte nachgewiesen werden, dass sich die MT-Organisation im FZE im Verlauf 

der Oogenese verändert (Abbildung 28 und 30). Während der prävitellogenen Stadien S1-

S7 (nicht gezeigt) und während des ersten vitellogenen Stadiums S8 sind die MT, ähnlich 

den bMF, senkrecht zur a-p Achse ausgerichtet. Ab S9 sind die MT „korbförmig“ um die Zell-

kerne der FZ angeordnet. Im Bereich der sich abflachenden FZ (zFZ) an der Grenze zwi-

schen NZ und Oo ist eine zellübergreifende Orientierung der MT in a-p Richtung erkennbar. 

Während S10a bis S11 breitet sich diese Orientierung der MT auf die HFZ aus. Im Stadium 

S12 weist schließlich das gesamte FZE eine MT-Ausrichtung entlang der a-p Achse auf.  
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Abbildung 28: Stadienspezifische MT-Organisation im FZE während S8 bis S12. SIM-Fluoreszenzaufnahmen des FZE (An-

tikörperfärbung von acetyliertem α-Tubulin). Die abgebildeten Follikel sind exemplarisch und entstammen verschiedenen 

Weibchen. Orientierung der Follikel: dorsal - oben; posterior - rechts.  Links: MT des FZE der Stadien S8 bis S12. Rechts: 

vergrößerte Bildausschnitte (vgl. Kästen A, B links). Die Orientierung der MT ist am rechten Bildrand als parallele grüne 

Linien dargestellt. Um die Lage, Größe und Form der FZ in S8 zu verdeutlichen, ist eine Region des FZE (umrandet durch 

eine grüne gestrichelte Linie) rechts schematisch dargestellt. Im Verlauf der Entwicklung kommt es zu Veränderungen der 

MT-Organisation. Während S8 ist im gesamten FZE eine typische, korbförmige Anordnung der MT um die FZ-Kerne mit 

einer Ausrichtung senkrecht zur a-p Achse des Follikels erkennbar. Während der Abflachung und Vergrößerung der FZ im 

anterioren Bereich in S9 weichen die MT-Bündel auseinander. Im Bereich des Übergangs zwischen abgeflachten und säu-

lenförmigen FZ entsteht eine zellübergreifende Ausrichtung der MT entlang der a-p Achse. Während S10a, S10b und S11 

weisen vor allem die HFZ und teilweise die zFZ diese zellübergreifende Organisation entlang der a-p Achse auf. Während 

S12 ist eine Orientierung der MT entlang der a-p Achse in allen FZ vorhanden. 
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Abbildung 29: Zusammenfassung der stadienspezifischen MT-Organisation während S8 bis S12. In S8 weisen die MT des 

gesamten FZE, ähnlich den bMF, eine Orientierung senkrecht zur a-p Achse auf, welche in S9 nicht mehr vorhanden ist. 

Während S9 bis S11 sind die MT der zFZ und HFZ zellübergreifend entlang der a-p Achse orientiert. In S12 verstärkt sich 

diese zellübergreifende Ausrichtung der MT und weitet sich auf das gesamte immer flacher werdende FZE aus. 

 

3.3 Korrelationen zwischen elektrochemischen Eigenschaften und 
Zytoskelett-Organisation im FZE während der Stadien S8 bis S12 

Während S8 bis S12 konnten sowohl stadienspezifische elektrochemische Gradienten (pHi 

und Vmem) als auch stadienspezifische Zytoskelettmuster (bMF und MT) nachgewiesen wer-

den. Dabei fiel auf, dass Veränderungen der elektrochemischen Eigenschaften mit den sta-

dienspezifischen Zytoskelettmustern zeitlich und räumlich korrelieren. Während pHi- und 

Vmem-Gradienten entlang der a-p und d-v Achsen etabliert werden, finden entsprechende 

Rekonstruktionen der Zytoskelett-Organisation statt (Abbildung 30). 

Während des Stadiums S8, in dem das FZE aus relativ gleichförmigen kubischen Zel-

len besteht (vgl. 1.3), sind weder deutliche pHi- oder Vmem-Gradienten, noch räumliche Un-

terschiede in der bMF- oder MT-Organisation vorhanden (vgl. 3.1). Die relativ feinen und 

dichten bMF-Bündel sind streng parallel und senkrecht zur a-p Achse der Follikel ausgerich-

tet (vgl. 0). Die MT weisen in diesem Stadium ebenfalls eine Orientierung senkrecht zur a-p 

Achse auf. Der pHi ist während S8 im Vergleich zu älteren Stadien eher alkalisch, das Vmem 

eher depolarisiert. 

In S9 kommt es erstmals im Verlauf der Entwicklung zur Ausbildung von pHi- und 

Vmem-Gradienten im FZE. Die sich abflachenden FZ (zFZ, FZ an der Grenze NZ/Oo) besitzen 

einen eher sauren pHi im Vergleich zu den HFZ. Die bMF der sich abflachenden FZ verlieren 

ihre parallele, polarisierte Ausrichtung senkrecht zur a-p Achse. Rekonstruktionen der 

bMF-Organisation in Form von Kondensationen sind in diesem Bereich sichtbar. Innerhalb 



Ergebnisse 

63 
 

der bereits abgeflachten FZ geht die polarisierte, parallele Anordnung der bMF vollständig 

verloren. Die HFZ weisen weiterhin parallel ausgerichtete bMF-Bündel auf, welche größten-

teils senkrecht zur a-p Achse angeordnet sind. Jedoch ist diese Ausrichtung im Vergleich 

zum Stadium S8 nicht mehr so streng. Innerhalb der Einzelzelle bleibt die parallele Anord-

nung zwar erhalten, zellübergreifend entsteht jedoch mehr Unordnung, welche in Richtung 

des posterioren Pols zunimmt. Demgemäß kommt es in den FZ, welche den sauersten pHi 

aufweisen, zu Rekonstruktionen der bMF. Die MT-Organisation im Stadium S9 unterschei-

det sich ebenfalls deutlich von der im Stadium S8. Eine Ausrichtung der MT senkrecht zur 

a-p Achse ist hier nicht mehr vorhanden. Es entsteht ein dichteres, zellübergreifendes MT-

Netzwerk, mit einer Orientierung der MT entlang der a-p Achse in den sich abflachenden 

zFZ. Dies bedeutet, dass in den zFZ mit dem sauersten pHi, in denen eine Rekonstruktion 

der bMF stattfindet, eine zellübergreifende Längsausrichtung der MT (entlang der a-p 

Achse) etabliert wird. Die Analyse des Vmem in S9 ergab, dass die zFZ und pFZ im Vergleich 

zu den HFZ ein depolarisiertes Vmem aufweisen. Im Vergleich zu den zFZ (bMF kondensiert) 

und pFZ (bMF ungeordnet) sind die HFZ diejenigen Zellen, deren bMF am stärksten parallel 

und polarisiert ausgerichtet sind. FZ im Stadium S9, die ihre Morphologie deutlich verän-

dern (Abflachung), weisen also kondensierte bMF, MT mit einer zellübergreifenden a-p Aus-

richtung, einen saureren pHi und ein relativ depolarisiertes Vmem auf (Abbildung 30). 

Im Stadium S10a ist der Prozess der Abflachung der FZ, welche die NZ umschließen, 

bereits abgeschlossen. Ein a-p pHi-Gradient, bei dem die zFZ am sauersten und pFZ am al-

kalischsten sind, ist weiterhin vorhanden. Ebenso bleibt der Vmem-Gradient mit einer relati-

ven Depolarisation der zFZ und pFZ im Vergleich zu den HFZ erhalten. Die bMF sind, ähnlich 

wie in jüngeren Stadien, in allen Zellen parallel und senkrecht zur a-p Achse polarisiert an-

geordnet, am deutlichsten in den zFZ und anterioren HFZ. Innerhalb des Stadiums S10 

nimmt der Follikel deutlich an Größe zu. Im Stadium S10b kommt es zu weiteren morpho-

logischen Veränderungen der FZ. Das dorsale FZE verdickt sich im Vergleich zum ventralen 

FZE.  Die dorsale Hälfte des FZE zeigt im Vergleich zur ventralen Hälfte einen saureren pHi 

und ein relativ hyperpolarisiertes Vmem. Die zFZ besitzen im Vergleich zu den HFZ und den 

pFZ ebenfalls einen saureren pHi und ein relativ hyperpolarisiertes Vmem. Die zFZ beginnen 

im Stadium S10b mit der zentripetalen Migration. In den dorsalen zFZ kommt es zu Kon-

densationen der bMF, auf die eine Depolymerisation folgt. Im übrigen FZE ist ein a-p Gradi-

ent erkennbar, mit einer streng parallelen, polarisierten Ausrichtung der bMF senkrecht zur 

a-p Achse in den zFZ und einem Verlust dieser strengen Anordnung, je näher sich die Zellen 
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dem posterioren Pol des Follikels befinden. Insgesamt erscheinen die bMF-Bündel weniger 

filigran als im Stadium S10a. Die MT-Organisation der Stadien S9 und S10a, bei der die zFZ 

und anterioren HFZ eine zellübergreifende Ausrichtung entlang der a-p Achse aufweisen, 

bleibt in S10b erhalten. Es kann kein Unterschied in der MT-Organisation zwischen dorsa-

lem und ventralem FZE festgestellt werden. Insgesamt zeigen also die dorsalen zFZ in S10b, 

welche zentripetal migrieren und in späteren Stadien, bei der Bildung der Dorsalfilamente, 

weitere gravierende morphologische Veränderungen durchlaufen werden, den niedrigsten 

pHi (sauer) sowie das höchste Vmem (hyperpolarisiert) und weisen bMF-Kondensationen 

auf (Abbildung 30).  

Bereits im späten Stadium S10b kommt es zu einer relativen Depolarisation der dor-

salen zFZ, welche in S11 weiter fortschreitet. Die übrigen dorsalen FZ bleiben jedoch im 

Vergleich zu den ventralen relativ hyperpolarisiert. Das gesamte FZE ist im Vergleich zu jün-

geren Stadien alkalischer und stärker depolarisiert. Der a-p pHi-Gradient des Stadiums 

S10b wird aufrechterhalten. In der bMF-Organisation kommt es zu deutlichen Rekonstruk-

tionen. Es bilden sich in allen säulenförmigen FZ sichelförmige Kondensationen der bMF-

Bündel. Diese sichelförmigen bMF-Strukturen sind nicht zellübergreifend miteinander ver-

bunden, jedoch überwiegend senkrecht zur a-p Achse orientiert. Die zellübergreifende Ori-

entierung der MT entlang der a-p Achse wird deutlich verstärkt. Das FZE in S11 flacht sich 

ab. Diese Abflachung korreliert mit einer Alkalisierung und Depolarisation, sowie dem voll-

ständigen Verlust der parallelen Anordnung der bMF innerhalb der Einzelzelle. Die mor-

phologischen Veränderungen der dorsalen zFZ gehen mit einer stärkeren Depolarisation 

und einer Aufrechterhaltung des sauren pHi einher (Abbildung 30). 

Im Stadium S12 ist das FZE noch stärker abgeflacht, sodass MF entlang der lateralen 

Membranen nicht fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden können. Die pHi- und 

Vmem-Gradienten des Stadiums S11 bleiben weitgehend erhalten, schwächen sich jedoch 

zwischen den zFZ und HFZ ab. Der pHi wird im gesamten FZE noch alkalischer. Die Anord-

nung der bMF verändert sich nochmals gravierend. Die bMF-Bündel benachbarter FZ sind 

weiterhin nicht miteinander verbunden, doch die sichelförmige Kondensation der bMF geht 

im gesamten FZE in eine streng parallele Ausrichtung senkrecht zu a-p Achse über (Abbil-

dung 30). Diese bMF-Bündel sind wesentlich dichter und gleichmäßiger angeordnet als die-

jenigen im Stadium S8.  
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Abbildung 30: Zusammenfassende schematische Darstellung der stadienspezifischen pHi,- und Vmem-Gradienten sowie der 

bMF- und MT-Organisation während S8 bis S12. Im Verlauf der Stadien S8 bis S12 kommt es zur Etablierung von elektro-

chemischen Gradienten (pHi und Vmem), welche mit Veränderungen der Zytoskelett-Organisation (bMF und MT), sowie 

morphologischen Veränderungen der FZ korrelieren. Regionen des FZE, welche gravierende morphologische Veränderun-

gen durchlaufen, weisen einen saureren pHi, ein relativ depolarisiertes Vmem, Kondensationen der bMF und eine zellüber-

greifende a-p Orientierung der MT auf (Pfeile; vgl. zFZ in S9 und dorsale zFZ im späten S10b/S11). FZE-Regionen, welche 

nur geringe morphologische Veränderungen durchlaufen, besitzen einen alkalischeren pHi, ein relativ hyperpolarisiertes 

Vmem, eine parallele bMF-Anordnung senkrecht zur a-p Achse und eine weniger stark zellübergreifende MT-Organisation 

(diffuse MT) entlang der a-p Achse (vgl. HFZ in S9, ventrale zFZ und alle HFZ in S10b). Rekonstruktionen der bMF gehen 

mit einer verstärkten zellübergreifenden a-p Ausrichtung der MT einher (vgl. gesamtes FZE in S11). 

 

3.4 Einfluss von Inhibitoren auf die elektrochemischen Eigenschaften des 
Follikels 

Die elektrochemischen Eigenschaften von Zellen werden durch die Verteilung und Aktivität 

verschiedener Ionentransportmechanismen in den Zellmembranen reguliert. Der Einsatz 
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von Inhibitoren für Ionentransportmechanismen sollte in der vorliegenden Arbeit dazu die-

nen, Ionenkanäle, -pumpen und -transporter zu identifizieren, welche maßgeblich an der 

Regulation von pHi und Vmem des Follikels und speziell des FZE beteiligt sind. Die Auswahl 

einiger Inhibitoren beruhte auf den Ergebnissen früherer Arbeiten, in denen bereits spezi-

fische Effekte nachgewiesen wurden (vgl. 1.6). Weitere Inhibitoren wurden ausgewählt, da 

die entsprechenden Ionentransportmechanismen für ihre Beteiligung an der Regulation 

elektrochemischer Eigenschaften bekannt sind (vgl. 1.6). 

Für Inhibitionsexperimente wurden Follikel des Stadiums S10b verwendet. Dieses Sta-

dium eignet sich besonders, da es sowohl für pHi, als auch für Vmem drei elektrochemische 

Gradienten aufweist: anterior-posterior (a-p), dorsal-ventral (d-v) und apikal-basal (api-

bas). Außerdem kommt es während S10b zu entscheidenden morphologischen Verände-

rungen, wie z.B. FZ-Migration und -Abflachung, für welche ein Zusammenhang mit elektro-

chemischen Eigenschaften des FZE vermutet wurde.  

Um den Einfluss von Inhibitoren auf die Follikel und speziell das FZE zu untersuchen, 

wurden zwei verschiedene Typen von Inhibitionsexperimenten durchgeführt (vgl. 2.8). Die 

Ergebnisse beider Experimente wurden miteinander verglichen. Bei allen Experimenten 

wurden, aufgrund der Variabilität zwischen Follikeln unterschiedlicher Fliegen, ausschließ-

lich Follikel derselben Fliege miteinander verglichen. Alle S10b-Follikel einer Fliege wurden 

in zwei Gruppen aufgeteilt: eine Kontrollgruppe und eine behandelte Gruppe.  

Beim Inhibitionsexperiment 1 wurden mit Hilfe des WFM in Abständen von 5 min über 

einen Zeitraum von 60 min Fluoreszenzaufnahmen der Follikel im 3er-Glasblockschälchen 

erzeugt und anschließend ausgewertet. Für das Inhibitionsexperiment 2 wurden die Folli-

kel nach 20-minütiger Inkubation dem Inkubationsmedium entnommen und nacheinander 

auf einem Objektträger betrachtet. Es wurden SIM-Aufnahmen erstellt, welche anschlie-

ßend ausgewertet wurden.  

 

3.4.1 Einfluss von Inhibitoren auf den pHi 

 Inhibitionsexperiment 1 (WFM) 

Das Inhibitionsexperiment 1 (WFM) wurde für jeden Inhibitor dreimal durchgeführt. Ab-

bildung 31 (oben) zeigt den Verlauf einer 60-minütigen 5-CFDA,AM-Färbung anhand von 
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Aufnahmen, welche in Abständen von 5 min erstellt wurden. Die Fluoreszenzintensität 

nimmt während des gesamten Zeitraums kontinuierlich zu. Anhand der Abbildung wird zu-

dem die Variabilität zwischen den Follikeln deutlich. Die Zugabe von Glibenclamid, exemp-

larisch gezeigt in Abbildung 31 (unten), führt zu einer verstärkten Zunahme der Fluores-

zenzintensität, was bedeutet, dass es zu einer Alkalisierung im gesamten Follikel kommt.  

 

Abbildung 31: Einfluss von Glibenclamid auf den pHi (S10b). WFM-Fluoreszenzaufnahmen (5-CFDA,AM; Falschfarbendar-

stellung, PC) in Abständen von 5 min während einer 60-minütigen Inkubationszeit. Oben: Kontrollgruppe (DMSO). Unten: 

behandelte Gruppe (Glibenclamid). Bei beiden Gruppen nimmt die Fluoreszenzintensität der Follikel im zeitlichen Verlauf 

zu. Bei der mit Glibenclamid behandelten Gruppe nimmt die Intensität stärker zu als bei der Kontrollgruppe, was auf einen 

höheren pHi (alkalisch) nach Inhibition von ATP-sensitiven K+-Kanälen schließen lässt. Das Experiment wurde insgesamt 

dreimal durchgeführt. Alle Follikel des Experiments (beide Gruppen) entstammten einem Weibchen. 

 

Die Effekte weiterer Inhibitoren auf den pHi werden in Abbildung 33 gezeigt. Für die quan-

titative Auswertung der Effekte auf den gesamten Follikel wurden die Fluoreszenzaufnah-

men, welche nach 60 min Inkubation erzeugt wurden, verwendet. Hierfür wurden die In-

tensitäten aller Follikel eines Bildes mittels ImageJ gemessen (Messbereich vgl. Abbildung 

32). Die Intensitäten aller Follikel aus drei Experimenten je Inhibitor wurden gemittelt. Die 

gemittelten Intensitäten der behandelten Follikel wurden mit denen der Kontrollgruppen 

verglichen. Neben Glibenclamid (ATP-sensitive K+-Kanäle) hatte vor allem Furosemid 

(Na+/K+/2Cl--Cotransporter) einen stark alkalisierenden Effekt auf die Follikel. Verapamil 

(spannungsabhängige Typ-L Ca2+-Kanäle) zeigte einen schwächeren Effekt, und 9-Anth-

rocencarbonsäure (9-AC; Cl--Kanäle) führte zu einer leichten Alkalisierung. Amilorid 
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(Na+/H+-Antiporter und Amilorid-sensitive Na+-Kanäle) hatte hingegen eine leicht azidifi-

zierende Wirkung. Bafilomycin (V-ATPasen) zeigte hier keinen signifikanten Effekt. 

 

Abbildung 32:  Messung der 5-CFDA,AM-Fluoreszenzintensität (S10b). Verwendung von WFM-Fluoreszenzaufnahmen 5-

CFDA,AM-gefärbter Follikel zur quantitativen Ermittlung des Einflusses von Inhibitoren auf den pHi. Die Messbereiche 

(gelb markiert) für die Messung der Intensitäten mittels ImageJ umfassten den gesamten Follikel. Die Intensitäten der 

Follikel einer Fluoreszenzaufnahme wurden gemittelt. Follikel anderer Stadien wurden bei den Messungen nicht berück-

sichtigt. 

 

Im nächsten Schritt wurde der Einfluss der Inhibition auf das FZE der S10b-Follikel 

untersucht. Hierfür wurden die Intensitäten der FZE aller Follikel eines Bildes mittels 

ImageJ gemessen (Abbildung 34) und anschließend gemittelt. Die Messung der Intensitäten 

der FZE erfolgte für alle 12 Zeitpunkte (5 - 60 min). Für jeden Zeitpunkt wurden die Mittel-

werte der Kontrollgruppe und der behandelten Gruppe miteinander verglichen (Abbildung 

35).  

Glibenclamid und Furosemid hatten den stärksten alkalisierenden Effekt auf den pHi 

des FZE während des gesamten Zeitraums. Bei der Verwendung dieser beiden Inhibitoren 

schien die Fluoreszenzintensität, anders als bei den Kontrollen, keine Sättigung während 

(Abbildung nächste Seite) 

 

(Abbildung nächste Seite) 

Abbildung 33: Einfluss von Inhibitoren auf den pHi (S10b, gesamter Follikel). Links/Mitte: WFM-Fluoreszenzaufnahmen 

(5-CFDA,AM, PC) nach 60-minütiger Inkubationszeit. Links: Kontrollgruppe. Mitte: Behandelte Gruppe. Rechts: Quantita-

tive Auswertung, Vergleich der Intensitäten zwischen Kontroll- und behandelter Gruppe. Hohe Intensität = relativ alka-

lisch, niedrige Intensität = relativ sauer. Glibenclamid, Verapamil und Furosemid zeigten die deutlichsten Effekte auf den 

pHi in Form einer Alkalisierung. Amilorid hatte eine leichte signifikante Azidifizierung des Follikels zur Folge, 9-AC eine 

leichte, aber nicht signifikante Alkalisierung. Keinen signifikanten Effekt hatte Bafilomycin. Auswertung: Das Experiment 

wurde mit jedem der sechs Inhibitoren dreimal durchgeführt. Alle Follikel eines Experiments (beide Gruppen) entstamm-

ten jeweils einem Weibchen. Mittels ImageJ wurden die Intensitäten der Follikel gemessen (Abbildung 32). Es wurden aus 

den Intensitäten aller Follikel der drei Experimente (n=14-26) sowohl für die Kontrollgruppe, als auch für die behandelte 

Gruppe, Mittelwerte gebildet. Die Mittelwerte der Kontrollgruppe wurden für jedes Experiment auf 1 normiert. Die Mittel-

werte sind mit ihrer Standardabweichung angegeben und wurden anhand eines t-Tests für unabhängige Stichproben ver-

glichen (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).  
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Abbildung 33 (Legende vorherige Seite) 
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der 60-minütigen Inkubation zu erreichen. Durch die Behandlung mit Verapamil kam es 

ebenfalls zu einer deutlichen, jedoch nicht ganz so stark ausgeprägten Alkalisierung.  

Um eine gemeinsame Auswertung aller Experimente je Inhibitor durchführen zu 

können, wurden zunächst für jeden Zeitpunkt Intensitätsquotienten aus der mittleren In-

tensität der behandelten Gruppe, geteilt durch die mittlere Intensität der Kontrollgruppe 

gebildet (Abbildung 36, Bsp. Glibenclamid). Aus den Intensitätsquotienten der Experimente 

(n=3) wurden dann Mittelwerte gebildet. Die mittleren Intensitätsquotienten hatten zu je-

dem Zeitpunkt recht ähnliche Werte. Dies galt für alle verwendeten Inhibitoren. Schließlich  

 

 

Abbildung 34: Messung der 5-CFDA,AM-Fluoreszenzintensität im FZE (S10b). Verwendung von WFM-Fluoreszenzaufnah-

men 5-CFDA,AM-gefärbter Follikel zur quantitativen Ermittlung des Einflusses von Inhibitoren auf den pHi des FZE. Die 

Messbereiche (gelb markiert) für die Messung der Intensitäten mittels ImageJ umfassten das gesamte säulenförmige FZE. 

Die Intensitäten der FZE einer Fluoreszenzaufnahme wurden gemittelt. Follikel anderer Stadien wurden bei den Messun-

gen nicht berücksichtigt. 

 

wurde für jeden Inhibitor ein Mittelwert aus den Intensitätsquotienten aller Zeitpunkte 

(n=3 Experimente x 12 Zeitpunkte = 36) gebildet, welcher die Ergebnisse der drei Experi-

mente zusammenfasste (Abbildung 37). Die Variabilität zwischen einzelnen Follikeln 

wurde dabei nicht berücksichtigt. Die Standardabweichung bezieht sich auf die Variabilität 

der Intensitätsquotienten der Einzelexperimente. Anhand dieser Auswertung wird deut-

lich, dass die Inhibition durch Glibenclamid und Furosemid den stärksten alkalisierenden 

Effekt auf den pHi des FZE hatte. Eine leichte Alkalisierung des FZE konnte durch Verapamil 

und 9-AC hervorgerufen werden. Die Verwendung von Amilorid und Bafilomycin zeigte hier 

keinen signifikanten Einfluss auf den pHi des FZE.  

Vergleicht man die Effekte der Inhibitoren auf den gesamten Follikel mit denen auf 
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Abbildung 35: Einfluss verschiedener Inhibitoren auf den pHi des FZE während einer 60-minütigen Inkubationszeit 

(S10b). Glibenclamid, Verapamil und Furosemid zeigten eine deutliche Alkalisierung. 9-AC zeigte eine leichte Alkalisie-

rung, Amilorid und Bafilomycin zeigten eine leichte Azidifizierung. Verwendung von in 5-minütigen Abständen erstellten 

WFM-Fluoreszenzaufnahmen (5-CFDA,AM) von Kontroll- und behandelter Gruppe für die Messung und den Vergleich der 

relativen mittleren Intensitäten des FZE (hohe Intensität = alkalisch; niedrige Intensität = sauer) während der Inhibition 

und Fluoreszenzfärbung. Die zu untersuchenden Follikel (n=4-10) befanden sich während des Zeitraums von 60 min in 

R14-Medium, welches einen Inhibitor bzw. die entsprechende Menge des Lösungsmittels für den Inhibitor (für die Kon-

trolle DMSO oder Ethanol), sowie 5-CFDA,AM enthielt. Die Inkubation erfolgte unter ständigem, langsamem Schütteln. Die 

Experimente wurden dreimal durchgeführt, wovon jeweils ein Experiment exemplarisch gezeigt wird. Auswertung: Die 

Messbereiche für die Ermittlung der Intensitäten mittels ImageJ umfassten das gesamte säulenförmige FZE (Abbildung 

34). Die Intensitäten der FZE einer Fluoreszenzaufnahme (jeweils 1 Bild/Zeitpunkt) wurden gemittelt. Die Mittelwerte 

sind mit ihren Standardabweichungen angegeben. Normierung: Die Mittelwerte der jeweiligen Kontrollgruppe für den 

Zeitpunkt 60 min wurde für jedes Experiment gleich 1 gesetzt. 
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Abbildung 36: Mittlerer Intensitätsquotient zum Vergleich von Kontrollgruppe und behandelter Gruppe für alle Zeitpunkte 

über 60 min am Beispiel von Glibenclamid (S10b; pHi). Der Vergleich zwischen Kontroll- und behandelter Gruppe (Inten-

sität Glibenclamid/Intensität DMSO) zeigt, dass sich zu jedem Zeitpunkt ein mittlerer Unterschied der Intensität um das ca. Drei-

fache ergibt, d.h. die Intensität des FZE der Glibenclamid-behandelten Follikel ist dreimal so stark wie die der Kontroll-

gruppe. Dieser Unterschied verändert sich im Verlauf der Inkubationszeit kaum. Dies trifft auch auf alle anderen, hier nicht 

gezeigten, Inhibitoren zu. Auswertung: Verwendung von WFM-Fluoreszenzaufnahmen 5-CFDA,AM-gefärbter Follikel zur 

quantitativen Ermittlung des Einflusses von Glibenclamid auf den pHi des FZE. Die Messbereiche für die Messung der In-

tensitäten mittels ImageJ umfassten das gesamte säulenförmige FZE (Abbildung 34). Die Intensitäten der FZE einer Fluo-

reszenzaufnahme wurden gemittelt. Für jedes der drei Experimente pro Inhibitor wurde der Mittelwert der Intensität der 

behandelten Gruppe durch den Mittelwert der Intensität der Kontrollgruppe dividiert (Intensitätsquotient). Die sich dar-

aus ergebenden drei Intensitätsquotienten wurden wiederum gemittelt, sodass sich für jeden Zeitpunkt ein mittlerer In-

tensitätsquotient aus drei Experimenten ergab. Die Mittelwerte sind mit ihren Standardabweichungen angegeben. Dabei 

wird die Variabilität zwischen einzelnen Follikel vernachlässigt. 

 

das FZE, wird deutlich, dass die Alkalisierung des FZE durch die Behandlung mit Gliben-

clamid bzw. Furosemid noch wesentlich stärker ausgeprägt ist als die der Keimbahnzellen. 

Anhand der Fluoreszenzaufnahmen (Abbildung 33) der mit Furosemid behandelten Folli-

kel fällt die starke Fluoreszenzintensität des FZE in Relation zur Oozyte auf. Das FZE weist 

normalerweise (vgl. 3.1.1, Kontrolle) einen im Vergleich zur Oozyte schwächere Intensität 

auf. Die Inhibition mit Amilorid führt zwar, auf den gesamten Follikel bezogen, zu einer 

leichten Azidifizierung, im FZE ist dies jedoch nicht der Fall. Folglich sind nur die Keimbahn-

zellen von den Effekten der Inhibition durch Amilorid betroffen.  
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Abbildung 37: Einfluss von Inhibitoren auf den pHi des FZE (S10b). Es zeigt sich eine deutliche, signifikante Alkalisierung 

durch die Behandlung mit Glibenclamid und Furosemid. Verapamil und 9-AC zeigen eine leichte, signifikante Alkalisierung. 

Keinen signifikanten Einfluss zeigen hier Amilorid und Bafilomycin. Auswertung: Verwendung von WFM-Fluoreszenzauf-

nahmen 5-CFDA,AM-gefärbter Follikel zur quantitativen Ermittlung des Einflusses von Inhibitoren auf den pHi des FZE. 

Die Messbereiche für die Messung der Intensitäten mittels ImageJ umfassten das gesamte säulenförmige FZE (Abbildung 

34). Die Intensitäten der FZE einer Fluoreszenzaufnahme wurden gemittelt. Für jedes der drei Experimente pro Inhibitor 

wurde für jeden Zeitpunkt der Mittelwert der Intensität der behandelten Gruppe durch den Mittelwert der Intensität der 

Kontrollgruppe dividiert (Intensitätsquotient). Daraus ergaben sich drei Intensitätsquotienten für jeden der 12 Zeit-

punkte, d.h. 3x12 Intensitätsquotienten (n=36), aus denen ein Mittelwert gebildet wurde. Die Mittelwerte sind mit ihren 

Standardabweichungen angegeben. Es wurde ein Einstichproben-t-Test gegen den hypothetischen Wert 1 durchgeführt 

(* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). Die numerischen Werte befinden sich in Tabelle 9 im Anhang. 

 

 

 Inhibitionsexperiment 2 (SIM) 

Um zu untersuchen, ob die Behandlungen der Follikel mit Inhibitoren alle Bereiche des FZE 

gleichermaßen beeinflussen oder aber zu einer Veränderung der pHi-Gradienten im FZE 

führen, wurden optische Medianschnitte (SIM-Fluoreszenzaufnahmen) der Follikel nach 

Inhibition erzeugt (vgl. 2.8.2). Das Inhibitionsexperiment 2 wurde mit jedem Inhibitor fünf-

mal durchgeführt. Alle S10b-Follikel eines Experiments, sowohl Kontroll- als auch behan-

delte Gruppe, entstammten demselben Weibchen. Alle Aufnahmen eines Experimentes 

wurden mit gleicher Belichtungszeit erstellt und auf die gleiche Weise nachträglich bearbei-

tet (Helligkeit, Kontrast). 

Anhand der Falschfarbendarstellung der Fluoreszenzaufnahmen (Abbildung 38) 

wird bereits deutlich, dass die Behandlungen mit Glibenclamid und Furosemid den stärks-
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ten Effekt in Form einer Alkalisierung des gesamten FZE hatten. Die Behandlungen mit Vera-

pamil und 9-AC sowie mit Bafilomycin führten zu einer leichten Alkalisierung des gesamten 

FZE. Ausschließlich die Behandlung mit Amilorid bewirkte eine leichte Azidifizierung. Be-

trachtet man die mit Bafilomycin behandelten Follikel bei stärkerer Vergrößerung, wird 

deutlich, dass die FZ nicht, wie bei der Kontrolle, homogen gefärbt sind (Abbildung 39). Die 

Färbung erscheint granulär: Helle Punkte und Flecken sind umschlossen von einem im Ver-

gleich zur Kontrolle dunkleren Zytoplasma.  Dies lässt darauf schließen, dass die Behand-

lung mit Bafilomycin, welches V-ATPasen blockiert, zu einer Alkalisierung von zytoplasma-

tischen Vesikeln und dementsprechend zu einer Azidifizierung des Zytoplasmas führt.  

Nicht alle Follikel innerhalb eines Experimentes zeigten die gleichen Effekte. Die 

Variabilität zwischen den Follikeln und die oft geringen Intensitätsunterschiede zwischen 

Follikeln der Kontrollgruppe und der behandelten Gruppe erschwerten die Analyse. 

Aufgrund der quantitativen Auswertung von mindestens fünf Experimenten je Inhibitor 

war jedoch eine Aussage über die Effekte der Inhibitoren auf den pHi des gesamten FZE und 

 

Abbildung 38: Einfluss von Inhibitoren auf den pHi des FZE (S10b). SIM-Fluoreszenzaufnahmen (optische Medianschnitte, 

5-CFDA,AM, PC) von Follikeln des Stadiums S10b, welche für 20 min mit verschiedenen Inhibitoren behandelt wurden, 

sowie ihrer Kontrolle. Die abgebildeten Follikel sind exemplarisch. Kontrolle und behandelter Follikel entstammen jeweils 

einem Weibchen. Die Behandlung mit Bafilomycin, Glibenclamid, Verapamil, 9-AC und Furosemid führte zu einer regiona-

len Alkalisierung des FZE im Vergleich zur Kontrolle. Dabei waren die Effekte durch Glibenclamid und Furosemid am 

stärksten. Die Behandlung mit Amilorid hatte eine leichte Azidifizierung des FZE im Vergleich zur Kontrolle zur Folge.  
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der einzelnen FZ-Typen möglich. Hierfür wurde das FZE jeweils entsprechend der zu 

untersuchenden FZ-Typen in mehrere Bereiche unterteilt, in denen eine Messung der 

Intensität mittels ImageJ durchgeführt wurde. In die Auswertung (vgl. 3.1.1) des Einflusses 

auf den pHi der zFZ, HFZ und pFZ gingen insgesamt 19 bis 47 Follikel je Gruppe ein 

(Abbildung 40, vgl. Abbildung 11), in die Untersuchung des pHi der dFZ und vFZ 7 bis 22 

(Abbildung 41, vgl. Abbildung 13). Die Intensitätswerte wurden anschließend normiert, 

indem für jedes individuelle Experiment der Mittelwert aus den Intensitäten der pFZ bzw. 

vFZ der Kontrollgruppe gebildet und gleich 1 gesetzt wurde. Es wurden zum einen die 

Mittelwerte der Kontrollgruppe und der behandelten Gruppe für jeden FZ-Typ anhand eines 

t-Tests für unabhängige Stichproben miteinander verglichen, um einen möglichen Einfluss 

des Inhibitors auf den pHi festzustellen. Zum anderen wurden die Mittelwerte der zFZ und 

pFZ bzw. dFZ und vFZ innerhalb einer Gruppe verglichen, um eine mögliche Veränderung 

der Gradienten zu identifizieren.  

 

Abbildung 39: Alkalisierung von Vesikeln durch Bafilomycin (S10b). SIM-Fluoreszenzaufnahmen (optische 

Medianschnitte, 5-CFDA,AM) von Follikeln des Stadiums S10b, welche für 20 min in R14 mit Bafilomycin bzw. DMSO 

(Kontrolle) inkubiert wurden. Die abgebildeten Follikel sind exemplarisch. Kontrolle und behandelter Follikel entstammen 

demselben Weibchen. Anhand der vergrößerten Bildausschnitte wird deutlich, dass die Behandlung der Follikel mit 

Bafilomycin, welches V-ATPasen blockiert, zur Alkalisierung von Vesikeln (Pfeilspitze) und nicht des Zytoplasmas führt. 

Im Vergleich zur Kontrolle, welche eine homogene Färbung im FZE zeigt, erscheint die Färbung im FZE des mit Bafilomycin 

behandelten Follikels heterogen und granulär, was auf eine Färbung von Vesikeln schließen lässt. Das Zytoplasma 

erscheint dunkler und weist somit einen saureren pHi im Vergleich zur Kontrolle auf. 

 

Betrachtet man die Auswirkungen auf das gesamte FZE (Abbildung 40 und 42), so 

zeigen sich, wie beim Inhibitionsexperiment 1 (vgl. 3.4.1.1), sehr große Effekte durch 

Glibenclamid und Furosemid in Form einer Alkalisierung. Bafilomycin, Verapamil und 9-AC 

hatten einen leicht alkalisierenden Effekt auf den pHi im FZE, wobei bei Bafilomycin von 

einer Alkalisierung von Vesikeln und einer Azidifizierung des Zytoplasmas ausgegangen 

wird (Abbildung 39). Die Behandlung mit Amilorid führte zu einer leichten Azidifizierung 

des FZE, vor allem in den pFZ und vFZ. Hier und bei Bafilomycin kommt es somit zu einer 
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Abbildung 40: Quantifizierung des Einflusses von Inhibitoren auf den pHi der zFZ, HFZ und pFZ (S10b). Die Behandlung 

mit Amilorid führte zu einer signifikanten Azidifizierung der pFZ im Vergleich zur Kontrolle. In den zFZ und HFZ kam es 

zu einer leichten, nicht signifikanten Azidifizierung und somit zu einer Abschwächung des a-p Gradienten. Die Behandlung 

mit Glibenclamid, Verapamil, 9-AC und Furosemid hatte eine signifikante Alkalisierung in allen drei FZ-Typen und eine 

Verstärkung des a-p Gradienten zur Folge, wobei der Effekt bei Glibenclamid und Furosemid am stärksten ist. Bafilomycin 

führte zu einer Alkalisierung von Vesikeln und somit zu einer Azidifizierung und einer Abschwächung des a-p Gradienten. 

Auswertung: Die Intensitäten der drei FZ-Bereiche (zFZ, HFZ, pFZ) wurden mit Hilfe von ImageJ ermittelt und anschlie-

ßend normiert. Normierung: Mittelwerte aus den Intensitäten der pFZ der Kontrollgruppe jedes einzelnen Experiments 

wurden jeweils gleich 1 gesetzt. Anschließend wurden alle normierten Intensitäten aus mindestens fünf Experimenten für 

die drei FZE-Bereiche gemittelt. Die Mittelwerte (n=19-47) sind mit ihrer Standardabweichung angegeben und wurden 

anhand eines t-Tests für unabhängige Stichproben verglichen (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). 

 

Abschwächung des a-p Gradienten. Im Zuge der Alkalisierung durch Glibenclamid, 

Verapamil, 9-AC und Furosemid kommt es hingegen zu einer Verstärkung des a-p 

Gradienten. Während der a-p Gradient bei der Kontrollgruppe quasi exponentiell ansteigt, 

d.h. der Gradient zwischen den zFZ und HFZ wesentlich schwächer als zwischen den HFZ 
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und pFZ ist, kommt es durch die Alkalisierung zu einem nahezu linearen Anstieg des 

Gradienten von anterior nach posterior (Abbildung 40). Der d-v Gradient wird durch die 

Inhibitoren folgendermaßen beeinflusst: 9-AC, Amilorid und Bafilomycin führen zur 

Abschwächung des d-v Gradienten, wohingegen Glibenclamid, Verapamil und Furosemid 

zur Verstärkung führen (Abbildung 41). 

 

Abbildung 41: Quantifizierung des Einflusses von Inhibitoren auf den pHi der dFZ und vFZ (S10b). Die Behandlung mit 

Glibenclamid und Furosemid führte zu einer starken Alkalisierung der dFZ und vFZ. Beide Inhibitoren bewirken eine Ver-

stärkung des d-v Gradienten. Verapamil wirkte sich ebenfalls in beiden Zelltypen alkalisierend und verstärkend auf den d-

v Gradienten aus. Bafilomycin führte zu einer Alkalisierung von Vesikeln in den dFZ und vFZ und somit zu einer zytoplas-

matischen Azidifizierung und einer Abschwächung des d-v Gradienten. Die Behandlung mit Amilorid führte in den vFZ zu 

einer leichten Azidifizierung und ebenfalls zu einer Abschwächung des d-v Gradienten. Auch 9-AC scheint eine Abschwä-

chung des d-v Gradienten zu bewirken. Der Unterschied zwischen dFZ und vFZ war hier nur bei der Kontrolle zu Verapamil 

signifikant (generell kleines n, vgl. aber Abbildung 12). Auswertung: Die Intensitäten der beiden FZ-Bereiche (dFZ, vFZ) 

wurden mit Hilfe von ImageJ ermittelt und anschließend normiert. Normierung: Mittelwerte aus den Intensitäten der vFZ 

der Kontrollgruppe jedes einzelnen Experiments wurden jeweils gleich 1 gesetzt. Anschließend wurden alle normierten 

Intensitäten aus mindestens fünf Experimenten für die beiden FZE-Bereiche gemittelt. Die Mittelwerte (n=7-22) sind mit 

ihrer Standardabweichung angegeben und wurden anhand eines t-Tests für unabhängige Stichproben verglichen 

(* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). 
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3.4.2 Einfluss von Inhibitoren auf das Vmem 

Die Untersuchung des Einflusses der Inhibitoren auf das Vmem der Follikel erfolgte anhand 

der Inhibitionsexperimente 1 und 2 entsprechend der Untersuchung der Effekte auf den pHi 

(vgl. 3.4.1), jedoch unter Verwendung des spannungssensitiven Fluoreszenzfarbstoffs 

DiBAC4(3).  

 

 Inhibitionsexperiment 1 (WFM) 

Abbildung 42 zeigt Fluoreszenzaufnahmen (DiBAC4(3), PC) eines Inhibitionsexperiments 1 

mit dem Inhibitor Verapamil in 5-minütigen Abständen über einen Zeitraum von 60 min. 

Die S10b-Follikel, welche alle einem Fliegenweibchen entstammten (sowohl Kontroll- als 

auch behandelte Gruppe) befanden sich während des gesamten Zeitraums im Inkubations- 

und Färbemedium (vgl. 2.8.2). Anhand dieses Beispiels ist ein deutlicher Effekt durch den 

Inhibitor auf das Vmem der Follikel zu erkennen. Die starke Verringerung der Fluoreszenzin-

tensität durch die Inhibition mit Verapamil lässt auf eine relative Hyperpolarisation schlie-

ßen.  

 

Abbildung 42: Einfluss von Verapamil auf das Vmem (S10b). WFM-Fluoreszenzaufnahmen (DiBAC4(3); PC) in Abständen 

von 5 min während einer 60-minütigen Inkubationszeit. Oben: Kontrollgruppe (Ethanol). Unten: behandelte Gruppe 

(Verapamil). Bei beiden Gruppen nimmt die Fluoreszenzintensität der Follikel im zeitlichen Verlauf zu. Bei der mit Vera-

pamil behandelten Gruppe nimmt die Intensität im Vergleich zur Kontrollgruppe jedoch deutlich weniger zu, was auf eine 

relative Hyperpolarisation der Follikel durch die Inhibition von spannungsabhängigen Typ-L Ca2+-Kanälen schließen lässt. 

Das Experiment wurde insgesamt dreimal durchgeführt. Alle Follikel des Experiments (beide Gruppen) entstammten ei-

nem Weibchen. 
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Vergleicht man für jeden Inhibitor die Fluoreszenzaufnahmen der Kontroll- und der 

behandelten Gruppe nach 60 min Inkubationszeit, sowie die Ergebnisse der statistischen 

Auswertung von drei Experimenten, miteinander (Abbildung 43), fällt auf, dass der deut-

lichste Effekt auf das Vmem des gesamten Follikels (Hyperpolarisation) durch die Verwen-

dung von Verapamil (spannungsabhängige Typ-L Ca2+-Kanäle) erreicht wurde. Durch Ami-

lorid (Na+/H+-Antiporter und Na+-Kanäle) und Furosemid (Na+/K+/2Cl--Cotransporter) 

kam es ebenfalls zu einer leichten, signifikanten Hyperpolarisation des Vmem im gesamten 

Follikel. Bafilomycin (V-ATPasen), Glibenclamid (ATP-sensitive K+-Kanäle) und 9-AC (Cl--

Kanäle) zeigten einen schwachen, nicht signifikanten hyperpolarisierenden Effekt auf das 

Vmem.  

Zur Untersuchung des Einflusses der Inhibitoren auf das FZE in S10b wurden alle 

Fluoreszenzaufnahmen der zwölf Zeitpunkte ausgewertet (Abbildung 44). Die Messung der 

Intensitäten der FZE erfolgte mittels ImageJ (Abbildung 34). Es wurden für jeden Zeitpunkt 

Mittelwerte aus den Intensitäten der FZE der einzelnen Follikel gebildet. Die Mittelwerte 

der Kontrollgruppen wurden jeweils mit denen der behandelten Gruppe über den Zeitraum 

von 60 min verglichen. Ein starker Effekt in Form einer Hyperpolarisation ist nur bei der 

Behandlung mit Verapamil erkennbar. Die Behandlungen mit den anderen fünf Inhibitoren 

führten zu leichter Hyperpolarisation des FZE.  

Um eine gemeinsame Auswertung aller Experimente je Inhibitor durchführen zu können, 

wurden mittlere Intensitätsquotienten gebildet (Abbildung 45, Bsp. Verapamil), indem die 

mittleren Intensitäten der behandelten Gruppen für jeden Zeitpunkt durch die der Kontroll-

gruppen dividiert wurden. Anhand des Beispiels ist festzustellen, dass dieser mittlere In-

tensitätsquotient während der zwölf Zeitpunkte nur geringfügig variiert. Dies gilt ebenso 

für die Behandlung mit den anderen Inhibitoren. Anschließend wurden die jeweils zwölf 

Intensitätsquotienten wiederum gemittelt (3x12=36; Abbildung 45). Führt man diese Aus-

wertung für alle sechs Inhibitoren durch, können deren Effekte auf das Vmem des FZE direkt 

miteinander verglichen werden. Dabei wird ein deutlicher Effekt auf das Vmem des FZE durch 

die Inhibition mit Verapamil erkennbar (Hyperpolarisation). Amilorid, Bafilomycin, 9-AC 

und Furosemid wirkten sich leicht hyperpolarisierend auf das Vmem des FZE aus. Die Be-

handlung der Follikel mit Glibenclamid hatte hier keinen signifikanten Effekt (Abbildung 

46). 
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Abbildung 43 (Legende nächste Seite) 
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(Abbildung vorherige Seite) 

Abbildung 43: Einfluss verschiedener Inhibitoren auf das Vmem (S10b, gesamter Follikel). Links/Mitte: WFM-Fluoreszenz-

aufnahmen (DiBAC4(3), PC) nach 60-minütiger Inkubationszeit.  Links: Kontrollgruppe. Mitte: Behandelte Gruppe. Rechts: 

Quantitative Auswertung, Vergleich der Intensitäten zwischen Kontroll- und behandelter Gruppe. Hohe Intensität = relativ 

depolarisiert, niedrige Intensität = relativ hyperpolarisiert. Die Inhibition mit Verapamil zeigte den deutlichsten Effekt auf 

das Vmem des gesamten Follikels (Hyperpolarisation). Zu einer leichten Hyperpolarisation kam es außerdem durch die In-

hibition mit Amilorid und Furosemid. Bafilomycin, Glibenclamid und 9-AC zeigten hier keine signifikanten Effekte. Aus-

wertung: Das Experiment wurde mit jedem der sechs Inhibitoren dreimal durchgeführt. Alle Follikel eines Experiments 

(beide Gruppen) entstammten jeweils einem Weibchen. Mittels ImageJ wurden die Intensitäten der Follikel gemessen (Ab-

bildung 32). Es wurden aus den Intensitäten aller Follikel der drei Experimente (n=15-22) sowohl für die Kontrollgruppe, 

als auch für die behandelte Gruppe, Mittelwerte gebildet. Die Mittelwerte der Kontrollgruppe wurden für jedes Experiment 

auf 1 normiert. Die Mittelwerte sind mit ihrer Standardabweichung angegeben und wurden anhand eines t-Tests für un-

abhängige Stichproben verglichen (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).  

 

 Inhibitionsexperiment 2 (SIM) 

Das Inhibitionsexperiment 2, bei welchem das FZE anhand von optischen Median-

schnitten untersucht wurde, diente dazu, einen möglichen Einfluss der Inhibitoren auf die 

Vmem-Gradienten im FZE festzustellen. Anhand der exemplarischen Fluoreszenzaufnahmen 

in Abbildung 47 (DiBAC4(3), PC), welche nach 20-minütiger Inkubationszeit im Inhibitions- 

und Färbemedium erzeugt wurden, sind Effekte bei allen verwendeten Inhibitoren erkenn-

bar. Besonders durch Amilorid, Glibenclamid, Verapamil und Furosemid wurde eine deutli-

che Hyperpolarisation des FZE hervorgerufen. 

Aufgrund der Variabilität zwischen den Follikeln und der oft geringen Intensitätsun-

terschiede zwischen Kontroll- und behandelter Gruppe, wurde eine quantitative Auswer-

tung von mindestens fünf Experimenten je Inhibitor zur Ermittlung des Einflusses auf das 

Vmem durchgeführt (Abbildung 48 und 50). Die Auswertung erfolgte mit der gleichen Vorge-

hensweise wie für die Untersuchung des Einflusses der Inhibitoren auf den pHi beschrieben 

(vgl. 3.4.1.2). Es wurden Messungen der Intensitäten der verschiedenen FZE-Bereiche, wel-

che den verschiedenen FZ-Typen entsprechen (zFZ, HFZ, pFZ, dFZ, vFZ), mittels ImageJ für 

jeden Follikel durchgeführt. Die Intensitäten einer Gruppe und eines Experiments wurden 

gemittelt und normiert. Die Normierung der Intensitäten bestand darin, dass die Mittel-

werte der pFZ bzw. vFZ der Kontrollgruppe mit 1 gleichgesetzt wurden. Anschließend gin-

gen alle Werte in die statistische Auswertung ein. Für jeden Inhibitor wurden die mittleren 

Intensitäten der verschiedenen FZ-Typen der Kontroll- und der behandelten Gruppe an-

hand eines t-Tests für unabhängige Stichproben miteinander verglichen. Außerdem wurden 

die Mittelwerte der zFZ und pFZ bzw. dFZ und vFZ miteinander verglichen, um einen mög-

lichen Einfluss der Inhibitoren auf die Gradienten zu erfassen.  Die Analyse des Einflusses 

der Inhibitoren auf das Vmem des gesamten FZE ergab einen starken Effekt durch Verapamil  
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Abbildung 44: Einfluss verschiedener Inhibitoren auf das Vmem des FZE während einer 60-minütigen Inkubationszeit 

(S10b). Verapamil zeigte eine deutliche Hyperpolarisation des FZE. Amilorid, Glibenclamid, 9-AC, Furosemid und Bafilo-

mycin zeigten eine leichte Hyperpolarisation. Verwendung von in 5-minütigen Abständen erstellten WFM-Fluoreszenzauf-

nahmen (DiBAC4(3)) von Kontroll- und behandelter Gruppe für die Messung und den Vergleich der relativen mittleren 

Intensitäten des FZE (hohe Intensität = relativ depolarisiert, niedrige Intensität = relativ hyperpolarisiert) während der 

Inhibition und Fluoreszenzfärbung. Die zu untersuchenden Follikel (n=6-11) befanden sich während des Zeitraums von 

60 min in R14-Medium, welches einen Inhibitor bzw. die entsprechende Menge des Lösungsmittels für den Inhibitor (für 

die Kontrolle DMSO oder Ethanol), sowie den Farbstoff DiBAC4(3) enthielt. Die Inkubation erfolgte unter ständigem, lang-

samem Schütteln. Die Experimente wurden dreimal durchgeführt, wovon jeweils ein Experiment exemplarisch gezeigt 

wird. Auswertung: Die Messbereiche für die Ermittlung der Intensitäten mittels ImageJ umfassten das gesamte säulenför-

mige FZE (Abbildung 34). Die Intensitäten der FZE einer Fluoreszenzaufnahme (jeweils 1 Bild/Zeitpunkt) wurden gemit-

telt. Die Mittelwerte sind mit ihren Standardabweichungen angegeben. Normierung: Die Mittelwerte der jeweiligen Kon-

trollgruppe für den Zeitpunkt 60 min wurde für jedes Experiment gleich 1 gesetzt. 
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Abbildung 45: Mittlerer Intensitätsquotient zum Vergleich von Kontrollgruppe und behandelter Gruppe für alle Zeitpunkte 

über 60 min am Beispiel von Verapamil (S10b; Vmem). Der Vergleich zwischen Kontroll- und behandelter Gruppe 

(Intensität Verapamil/Intensität Ethanol) zeigt, dass sich zu jedem Zeitpunkt ein mittlerer Unterschied der Intensität um ca. 

40 % ergibt, d.h. die Intensität der Verapamil-inhibierten FZE liegt bei ca. 60 % der Kontrollgruppe. Dieser Unterschied 

verändert sich im Verlauf der Inkubationszeit nur in geringem Maße. Diese geringe Schwankung des Intensitätsquotienten 

über einen Zeitraum von 60 min wurde auch bei den anderen, nicht gezeigten fünf Inhibitoren beobachtet. Auswertung: 

Verwendung von WFM-Fluoreszenzaufnahmen DiBAC4(3)-gefärbter Follikel zur quantitativen Ermittlung des Einflusses 

von Inhibitoren auf das Vmem des FZE. Die Messbereiche für die Messung der Intensitäten mittels ImageJ umfassten das 

gesamte säulenförmige FZE (Abbildung 34). Die Intensitäten der FZE einer Fluoreszenzaufnahme wurden gemittelt. Für 

jedes der drei Experimente pro Inhibitor wurde der Mittelwert der Intensität der behandelten Gruppe durch den 

Mittelwert der Intensität der Kontrollgruppe dividiert (Intensitätsquotient). Die sich daraus ergebenden drei 

Intensitätsquotienten wurden wiederum gemittelt, sodass sich für jeden Zeitpunkt ein mittlerer Intensitätsquotient aus 

drei Experimenten ergab. Die Mittelwerte sind mit ihren Standardabweichungen angegeben. Dabei wird die Variabilität 

zwischen einzelnen Follikel vernachlässigt. 

 

und Glibenclamid in Form einer Hyperpolarisation und einer Abschwächung des a-p Gradi-

enten (Abbildung 48). Die Behandlung mit Furosemid und 9-AC führte nur in den pFZ zu 

einer signifikanten Hyperpolarisation, wodurch es ebenfalls zur Abschwächung des a-p Gra-

dienten kommt (Abbildung 48). Auf die dFZ und vFZ hatten nur Verapamil und Gliben-

clamid einen signifikanten Effekt; dabei wird der d-v Gradient abgeschwächt (Abbildung 

49). Geringe, nicht signifikante Effekte auf beide Gradienten wurden durch die Behandlung 

mit Amilorid und Bafilomycin erzielt. Auf den d-v Gradienten hatten auch Furosemid und 9-

AC keinen eindeutigen Effekt. Die Einflüsse der Inhibitoren auf die a-p und d-v Gradienten 

von pHi und Vmem im FZE sind in Abbildung 50 und 52 zusammengefasst. 

 



Einfluss von Inhibitoren auf die elektrochemischen Eigenschaften des Follikels 

84 
 

 

Abbildung 46: Einfluss von Inhibitoren auf das Vmem des FZE (S10b). Verapamil zeigt eine deutliche, signifikante Hyperpo-

larisation. Amilorid, Bafilomycin, 9-AC und Furosemid zeigen eine leichte, signifikante Hyperpolarisation. Keinen signifi-

kanten Effekt hat hier Glibenclamid. Auswertung: Verwendung von WFM-Fluoreszenzaufnahmen DiBAC4(3)-gefärbter 

Follikel zur quantitativen Ermittlung des Einflusses von Inhibitoren auf das Vmem des FZE von S10b-Follikeln. Die Messbe-

reiche für die Messung der Intensitäten mittels ImageJ umfassten das gesamte säulenförmige FZE (Abbildung 34). Die In-

tensitäten der FZE einer Fluoreszenzaufnahme wurden gemittelt. Für jedes der drei Experimente pro Inhibitor wurde für 

jeden Zeitpunkt der Mittelwert der Intensität der behandelten Gruppe durch den Mittelwert der Intensität der Kontroll-

gruppe dividiert (Intensitätsquotient). Daraus ergaben sich drei Intensitätsquotienten für jeden der 12 Zeitpunkte, d.h. 

3x12 Intensitätsquotienten insgesamt (n=36), aus denen ein Mittelwert gebildet wurde. Die Mittelwerte sind mit ihren 

Standardabweichungen angegeben. Es wurde ein Einstichproben-t-Test gegen den hypothetischen Wert 1 durchgeführt 

(* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). Die numerischen Werte befinden sich in Tabelle 10 im Anhang. 

 

 
Abbildung 47 (Legende nächste Seite) 

 



Ergebnisse 

85 
 

(Abbildung vorherige Seite) 

Abbildung 47: Einfluss von Inhibitoren auf das Vmem des FZE (S10b). SIM-Fluoreszenzaufnahmen (optische Median-

schnitte, DiBAC4(3), PC) von Follikeln des Stadiums S10b, welche für 20 min mit verschiedenen Inhibitoren behandelt 

wurden, sowie ihrer Kontrolle. Die abgebildeten Follikel sind exemplarisch. Kontrolle und behandelter Follikel entstam-

men jeweils einem Weibchen. Amilorid, Glibenclamid, Verapamil und Furosemid zeigten eine deutliche Hyperpolarisation 

des FZE im Vergleich zur Kontrolle. Bafilomycin und 9-AC zeigten eine leichte Hyperpolarisation. 

 

Abbildung 48: Quantifizierung des Einflusses von Inhibitoren auf das Vmem der zFZ, HFZ und pFZ (S10b). Die Behandlung 

mit Glibenclamid und Verapamil führte zu einer deutlichen, signifikanten Hyperpolarisation in allen FZ-Typen. Der a-p Gra-

dient wird dabei abgeschwächt. 9-AC und Furosemid bewirkten eine signifikante Hyperpolarisation in den pFZ und eine 

leichte, nicht signifikante Hyperpolarisation in den zFZ und HFZ, was ebenfalls eine Abschwächung des a-p Gradienten zur 

Folge hat. Amilorid und Bafilomycin hatten nur einen geringen Effekt auf das Vmem in allen FZ-Typen. Der a-p Gradient 

bleibt hier erhalten. Auswertung: Die Intensitäten der drei FZ-Bereiche (zFZ, HFZ, pFZ) wurden mit Hilfe von ImageJ er-

mittelt und anschließend normiert. Normierung: Mittelwerte aus den Intensitäten der pFZ der Kontrollgruppe jedes ein-

zelnen Experiments wurden jeweils gleich 1 gesetzt. Anschließend wurden alle normierten Intensitäten aus mindestens 

fünf Experimenten für die drei FZE-Bereiche gemittelt. Die Mittelwerte (n=20-37) sind mit ihrer Standardabweichung 

angegeben und wurden anhand eines t-Tests für unabhängige Stichproben verglichen (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 

0,001). 
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Abbildung 49: Quantifizierung des Einflusses von Inhibitoren auf das Vmem der dFZ und vFZ (S10b). Die Behandlung mit 

Glibenclamid und Verapamil führte zu einer signifikanten Hyperpolarisation der dFZ und vFZ und zu einer Abschwächung 

des d-v Gradienten. Amilorid zeigte eine schwache Tendenz zur Hyperpolarisation in beiden FZ-Typen, wobei der d-v Gra-

dient erhalten bleibt. Bafilomycin, 9-AC und Furosemid hatten hier keinen signifikanten Effekt auf das Vmem. Der Unter-

schied zwischen dFZ und vFZ war hier nur bei Amilorid und der Kontrolle zu Glibenclamid signifikant (generell kleines n, 

vgl. aber Abbildung 19). Auswertung: Die Intensitäten der beiden FZ-Bereiche (dFZ, vFZ) wurden mit Hilfe von ImageJ 

ermittelt und anschließend normiert. Normierung: Mittelwerte aus den Intensitäten der vFZ der Kontrollgruppe jedes ein-

zelnen Experiments wurden jeweils gleich 1 gesetzt. Anschließend wurden alle normierten Intensitäten aus mindestens 

fünf Experimenten für die beiden FZE-Bereiche gemittelt. Die Mittelwerte (n=13-24) sind mit ihrer Standardabweichung 

angegeben und wurden anhand eines t-Tests für unabhängige Stichproben verglichen (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 

0,001). 
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Abbildung 50: Zusammenfassung der Einflüsse verschiedener Inhibitoren von Ionentransport-mechanismen auf die pHi- 

und Vmem-Gradienten des FZE. Die signifikanten Einflüsse der Inhibitoren auf die verschiedenen Zelltypen des FZE und 

somit auf die a-p und d-v Gradienten von pHi und Vmem in S10b sind hier angegeben (Inhibitionsexperiment 2, SIM). Die 

kursiv gedruckten Angaben beziehen sich auf die Unterschiede zwischen zFZ und pFZ (vgl. Abbildung 40 und 49) bzw. dFZ 

und vFZ (vgl. Abbildung 41 und 50) ohne und mit Inhibitoren. Die Daten befinden sich in Tabelle 11 und 12 im Anhang 

und in Abbildung 51. 
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Abbildung 51: Beeinflussung des Anstiegs der a-p und/oder d-v pHi- und Vmem-Gradienten durch verschiedene Inhibitoren. 

Während x1 einen unveränderten Gradienten darstellt, bedeuten Werte, welche kleiner als 1 sind, eine Abschwächung des 

Gradienten und Werte, welcher größer als 1 sind, eine Verstärkung des Gradienten. So stellt bspw.  x 0,5 eine Abschwä-

chung des Gradienten um 50 % dar (z.B. Amilorid; NHE und Na+-Kanäle; a-p Gradient); x 150 bedeutet eine Verstärkung 

um das 150-fache (z.B. Furosemid; Na+/K+/2Cl--Cotransporter; a-p Gradient). Die Verstärkung der pHi-Gradienten durch 

Bafilomycin (V-ATPasen) beruht auf der Alkalisierung von Vesikeln, welche zur Azidifizierung des Zytoplasmas führt und 

somit zu einer Abschwächung der Gradienten. Der niedrigste Wert beim Vmem von x 0,1 bei Glibenclamid (ATP-sensitive 

K+-Kanäle) entspricht einer Abschwächung des d-v Gradienten um 90 %. Die Anstiege der Gradienten wurden anhand der 

Mittelwerte der relativen Fluoreszenzintensitäten in Abbildung 40 und 42 (pHi-Gradienten) sowie Abbildung 48 und 50 

(Vmem-Gradienten) abgeschätzt.  

 

3.4.3 Zusammenfassung: Einfluss der Inhibitoren auf pHi und Vmem des FZE 

Mit Hilfe der Inhibitionsexperimente 1 (WFM) und 2 (SIM) wurden verschiedene Ionen-

transportmechanismen identifiziert, welche alle an der Regulation sowohl von pHi als auch 

von Vmem im FZE beteiligt sind (Abbildung 52). Obwohl beide experimentellen Bedingungen 

zu etwas unterschiedlichen Resultaten führten, konnten die Effekte der Inhibitoren zuver-

lässig zugeordnet werden (Abbildung 53). 

 

(Abbildung nächste Seite) 

Abbildung 52: Zusammenfassung der Effekte verschiedener Inhibitoren von Ionentransport-mechanismen auf pHi und 

Vmem des FZE. Ergebnisse der Inhibitionsexperimente 1 (WFM) und 2 (SIM) in S10b. Schematisierte FZ mit membranstän-

digen Ionentransportmechanismen, welche mittels der verwendeten Inhibitoren beeinflusst wurden. Die V-ATPase ist au-

ßerdem in Vesikelmembranen lokalisiert. Die Einflüsse der Inhibitoren auf pHi und Vmem des FZE sind tabellarisch zusam-

mengestellt. Während die stärksten Effekte auf den pHi durch die Inhibition der Na+/K+/2Cl--Cotransporter (Furosemid) 

und der ATP-sensitiven K+-Kanäle (Glibenclamid) hervorgerufen wurden (Alkalisierung), wurde das Vmem am stärksten 

durch die Inhibition der spannungsabhängigen Typ-L Ca2+-Kanäle (Verapamil) beeinflusst (Hyperpolarisation). 
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Abbildung 52 (Legende vorherige Seite) 
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Alle verwendeten Inhibitoren wirkten sich sowohl auf den pHi, als auch auf das Vmem 

des FZE aus. Inhibitoren, welche den deutlichsten Effekt auf den pHi in Form einer signifi-

kanten Alkalisierung hatten (Glibenclamid und Furosemid), hatten einen geringeren Effekt 

auf das Vmem (leichte Hyperpolarisation). Der Inhibitor, welcher die stärkste Hyperpolarisa-

tion hervorrief (Verapamil), hatte hingegen eine geringere Alkalisierung zur Folge. Die Be-

handlung mit 9-AC beeinflusste den pHi stärker (Alkalisierung in allen FZ-Typen) als das 

Vmem (leichte Hyperpolarisation in den pFZ). Amilorid führte zu einer Azidifizierung in den 

pFZ und zu einer nur leichten Hyperpolarisation. Die deutliche Erhöhung der Fluores-

zenzintensität von 5-CFDA,AM im FZE unter der Behandlung mit Bafilomycin beruht auf ei-

ner Alkalisierung von Vesikeln und zeigt eine Azidifizierung des Zytoplasmas an.  Bafilomy-

cin führte außerdem zu einer nur leichten Hyperpolarisation.  

 

 

Abbildung 53: Schematische Darstellung der Veränderungen der pHi- und Vmem-Gradienten im FZE (S10b). Die Einflüsse 

der Inhibitoren auf die pHi- und Vmem-Gradienten in den Inhibitionsexperimenten 1 (WFM) und 2 (SIM) sind zusammen-

fassend dargestellt. Die a-p und d-v pHi- und Vmem-Gradienten sind als Farbgradienten im FZE wiedergegeben. Die Richtung 

der Gradienten wird anhand von Dreiecken gezeigt. Die Effekte der Inhibitoren werden durch die Breite und Farbe der 

Dreiecke abgebildet. Die stärksten Effekte auf die pHi-Gradienten wurden durch Furosemid (Na+/K+/2Cl--Cotransporter) 

und Glibenclamid (ATP-sensitive K+-Kanäle), die stärksten Effekte auf die Vmem-Gradienten durch Verapamil (Spannungs-

abhängige Typ-L Ca2+-Kanäle) und Glibenclamid verursacht (fettgedruckt).  
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Somit wirkten sich jeweils zwei der Inhibitoren stark alkalisierend (Furosemid, Gli-

benclamid), leicht alkalisierend (Verapamil, 9-AC) oder azidifizierend (Amilorid, Bafilomy-

cin) auf den pHi des FZE aus. Mit den eingesetzten Inhibitor-Konzentrationen konnte keine 

Depolarisation nachgewiesen werden. Alle Inhibitoren führten entweder zu einer deutli-

chen Hyperpolarisation (Verapamil, Glibenclamid, Furosemid, 9-AC) oder zu einer leichten 

Hyperpolarisation des FZE (Amilorid, Bafilomycin) (Abbildung 52). 

Die a-p und d-v Gradienten wurden auf unterschiedliche Weise durch die Inhibitoren 

beeinflusst (zusammengefasst in Abbildung 53). Die Behandlung mit Glibenclamid und 

Verapamil führte jeweils zur Verstärkung der a-p und d-v pHi-Gradienten und zur Abschwä-

chung beider Vmem-Gradienten. Furosemid zeigte ebenfalls eine deutliche Verstärkung der 

a-p und d-v pHi-Gradienten und eine Abschwächung des a-p Vmem-Gradienten. 9-AC führte 

zur Verstärkung des a-p pHi-Gradienten und zur Abschwächung des d-v pHi-Gradienten, so-

wie zur Abschwächung des a-p Vmem-Gradienten. Bafilomycin und Amilorid führten zur Ab-

schwächung der a-p und d-v pHi-Gradienten (Abbildung 53). 

 

3.5 Einfluss von Inhibitoren auf die Zytoskelett-Organisation im FZE 

Für die Untersuchung des Einflusses von Inhibitoren auf das Zytoskelett des FZE von S10b-

Follikeln wurden die bereits für pHi und Vmem beschriebenen Inhibitoren, mit denselben 

Konzentrationen, eingesetzt: Amilorid, Bafilomycin, Glibenclamid, Verapamil, 9-AC und Fu-

rosemid. Es wurden sowohl Wildtyp-Fliegen (WT; Phalloidin bzw. acetyliertes α-Tubulin), 

als auch genetisch veränderte Fliegen verwendet, deren Mikrofilamente (Lifeact-GFP) bzw. 

Mikrotubuli (αTub84B-GFP) ausschließlich im FZE fluoreszenzmarkiert waren (vgl. 2.4.1). 

 

3.5.1 Einfluss von Inhibitoren auf bMF 

 Vergleich der bMF von WT (Phalloidin) und Lifeact-GFP in S10b 

Das Erscheinungsbild des bMF-Musters von WT (Phalloidin) und Lifeact-GFP unterschied 

sich nur wenig (Abbildung 54). Insgesamt war die Organisation der bMF, d.h. die parallele, 

polarisierte Ausrichtung senkrecht zur a-p Achse sowie die Kondensationen in den dorsalen 

zFZ, bei beiden Genotypen identisch. Jedoch erschienen die bMF-Bündel bei Lifeact-GFP   
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Abbildung 54: Vergleich der bMF von WT (Phalloidin) und Lifeact-GFP in S10b. SIM-Fluoreszenzaufnahmen des FZE ver-

schiedener S10b-Follikel. Die abgebildeten Follikel entstammen verschiedenen Weibchen und zeigen die Variabilität des 

bMF-Musters. Orientierung der Follikel: dorsal - oben; posterior - rechts.  Links: WT; Phalloidin-FluoProbes 550A; fixiert. 

Rechts: Lifeact-GFP; vital. Es sind leichte Unterschiede zwischen Lifeact-GFP und WT erkennbar. Das bMF-Muster von 

Lifeact-GFP erscheint weniger fein und stärker gebündelt, die Zellgrenzen sind schwerer identifizierbar. Insgesamt er-

scheinen die bMF innerhalb einer Zelle weniger streng parallel ausgerichtet. Im mittleren Bereich des säulenförmigen FZE 

scheint es durch Quetschung während der Beobachtung zu einer Reduktion der Fluoreszenz gekommen zu sein. Im WT 

sind die MF der flachen FZ, welche die NZ umschließen, von den MF der NZ unterlagert. In Lifeact-GFP sind im selben 

Bereich ausschließlich die MF des FZE markiert (jeweils links im Bild). 

 

weniger filigran und weniger homogen in der Zelle verteilt, sowie stärker zellübergreifend 

angeordnet. Basale Zellfortsätze senkrecht zur a-p Achse waren hier deutlicher zu erkennen 

als im WT. 
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Die Inhibitionen erfolgten wie in 2.8.3 beschrieben. Im Anschluss wurden die Follikel 

entweder fixiert und eine Mikrofilamentfärbung durchgeführt (WT; vgl. 0) oder direkt 

analysiert (Lifeact-GFP). Die Inhibitionsexperimente wurden mit dem WT für jeden 

Inhibitor mindestens dreimal durchgeführt, mit Lifeact-GFP ein- bis zweimal. Zum Teil 

entstammten Kontroll- und behandelte Follikel unterschiedlichen Fliegen, zum Teil 

derselben Fliege. Bei Lifeact-GFP entstammten Kontroll- und behandelte Follikel immer 

derselben Fliege.  

 

 Wildtyp (Phalloidin-Färbung) 

Trotz einer gewissen Variabilität der bMF-Organisation (Abbildung 54, links) konnten re-

produzierbare Effekte nach der Behandlung der Follikel mit verschiedenen Inhibitoren be-

obachtet werden (Abbildung 55). Die Inhibition mit Amilorid und Bafilomycin hatte zur 

Folge, dass in einer größeren Anzahl von FZ die bMF kondensierten. Insgesamt erschien die 

Ausrichtung der bMF etwas weniger geordnet als bei den Kontrollfollikeln. Speziell nach der 

Inhibition mit Bafilomycin war der Grad der Depolymerisation der bMF in den dorsalen zFZ 

und HFZ deutlich größer als bei Kontrollfollikeln. Dieser Effekt konnte nach der Inhibition 

mit Amilorid nicht beobachtet werden. Glibenclamid und Furosemid hatten eine gegentei-

lige Wirkung auf die bMF: Die parallele Anordnung der bMF-Bündel in den Zellen wurde 

aufrechterhalten, und es kam nicht zu Kondensationen der bMF; selbst die dorsalen zFZ 

wiesen keine kondensierten bMF auf. Die bMF-Bündel der mit Glibenclamid und besonders 

der mit Furosemid behandelten Follikel erschienen deutlich feiner als es für das Stadium 

S10b typisch ist. Die Behandlungen mit Verapamil und 9-AC hatten weniger deutliche Ef-

fekte zur Folge. Durch die Inhibition mit Verapamil schien es häufiger zu vermehrter Kon-

densation und Depolymerisation der bMF zu kommen, durch die Inhibition mit 9-AC dage-

gen zu weniger der genannten Effekte und eher zu einer Aufrechterhaltung der parallel po-

larisierten Anordnung der bMF (Abbildung 55). 

 

 Lifeact-GFP 

Die Behandlung von Lifeact-GFP-Follikeln mit Inhibitoren hatte vergleichbare Effekte auf 

die bMF-Organisation, wie sie beim WT beobachtet wurden (3.5.1.2). Amilorid und Bafilo-

mycin zeigten vermehrte Kondensationen im gesamten FZE, aber vor allem in den zFZ und 
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Abbildung 55: Untersuchung des Einflusses verschiedener Inhibitoren auf die bMF-Organisation im FZE in S10b (WT). 

SIM-Fluoreszenzaufnahmen (Phalloidin-FluoProbes 550A) des FZE von S10b-Follikeln, welche für 20 min in R14 mit In-

hibitor inkubiert und danach fixiert und gefärbt wurden. Die abgebildeten Follikel sind exemplarisch und entstammen 

verschiedenen Weibchen. Orientierung der Follikel: dorsal - oben; posterior - rechts.  Links: bMF. Rechts: bMF; vergrößerte 

Bildausschnitte (vgl. Kästen links). Die Inhibition mit Amilorid führte häufig zu einer insgesamt größeren Unordnung der 

bMF, d.h. die parallele Ausrichtung senkrecht zur a-p Achse war weniger strikt. Es entstanden häufiger sternförmige zell-

übergreifende Anordnungen der bMF sowie Kondensationen. Die Behandlung der Follikel mit Bafilomycin führte ebenfalls 

zu vermehrter Kondensation der bMF und zur deutlichen Vergrößerung des Bereiches, in dem es normalerweise im An-

schluss an die Kondensation zur Depolymerisation der bMF kommt. Nicht kondensierte bMF-Bündel erschienen feiner. 

Durch die Inhibition mit Glibenclamid wurde die Kondensation von bMF beinahe vollständig verhindert. Die bMF-Bündel 

erschienen eher fein und innerhalb der Zellen streng parallel ausgerichtet. Die zellübergreifende Organisation erschien oft 

weniger geordnet als bei Kontrollfollikeln. Die Inhibition mit Verapamil führte nicht immer zu einem eindeutigen Effekt: 

In manchen Fällen kam es zur Depolymerisation des kompletten bMF-Netzwerks und oft kam es zur Kondensation der 

bMF in einem großen Teil der HFZ. Mit 9-AC behandelte Follikel wiesen eine ähnliche bMF-Organisation auf wie die 

Kontrollfollikel, jedoch kamen wenige bis keine  kondensierten bMF vor und große Bereiche der zFZ und anterioren HFZ 

auf der Dorsalseite wiesen keine bMF auf. Die Behandlung mit Furosemid führte zur Depolymerisation der bMF; es kam 

selten zur Kondensation. Die vorhandenen bMF erschienen sehr fein, teilweise ungleichmäßig in ihrem Durchmesser 

(„unterbrochene Linien“) und meist streng parallel ausgerichtet. Die Unterschiede in der Organisation der bMF zwischen 

den beiden Kontrollfollikeln (DMSO, Ethanol) sind der Variabilität zwischen Follikeln gleichen Stadiums und der Dynamik 

des Zytoskeletts geschuldet (Abbildung 54). 

 

anterioren HFZ. Insgesamt führten die Behandlungen mit Amilorid und Bafilomycin, ähn-

lich wie beim WT, zu einer größeren Unordnung in der Ausrichtung der bMF senkrecht zur 
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a-p Achse der Follikel (Abbildung 56). Die deutlichen Effekte, die Glibenclamid und Furo-

semid beim WT auf die bMF hatten, wurden auch bei Lifeact-GFP beobachtet: Die parallele 

und polarisierte Ausrichtung der bMF senkrecht zur a-p Achse wurde aufrechterhalten. 

Kondensationen konnten, wie beim WT, nur selten (Glibenclamid) oder gar nicht (Furo-

semid) beobachtet werden. Die bMF-Bündel erschienen filigraner als die der Kontrollfolli-

kel. Sowohl beim WT als auch bei Lifeact-GFP waren die bMF-Bündel der mit Furosemid 

behandelten Follikel noch deutlich feiner als die der Glibenclamid-behandelten Follikel und 

erschienen als unterbrochene Linien, was auf Depolymerisation schließen lässt.  Die Be-

handlungen mit Verapamil und 9-AC führten, ähnlich wie beim WT, nicht zu eindeutigen 

 

Abbildung 56: Untersuchung des Einflusses verschiedener Inhibitoren auf die bMF-Organisation im FZE in S10b (Lifeact-

GFP). SIM-Fluoreszenzaufnahmen des FZE von S10b-Follikeln von Lifeact-GFP, welche für 20 min in R14 mit Inhibitor in-

kubiert wurden (Vitalpräparate). Die abgebildeten Follikel sind exemplarisch und entstammen verschiedenen Weibchen. 

Orientierung der Follikel: dorsal - oben; posterior - rechts. Links: bMF. Rechts: bMF; vergrößerte Bildausschnitte (vgl. Käs-

ten links). Es konnten, wie beim WT (Abbildung 55), diverse Effekte auf die bMF nach der Behandlung mit Inhibitoren 

festgestellt werden. Amilorid und Bafilomycin zeigten, wie beim WT, eine verstärkte Bildung von kondensierten bMF, vor 

allem in den dorsalen zFZ und HFZ, sowie eine größere Unordnung der bMF insgesamt. Die Behandlung mit Glibenclamid 

und Furosemid führte, wie beim WT, zu einer Aufrechterhaltung der parallelen Orientierung der bMF-Bündel senkrecht 

zur a-p Achse. Durch Furosemid kam es zudem bis zu einem gewissen Grad zur Depolymerisation der bMF, sodass diese 

sehr fein und bruchstückhaft erschienen. Verapamil hatte auch hier keinen eindeutigen Effekt auf die bMF. Die Behandlung 

mit 9-AC führte dazu, dass die bMF, zwar wie beim WT, weniger Kondensationen aufwiesen, aber, im Gegensatz zum WT, 

zu dickeren Bündeln aggregierten und somit nicht gleichmäßig in der Zelle verteilt und weniger fein erschienen.  
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Effekten auf die bMF. Verapamil-behandelte Follikel wiesen in einigen Fällen mehr Konden-

sationen auf, in einigen Fällen weniger; dies konnte auch beim WT beobachtet werden. 9-

AC schien die Aggregation der bMF zu in d-v Richtung orientierten „Strängen“ zu verstärken. 

Es kam jedoch, ähnlich wie beim WT, nicht zu vermehrten Kondensationen durch die Be-

handlung mit 9-AC. 

 

 Einfluss der Inhibitoren auf die Anzahl der Hauptkörperfollikelzellen mit bMF-

Kondensationen 

Zur quantitativen Beurteilung des Einflusses der Inhibitoren auf die bMF-Organisation 

wurde die Anzahl der Kondensationen innerhalb eines definierten Bereichs des FZE be-

stimmt. Dieser umfasste eine rechteckige Region von 1250 µm2 der HFZ (vgl. Skizze in Ab-

bildung 57). Die Auswertung bestätigte die in 3.5.1.2 und 3.5.1.3 beschriebenen Ergebnisse. 

Es wird deutlich, dass die Behandlungen mit Bafilomycin und Amilorid zu einer erhöhten 

Anzahl an Kondensationen führten und die Verwendung von Furosemid, Glibenclamid und 

9-AC eine Verringerung der Anzahl an Kondensationen zur Folge hatte. Der Einfluss durch 

Verapamil war nicht eindeutig. 

 

Abbildung 57: Quantifizierung der bMF-Kondensationen in den HFZ von WT (Phalloidin) und Lifeact-GFP (S10b). bMF-

Kondensationen innerhalb einer definierten Region der HFZ (Kasten innerhalb des schematisch dargestellten Follikels) 

wurden ausgezählt. Bafilomycin und Amilorid führen zu einer erhöhten Anzahl an Kondensationen, während Furosemid-, 

Glibenclamid- und 9-AC-behandelte Follikel weniger Kondensationen aufwiesen. Die Mittelwerte sind mit ihrer Stan-

dardabweichung angegeben und wurden anhand eines t-Tests für unabhängige Stichproben mit der entsprechenden Kon-

trollgruppe verglichen (n=3-8; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). 
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3.5.2 Einfluss von Inhibitoren auf MT 

 Vergleich der MT von WT (acetyliertes α-Tubulin) und αTub84B-GFP in S10b 

Das Erscheinungsbild von WT-Follikeln, deren MT immunhistochemisch mit einem Antikör-

per gegen acetyliertes α-Tubulin markiert waren, unterschied sich leicht von dem von 

αTub84B-GFP-Follikeln (Abbildung 58). αTub84B-GFP weist ein dichteres und homogene-

res MT-Netzwerk aus feineren MT-Bündeln auf. In den zFZ und HFZ ist eine deutlichere zell-

 

Abbildung 58: Vergleich der MT von WT (acetyliertes α-Tubulin) und αTub84B-GFP in S10b. SIM-Fluoreszenzaufnahmen 

des FZE verschiedener S10b-Follikel. Die abgebildeten Follikel entstammen verschiedenen Weibchen und zeigen die Vari-

abilität des MT-Musters. Orientierung der Follikel: dorsal - oben; posterior - rechts.  Links: WT; immunhistochemische 

Färbung gegen acetyliertes α-Tubulin, fixiert. Rechts: αTub84B-GFP; vital. Die in αTub84B-GFP markierten MT erscheinen 

deultich feiner, dichter und gleichmäßiger verteilt. Eine zellübergreifende Orientierung von MT entlang der a-p Achse, vor 

allem in den zFZ und HFZ, ist wesentlich ausgeprägter als bei den MT des WT. 



Einfluss von Inhibitoren auf die Zytoskelett-Organisation im FZE 

98 
 

übergreifende, in a-p Richtung orientierte Anordnung der MT erkennbar als beim WT. Die 

MT des WT (acetyliertes α-Tubulin) weisen vor allem eine typische korbförmige Anordnung 

um den Zellkern herum auf. Eine Ausrichtung entlang der a-p Achse des Follikels ist hier 

weniger deutlich erkennbar.  

Die Behandlung mit Inhibitoren erfolgte wie in 2.8.3 beschrieben. Anschließend 

wurden die Follikel entweder fixiert und eine Antikörperfärbung durchgeführt (WT; vgl. 

2.6.3) oder direkt analysiert (αTub84B-GFP). Die Inhibitionsexperimente wurden mit dem 

WT für jeden Inhibitor dreimal durchgeführt, mit αTub84B-GFP ein- bis zweimal. Zum Teil 

entstammten Kontroll- und behandelte Follikel unterschiedlichen Fliegen, zum Teil dersel-

ben Fliege. Bei αTub84B-GFP entstammten Kontroll- und behandelte Follikel immer dersel-

ben Fliege.  

 

 Wildtyp (Antikörperfärbung von acetyliertem α-Tubulin) 

Verschiedene Inhibitoren führten bei WT-Follikeln zu einer veränderten MT-Organisation 

(Abbildung 59). Die Effekte auf die MT waren jedoch weniger stark ausgeprägt als die Ef-

fekte auf die bMF. Am stärksten wurde das MT-Muster durch Glibenclamid und Furosemid 

beeinflusst, welche stark alkalisierend und hyperpolarisierend wirken (vgl. 2.8.2) und die 

parallele, polarisierte bMF-Anordnung fördern (vgl. 3.5.1). Beide Inhibitoren führten zur 

Reduktion (Glibenclamid) bzw. zum Verlust (Furosemid) der zellübergreifenden MT-Orga-

nisation im säulenförmigen FZE. Glibenclamid-behandelte Follikel wiesen ein diffuses MT-

Muster mit weniger deutlich erkennbaren MT-Bündeln auf, was auf eine Depolymerisation 

schließen lässt. Auch durch Furosemid kam es zur Depolymerisation, wobei jedoch ein-

zelne, dicker erscheinende MT-Bündel erhalten blieben, was besonders in den flachen FZ 

Abbildung  

(Abbildung nächste Seite) 

Abbildung 59: Untersuchung des Einflusses verschiedener Inhibitoren auf die MT-Organisation im FZE in S10b (WT). SIM-

Fluoreszenzaufnahmen (Antikörperfärbung von acetyliertem α-Tubulin) des FZE von S10b-Follikeln, welche für 20 min in 

R14 mit Inhibitor inkubiert und danach fixiert und gefärbt wurden. Die abgebildeten Follikel sind exemplarisch und ent-

stammen verschiedenen Weibchen. Orientierung der Follikel: dorsal - oben; posterior - rechts.  Links: MT. Rechts: MT; 

vergrößerte Bildausschnitte (vgl. Kästen A, B links). Es konnten verschiedene Effekte der Inhibitoren auf die MT festgestellt 

werden. Insgesamt waren die Einflüsse jedoch nicht so stark ausgeprägt wie die auf die bMF (Abbildung 55). Glibenclamid- 

und Furosemid-behandelte Follikel wiesen eine weniger stark zellübergreifende MT-Organisation auf, welche mit einer 

Depolymerisation von MT einherging. Die Behandlung mit Furosemid führte zu wenigen, aber dicken MT-Bündeln (auch 

in den flachen FZ, Bild A). 9-AC rief einen ähnlichen Effekt wie Glibenclamid hervor und führte zu einer weniger zellüber-

greifenden, diffuseren MT-Organisation. Verapamil-behandelte Follikel wiesen dickere MT mit einer zellübergreifenden 

Organisation auf. Amilorid und Bafilomycin hatten keine deutlichen Effekte auf die MT. 
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Abbildung 59 (Legende vorherige Seite) 
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deutlich erkennbar ist. Die Behandlung mit 9-AC, welches ebenfalls alkalisierend und hy-

perpolarisierend wirkt und die Häufigkeit von Kondensationen der bMF reduziert, zeigte 

ähnliche Effekte auf die MT-Organisation wie Glibenclamid. Das MT-Muster erscheint diffu-

ser und die zellübergreifende Anordnung verschwindet. Verapamil, welches am stärksten 

hyperpolarisierend und leicht alkalisierend wirkt und keinen signifikanten Effekt auf die 

bMF hat, führte zu dickeren MT-Bündeln mit einer zellübergreifenden Anordnung. Die Inhi-

bitoren Amilorid und Bafilomycin, welche azidifizierend und teilweise leicht hyperpolari-

sierend wirken und Kondensationen der bMF hervorrufen, hatten keine deutlichen Effekte 

auf die MT. 

 

 αTub84B-GFP  

Die Effekte der Inhibitoren auf die MT von αTub84B-GFP waren mit denen auf die MT des 

WT (vgl. 3.5.2.2) vergleichbar (Abbildung 60). Die Inhibitoren Glibenclamid und Furosemid 

zeigten, wie beim WT, den stärksten Effekt auf die MT-Organisation: Es kam zum Verlust der 

zellübergreifenden Anordnung der MT und, besonders durch Furosemid, zu einer verän-

derten, abgerundeten Zellform. MT-Bündel waren weniger deutlich sichtbar. Vor allem bei 

Furosemid erschien das MT-Muster diffuser. Die Behandlung der Follikel mit 9-AC führte, 

wie beim WT, zu einer Reduktion der zellübergreifenden Organisation der MT und zu einem 

diffuseren Erscheinungsbild. Verapamil-behandelte Follikel zeigten, wie beim WT, dickere, 

weniger diffuse MT-Bündel. Amilorid und Bafilomycin hatten auch hier keine deutlichen Ef-

fekte auf die MT.  

 

 

(Abbildung nächste Seite) 

Abbildung 60: Untersuchung des Einflusses verschiedener Inhibitoren auf die MT-Organisation im FZE in S10b (αTub84B-

GFP). SIM-Fluoreszenzaufnahmen des FZE von S10b-Follikeln von αTub84B-GFP, welche für 20 min in R14 mit Inhibitor 

inkubiert wurden (Vitalpräparate). Die abgebildeten Follikel sind exemplarisch und entstammen verschiedenen Weib-

chen. Orientierung der Follikel: dorsal - oben; posterior - rechts. Links: MT. Rechts: MT; vergrößerte Bildausschnitte (vgl. 

Kästen A, B links). Die Behandlung der αTub84B-GFP-Follikel mit Inhibitoren zeigte ähnliche Effekte auf die MT wie beim 

WT (vgl. Abbildung 59). Mit Glibenclamid, 9-AC oder Furosemid behandelte Follikel wiesen, wie beim WT, eine MT-Orga-

nisation mit reduzierter (9-AC) oder fehlender (Glibenclamid, Furosemid) zellübergreifender Ausrichtung, z.T. depolyme-

risierte MT und eine veränderte, abgerundete Zellform (Furosemid) auf. Die Behandlung mit Verapamil führte, wie beim 

WT, zu dickeren MT mit zellübergreifender Ausrichtung. Amilorid und Bafilomycin hatten auch hier keine deutlichen Ef-

fekte auf die MT. 
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Abbildung 60 (Legende vorherige Seite) 
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3.5.3 Einfluss von Inhibitoren auf bMF und MT (Doppelfärbung) 

Anhand von Doppelfärbungen der bMF (Phalloidin) und MT (Antikörperfärbung gegen ace-

tyliertes α-Tubulin) wurde der Einfluss von Inhibitoren auf beide Komponenten des Zytos-

keletts am selben Follikel untersucht (Abbildung 61). Da nicht alle behandelten Follikel ein-

deutige Effekte nach Inhibition in der bMF- bzw. MT-Organisation aufwiesen, besteht der 

Vorteil der Doppelfärbung darin, dass Follikel analysiert werden können, die zumindest 

eine Veränderung bei einer der beiden Zytoskelett-Komponenten aufwiesen. Außerdem 

können bMF und MT im selben Bereich des FZE sowie in derselben Fokusebene analysiert 

werden, um mögliche kompensatorische Effekte zwischen bMF- und MT-Netzwerk zu er-

kennen. 

Insgesamt konnten die zuvor gewonnenen Erkenntnisse bestätigt werden. Korrela-

tionen zwischen Veränderungen der bMF- und MT-Organisation werden hier jedoch beson-

ders deutlich. Die Aufrechterhaltung der parallelen Anordnung der bMF geht mit einem 

deutlichen Verlust der zellübergreifenden a-p Orientierung der MT einher (Glibenclamid, 

Furosemid und 9-AC). Bereiche des FZE mit vermehrten Kondensationen der bMF zeigen 

keine Effekte auf die MT-Organisation (Bafilomycin, Amilorid). 

 

 

 

 

 

(Abbildung nächste Seite) 

Abbildung 61: Untersuchung des Einflusses von Inhibitoren auf die bMF- und MT-Organisation im FZE in S10b 

(Doppelfärbung). SIM-Fluoreszenzaufnahmen (Doppelfärbung: Phalloidin- und Antikörperfärbung gegen acetyliertes 

α-Tubulin) des FZE von S10b-Follikeln, welche für 20 min in R14 mit Inhibitor inkubiert und danach fixiert und gefärbt 

wurden. Die abgebildeten Follikel sind exemplarisch und entstammen verschiedenen Weibchen. Orientierung der Follikel: 

dorsal - oben; posterior - rechts.  Links: bMF. Mitte: MT, Rechts: Überlagerung bMF/MT, Unten: vergrößerte Bildausschnitte 

(vgl. Kästen oben). Glibenclamid und Furosemid, welche stark alkalisierend und leicht hyperpolarisierend wirken (vgl. 

3.4.1), hielten die parallele, polarisierte Anordnung der bMF senkrecht zur a-p Achse aufrecht und führten zu einer eher 

diffusen Anordnung der MT. 9-AC und Verapamil, welche leicht alkalisierend wirken, hatten keinen deutlichen Effekt auf 

die bMF. Im Gegensatz zu 9-AC, Glibenclamid und Furosemid hat Verapamil eine starke hyperpolarisierende Wirkung und 

führte nicht zum Verlust der zellübergreifenden MT-Anordnung entlang der a-p Achse des Follikels. Amilorid und Bafilo-

mycin, welche eine leichte Azidifizierung des FZE, sowie teilweise eine leichte Hyperpolarisation bewirken (vgl. 3.4.1), 

führten zu Kondensationen der bMF, beeinflussten die MT-Organisation jedoch nicht. 
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Abbildung 61 (Fortsetzung nächste Seite; Legende vorherige Seite) 
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Fortsetzung von Abbildung 61 
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3.5.4 Zusammenfassung: Einfluss der Inhibitoren auf bMF und MT des FZE 

Die stark alkalisierenden und hyperpolarisierenden Inhibitoren Glibenclamid und Furo-

semid bewirkten eine Aufrechterhaltung der polarisierten, parallelen Anordnung der bMF 

im FZE (Abbildung 63). Die bMF-Bündel erscheinen filigraner. Kondensationen der bMF in 

den dorsalen zFZ traten wesentlich seltener oder gar nicht auf.  Azidifizierende Inhibitoren 

(Amilorid und Bafilomycin) zeigten einen gegenteiligen Effekt: Die Inhibition führte zu ver-

mehrter Kondensation und einer generell weniger geordneten Ausrichtung der bMF. Vera-

pamil und 9-AC, welche leicht alkalisierend wirken, hatten keine deutlichen Effekte auf die 

bMF. 

Effekte auf MT waren insgesamt weniger deutlich ausgeprägt, zeigten sich aber am 

stärksten nach Inhibition mit Glibenclamid, Furosemid und 9-AC in Form von Reduktion 

oder Verlust der zellübergreifenden MT-Organisation (Abbildung 64). Verapamil, Amilorid 

und Bafilomycin hatten keinen Verlust der zellübergreifenden MT-Organisation zur Folge. 

Auffallend war jedoch die Wirkung von Verapamil (stark hyperpolarisierend), welches zu 

dickeren MT-Bündeln führte. 

 

Abbildung 62: Schematische Darstellung des Einflusses von Inhibitoren auf die bMF des FZE. Die Behandlung mit Furo-

semid und Glibenclamid, welche stark alkalisierend wirken (vgl. 3.4.1), führte zur Aufrechterhaltung der streng parallelen 

und polarisierten Anordnung der bMF senkrecht zur a-p Achse des Follikels.  Amilorid und Bafilomycin, welche azidifizie-

rend wirken, führten zu vermehrten Kondensationen in den zFZ und HFZ und zu einer größeren Unordnung im gesamten 

FZE. Verapamil (nicht gezeigt) und 9-AC hatten keinen deutlichen Effekt auf die bMF. 
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Abbildung 63: Schematische Darstellung des Einflusses von Inhibitoren auf die MT des FZE. Die Behandlung mit Furosemid 

und Glibenclamid, welche stark alkalisierend wirken (vgl. 3.4.1), führten zum Verlust der zellübergreifenden Anordnung 

der MT entlang der a-p Achse des Follikels. 9-AC, welches leicht alkalisierend wirkt, hatte einen ähnlichen, aber schwäche-

ren Effekt auf die MT. Amilorid, Bafilomycin (beide nicht gezeigt) und Verapamil hatten keine deutlichen Effekte auf die 

MT-Anordnung. Jedoch führte die Behandlung mit Verapamil, welches am stärksten hyperpolarisierend wirkt (vgl. 3.4.2) 

zu dickeren MT. 

 



Diskussion 

107 
 

4 Diskussion 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Zusammenhänge zwischen bioelektrischen Eigenschaf-

ten des FZE und der Organisation des Zytoskeletts im FZE während der Oogenese von Dro-

sophila aufzudecken. Es sollten Erkenntnisse darüber gewonnen werden, ob und inwiefern 

Veränderungen von elektrochemischen Gradienten mit einer veränderten Zytoskelett-Or-

ganisation, Zellpolarität oder Morphogenese einhergehen. 

Korrelationen zwischen stadienspezifischen elektrochemischen Gradienten im FZE 

und spezifischen Zytoskelettmustern während der Stadien S8 bis S12 führten zu der Hypo-

these, dass zell- und entwicklungsbiologische Prozesse im FZE durch bioelektrische Signale 

reguliert werden könnten. Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurden zunächst die 

stadienspezifischen pHi- und Vmem-Gradienten im FZE analysiert und detailliert beschrieben 

(vgl. 3.1.). Zwischen den a-p und d-v Gradienten von pHi und Vmem und den in weiteren 

Schritten analysierten bMF- und MT-Mustern des FZE wurden Korrelationen festgestellt 

(vgl. 3.3). Um schließlich zu überprüfen, ob und inwiefern pHi- und/oder Vmem-Modifikati-

onen das Zytoskelett des FZE beeinflussen, wurden Inhibitoren für Ionentransportmecha-

nismen eingesetzt, welche die bioelektrischen Eigenschaften des FZE verändern sollten 

(vgl. 3.4). Alle verwendeten Inhibitoren wirkten sich entweder auf den pHi, das Vmem oder 

beide Parameter aus. Die Einflüsse der modifizierten bioelektrischen Eigenschaften auf 

bMF und MT waren weitestgehend mit den natürlicherweise während der Oogenese vor-

kommenden Korrelationen vergleichbar (vgl. 3.5). Somit liefern die Ergebnisse dieser Ar-

beit Belege für einen Zusammenhang zwischen bioelektrischen Signalen und der Organisa-

tion des Zytoskeletts während der Entwicklung anhand des Modellsystems der Oogenese 

von Drosophila. Im Folgenden sollen die gewonnenen Erkenntnisse zusammengefasst und 

im Kontext der Fachliteratur diskutiert werden. 

 

4.1 Stadienspezifische pHi- und Vmem-Gradienten sowie bMF- und MT-Muster 

im FZE 

4.1.1 Stadienspezifische pHi- und Vmem-Gradienten im FZE beruhen auf asymmetrischen 

Verteilungs- und Aktivitätsmustern von Ionentransportmechanismen 

Die Analyse der elektrochemischen Eigenschaften von Follikeln der Stadien S8 bis S12 er-
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folgte in vitro in R14-Medium, welches bestmögliche physiologische Bedingungen gewähr-

leistet (Robb 1969; Bohrmann 1991a). Die in Abhängigkeit von pHi bzw. Vmem fluoreszie-

renden Vitalfarbstoffe 5-CFDA,AM (pHi) und DiBAC4(3) (Vmem) ermöglichen eine nicht-in-

vasive Untersuchung der elektrochemischen Parameter im sich entwickelnden Follikel. Ein 

weiterer Vorteil der Verwendung von fluoreszierenden Markern für pHi und Vmem gegen-

über der Verwendung von Mikroelektroden ist die Möglichkeit der gleichzeitigen Untersu-

chung zahlreicher Zellen eines Gewebes, was die Analyse räumlicher pHi- und Vmem-Muster 

und elektrochemischer Gradienten erlaubt (Bräuner et al. 1984; Graber et al. 1986; Mad-

shus 1988; Epps et al. 1994; Yamada et al. 2001; Han und Burgess 2010).  

Es konnte gezeigt werden, dass das FZE stadienspezifische a-p und d-v pHi- und 

Vmem-Gradienten aufweist, welche in S10b besonders deutlich ausgeprägt sind. Die pHi- und 

Vmem-Gradienten entstehen zwar ungefähr im selben Stadium, sind aber nicht deckungs-

gleich. Der pHi steigt von anterior (zFZ) nach posterior (pFZ) sowie von dorsal (dFZ) nach 

ventral (vFZ) an, was bedeutet, dass die dFZ den niedrigsten pHi besitzen. Der a-p Vmem-

Gradient unterscheidet sich vom a-p pHi-Gradienten insofern, dass er nicht kontinuierlich 

ist, da die HFZ im Vergleich zu den zFZ und pFZ relativ hyperpolarisiert sind. Von dorsal 

(dFZ) nach ventral (vFZ) wird das Vmem jedoch kontinuierlich depolarisiert. Sowohl für den 

pHi als auch für das Vmem unterscheiden sich die Stadien, in denen die a-p und d-v Gradien-

ten etabliert werden. Während die a-p Gradienten bereits in S9 entstehen, werden die d-v 

Gradienten erst in S10b etabliert. 

Die Entstehung dieser elektrochemischen Gradienten bzw. lokalen pHi- und Vmem-

Unterschiede im FZE ist sehr wahrscheinlich auf die asymmetrische Verteilung bzw. Akti-

vierung von Ionentransportmechanismen in den Plasmamembranen der verschiedenen FZ-

Typen und -Regionen zurückzuführen. Vorhergehende Studien haben gezeigt, dass z.B. Gap 

Junctions, V-ATPasen, Na+/K+-Pumpen und Na+-Kanäle in verschiedenen Regionen des FZE 

angereichert sind im Vergleich zu anderen Regionen (Bohrmann 1991b; Bohrmann und 

Haas-Assenbaum 1993; Bohrmann und Braun 1999; Bohrmann und Zimmermann 2008; 

Krüger und Bohrmann 2015; Lautemann und Bohrmann 2016). V-ATPasen sind bevorzugt 

in den vFZ und den Polarzellen am posterioren Pol des Follikels lokalisiert, besonders in 

lateralen und apikalen FZ-Membranen (Bohrmann und Braun 1999; Lautemann und Bohr-

mann 2016). Na+/H+-Antiporter und Na+-Kanäle konnten vor allem in den anterioren NZ 

nachgewiesen werden, welche den höchsten pHi aufweisen (Krüger 2014; Krüger und 
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Bohrmann 2015). Die Konzentration der Na+/H+-Antiporter und Na+-Kanäle im FZE 

scheint im Vergleich zu der in den NZ geringer zu sein. Gap Junctions sind vor allem in den 

zFZ angereichert, wodurch diese stärker elektrochemisch miteinander verbunden sind als 

die übrigen FZ (Bohrmann und Haas-Assenbaum 1993; Bohrmann und Zimmermann 2008; 

Krüger und Bohrmann 2015; Lautemann und Bohrmann 2016). 

Ob und in welchem Ausmaß die genannten sowie weitere Ionentransportmechanis-

men an der Entstehung der pHi- und Vmem-Gradienten beteiligt sind, wurde durch Inhibiti-

onsexperimente untersucht und wird in 4.2 diskutiert.  

 

4.1.2 Übersetzung der pHi- und Vmem-Gradienten in zelluläre Antworten  

Damit elektrochemische Gradienten und/oder lokale Änderungen von pHi und Vmem als 

räumliche und zeitliche Signale während der Entwicklung dienen können, müssen diese in 

zelluläre Antworten übersetzt werden. Dies könnte z.B. über die Aktivierung spannungsab-

hängiger Typ-L Ca2+-Kanäle realisiert werden, welche asymmetrische Verteilungs- und Ak-

tivitätsmuster im FZE aufweisen (Krüger und Bohrmann 2015). Ihre bevorzugte Aktivität 

ist während S9 und S10a in den pFZ und zFZ und in S10b in den vFZ zu finden. 

Gap Junctions spielen bei der Ausbreitung von elektrischen Signalen eine entschei-

dende Rolle, indem sie die elektrische Kopplung von Zellgruppen ermöglichen (McLaughlin 

und Levin 2018). Die Permeabilität von Gap Junctions ist wiederum pHi- und Vmem-sensitiv, 

weshalb Gap Junctions zugleich der Modifikation von elektrochemischen Signalen und de-

ren Übersetzung in zelluläre Antworten dienen (Cervera et al. 2018b).  

Weitere wichtige Zielproteine für elektrochemische Signale während der Entwick-

lung sind Proteine des Zytoskeletts sowie deren regulatorische Proteine (Campetelli et al. 

2012). Auf den direkten Einfluss elektrochemischer Eigenschaften auf das Zytoskelett wird 

in Kapitel 4.3 näher eingegangen.  

Neben den direkten Einflüssen auf das Zytoskelett könnten auch Musterbildungs-

gene während der Oogenese von elektrischen Signalen beeinflusst werden. So lassen sich 

auffällige Korrelationen zwischen dem Expressionsmuster des Gens rhomboid (rho) im 

FZE, welches an der Etablierung der dorsoventralen Achse beteiligt ist (Ruohola-Baker et 

al. 1993; Neuman-Silberberg und Schüpbach 1994), und dem pHi-Gradienten sowie bMF-
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Muster feststellen. Das dorsale Areal des FZE, in welchem rho während S10a exprimiert 

wird, scheint dem Bereich zu entsprechen, welcher während S10b Kondensationen der bMF 

und einen eher sauren pHi aufweist. In S10b spaltet sich der Expressionsbereich von rho in 

zwei dorsolaterale Streifen auf. Dieses Expressionsmuster hängt mit der Bildung der Dor-

salfilamente zusammen (Neuman-Silberberg und Schüpbach 1994).  

 

4.1.3 Elektrochemische Regulation der stadienspezifischen bMF- und MT-Organisation im 

FZE 

Die in dieser Arbeit gezeigten Korrelationen zwischen pHi, Vmem, bMF und MT liefern Hin-

weise darauf, dass kausale Wechselbeziehungen zwischen den elektrochemischen Verhält-

nissen im FZE und der Regulation des Zytoskeletts bestehen könnten. Es wurden verschie-

dene Organisationsformen des Zytoskeletts, sowohl der bMF als auch der MT, detektiert: 

parallele, polarisierte bMF vs. kondensierte (bzw. kontrahierte) bMF sowie zellübergrei-

fend orientierte MT vs. diffuse, nicht-zellübergreifend orientierte MT. Die bMF kubischer 

und säulenförmiger FZ sind typischerweise parallel innerhalb der Einzelzelle angeordnet. 

Ihre polare Ausrichtung senkrecht zur a-p Achse des Follikels verändert sich im Verlauf 

der Entwicklung und ist während jüngerer Stadien (bis S8) und späterer Stadien S11/12 

am deutlichsten ausgeprägt. Ab S9, und besonders in S10b, nimmt diese einheitlich polare 

Anordnung in Richtung des posterioren Pols ab, d.h., die zFZ weisen nach wie vor eine bMF-

Ausrichtung senkrecht zur a-p Achse auf, wohingegen die Ausrichtung der bMF der pFZ we-

niger geordnet erscheint.  Die Bedeutung der parallelen und polarisierten bMF-Anordnung 

für die Elongation des Follikels während der Oogenese wurde in Kapitel 1.5 beschrieben. In 

einigen säulenförmigen FZ treten während S9 bis S10b kondensierte bMF auf. Als solche 

werden bMF bezeichnet, die ihre parallele, polarisierte Anordnung verloren haben und zu 

dichten Strukturen kondensieren. Dies betrifft während des Stadiums S9 die zFZ, sowie 

während S10b die dorsalen zFZ. Diese Kondensation der bMF geht mit morphologischen 

Veränderungen der FZ einher, wie z.B. der Abflachung der zFZ in S9 oder der Elongation 

der dorsalen zFZ in S10b. 

An der Regulation des Zytoskeletts sind diverse Proteine beteiligt, wie z.B. solche, 

die die Actin-Nukleation initiieren, Regulatoren für die Actin-Polymerisation und -Depo-

lymerisation, querverbindende und vernetzende Proteine, Proteine, welche die Mikrofila-
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mente mit der Membran verbinden sowie Motorproteine (Chugh und Paluch 2018). Pro-

teine können grundsätzlich sensitiv für elektrische Felder und Signale sein, da sie selbst 

elektrische Ladungen tragen. Für Zytoskelettproteine sowie einige ihrer Regulatoren 

wurde eine pHi- und/oder Vmem-Sensitivität nachgewiesen, worauf in Kapitel 4.3 näher 

eingegangen wird.  

 

4.2 Einfluss von Inhibitoren auf pHi und Vmem 

Um den Beitrag verschiedener Ionentransportmechanismen an der Regulation von pHi und 

Vmem und an der Entstehung der entsprechenden Gradienten im FZE zu identifizieren, wur-

den Inhibitionsexperimente durchgeführt. Die Auswahl der verwendeten Inhibitoren für 

verschiedene Ionentransportmechanismen beruhte vorwiegend auf Ergebnissen vorheri-

ger Arbeiten, in denen gezeigt werden konnte, dass diese Inhibitoren Effekte auf elektro-

chemische Eigenschaften des Follikels haben, oder in denen die Existenz der entsprechen-

den Ionentransportmechanismen im Ovar nachgewiesen wurde (Bohrmann 1991b; Bohr-

mann und Braun 1999; Krüger 2014; Krüger und Bohrmann 2015; Lautemann und Bohr-

mann 2016).  

Alle eingesetzten Inhibitoren beeinflussten entweder pHi oder Vmem oder beide Pa-

rameter im Stadium S10b (vgl. 3.4). Insofern ein Effekt nachgewiesen werden konnte, 

wirkte er sich im gesamten FZE aus, auch wenn die Wirkung auf verschiedene FZ-Typen 

zum Teil unterschiedlich stark war. So führten Inhibitoren in einigen Fällen zur Abnahme 

oder zur Verstärkung der pHi- und/oder Vmem-Gradienten, was darauf schließen lässt, dass 

die untersuchten Ionentransportmechanismen zwar im gesamten FZE vorhanden bzw. ak-

tiv sind, ihre Menge bzw. ihre Aktivität aber in den verschiedenen FZ-Typen variiert (vgl. 

3.4.3). 

Um pHi- und Vmem-Veränderungen zu bewirken, sollten Inhibitoren mehrerer Ionen-

transportmechanismen eingesetzt werden. Dabei war es das Ziel, sowohl Alkalisierung als 

auch Azidifizierung, sowie Depolarisation als auch Hyperpolarisation durch mehr als einen 

Inhibitor zu erreichen, um daraus resultierende zelluläre Effekte, unabhängig von der je-

weiligen Ionenspezies, identifizieren zu können.  

Trotz einer gewissen Variabilität zwischen individuellen Follikeln des Stadiums 
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S10b, konnten aufgrund der großen Anzahl an untersuchten Follikeln reproduzierbare Er-

gebnisse erzielt werden. Zusätzlich ermöglichte die Kombination von zwei Arten von Inhi-

bitionsexperimenten differenzierte Aussagen über die Effekte der Inhibitoren auf die elekt-

rochemischen Eigenschaften des FZE (vgl. 4.2.2). 

Die stärksten Effekte auf den pHi hatten Glibenclamid (ATP-sensitive K+-Kanäle, vgl. 

4.2.3) und Furosemid (Na+/K+/2Cl--Cotransporter; vgl.  4.2.6). Beide Inhibitoren führten zu 

einer starken Alkalisierung im gesamten FZE. Das Vmem wurde am stärksten durch Vera-

pamil (spannungsabhängige Typ-L Ca2+-Kanäle) beeinflusst (Hyperpolarisation; vgl. 4.2.4). 

 

4.2.1 Inhibition von Na+/H+-Antiportern und Na+-Kanälen mit Amilorid 

Na+/H+-Antiporter (NHE) und Amilorid-sensitive Na+-Kanäle wurden durch den re-

lativ unspezifischen Inhibitor Amilorid blockiert (Kleyman und Cragoe 1988). Die Inhibi-

tion mit Amilorid führte zu einer leichten Azidifizierung des FZE. Diese beruht wahrschein-

lich auf dem blockierten H+-Transport über NHE, welche für ihre Bedeutung  bei der pHi-

Homöostase bekannt sind (Giannakou und Dow 2001; Putney et al. 2002; Donowitz und Li 

2007; Benitez et al. 2019). In den meisten Insekten-Epithelien wird der Austausch von Na+ 

gegen H+ über NHE  durch die V-ATPase angetrieben, welche einen H+-Gradienten generiert 

(Wieczorek et al. 1991; Harvey und Wieczorek 1997; Wang und Telfer 1998). Einen Hinweis 

auf einen Zusammenhang zwischen pHi und Amilorid-sensitiven Na+-Transportern liefert 

die in Drosophila-Follikeln nachgewiesene räumliche Korrelation zwischen dem pHi-Gradi-

enten und dem Konzentrationsgradienten der Amilorid-sensitiven Na+-Transporter in den 

NZ (Krüger und Bohrmann 2015). Da der Austausch von Na+ gegen H+ elektroneutral ist, 

ist es unwahrscheinlich, dass NHE einen Beitrag zum Vmem leisten (Wakabayashi et al. 

1997). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachtete leichte Hyperpolarisation des 

FZE ist also auf die Inhibition des Na+-Einstroms über die Amilorid-sensitiven Na+-Kanäle 

zurückzuführen. Hierbei könnte beispielsweise der in den Gonaden und im frühen Embryo 

von Drosophila nachgewiesene Amilorid-sensitive Na+-Kanal (dGNaC1), welcher in S10-

Follikeln (in Oo, NZ und FZE) am stärksten exprimiert ist, eine Rolle spielen (Darboux et al. 

1998). Insgesamt ist der Einfluss inhibierter Na+-Kanäle und NHE auf pHi und Vmem eher 

gering und wird wahrscheinlich durch andere Ionentransportmechanismen weitestgehend 

kompensiert. 
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4.2.2 Inhibition von V-ATPasen mit Bafilomycin 

Die Inhibition des aktiven H+-Transports über V-ATPasen erfolgte mit dem spezifischen 

Inhibitor Bafilomycin. Dies führte zur Alkalisierung von intrazellulären Vesikeln und zur 

Azidifizierung des Zytoplasmas der FZ. Auf das Vmem hatte Bafilomycin einen 

hyperpolarisierenden Effekt. V-ATPasen dienen neben der Azidifizierung von 

intrazellulären Kompartimenten in den meisten Insektenepithelien der Energetisierung der 

Plasmamembran (Harvey und Wieczorek 1997; Wang und Telfer 1998). Der erzeugte H+-

Gradient treibt sekundäre Transportmechanismen, wie z.B. NHE, an (Wieczorek et al. 1991; 

Harvey und Wieczorek 1997).  

Die hier verwendete Konzentration von 160 nM erscheint im Gegensatz zu den 

Konzentrationen der anderen Inhibitoren zwar gering, jedoch soll sie eine spezifische 

Wirkung des Inhibitors gewährleisten (Dröse und Altendorf 1997; Bowman et al. 1988; 

Wang und Telfer 1998). Dass Bafilomycin einen zellulären Effekt hat, zeigte sich deutlich an 

der Wirkung auf die Gestalt der Follikel. Diese wurden schmaler und länglicher, was sich 

vermutlich vor allem auf osmotische Effekte, sowie auf Effekte auf die bMF des FZE (vgl. 

3.5.1) zurückführen lässt. Experimente, bei denen höhere Konzentrationen von bis zu 1 µM 

eingesetzt wurden, führten nicht zu deutlich stärkeren Einflüssen auf pHi und Vmem (S. 

Schotthöfer, pers. Mitt.). Untersuchungen mit höheren Konzentrationen eines weiteren 

Inhibitors für V-ATPasen, Concanamycin A (Dröse und Altendorf 1997) und den genetisch 

kodierten Vmem-Sensor ArcLight, zeigten einen schwachen depolarisierenden Effekt im FZE 

(S. Schotthöfer, pers. Mitt.). Das Ausblieben eines starken Einflusses auf pHi und Vmem durch 

ATPase-Inhibitoren beruht wahrscheinlich auf kompensatorischen Effekten durch andere 

Ionentransportmechanismen. 

 

4.2.3 Inhibition von ATP-sensitiven K+-Kanälen mit Glibenclamid 

Die Inhibition der ATP-sensitiven K+-Kanäle mit Glibenclamid wirkte sich stark 

alkalisierend aus. Der blockierte K+-Ausstrom und die dadurch erhöhte K+-Konzentration 

im Zytoplasma führen zu einer indirekten Inhibition des H+-Transports. Es ist bekannt, dass 

die intrazelluläre K+-Konzentration und der pHi miteinander in Beziehung stehen. Eine 

erhöhte intrazelluläre K+-Konzentration würde also den H+-Einstrom reduzieren (K+/H+-

Antiport (Wieczorek et al. 1991; Adler und Fraley 1977)). Außerdem ist die K+-Aufnahme 



Einfluss von Inhibitoren auf pHi und Vmem 

114 
 

in Drosophila-Follikeln selbst pHi-abhängig (Bohrmann 1991b). 

K+-Kanäle sind in späteren Oogenese-Stadien maßgeblich am Aufbau des Vmem von 

Oozyte und Nährzellen beteiligt (Bohrmann 1991b; Sun und Wyman 1993). Im FZE von 

S10b-Follikeln entsprechen die Verteilungs- bzw. Aktivitätsmuster der ATP-sensitiven K+-

Kanäle den Vmem-Gradienten, was die Vermutung einer Beteiligung dieser Kanäle am Aufbau 

des Vmem im FZE nahelegt (Krüger 2014). Eine Inhibition von K+-Kanälen sollte aufgrund 

der daraus resultierenden höheren intrazellulären Konzentration an positiven Ladungen 

mit einer Depolarisation des FZE einhergehen. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

durchgeführten Inhibitionsexperimente wiesen eine leichte Hyperpolarisation im FZE 

nach. Mit höheren Konzentrationen von Glibenclamid (250 µM) und dem Sensor ArcLight 

konnte eine deutliche Depolarisation nachgewiesen werden (S. Schotthöfer, pers. Mitt.).  

 

4.2.4 Inhibition von spannungsabhängigen Typ-L Ca2+-Kanälen mit Verapamil 

Spannungsabhängige Typ-L Ca2+-Kanäle wurden mit dem spezifischen Inhibitor Verapamil 

gehemmt. Dies führte zu einer starken Hyperpolarisation des FZE, sowie zu einer leichten 

Alkalisierung. Obwohl es unwahrscheinlich ist, dass Ca2+-Kanäle direkt am Aufbau des Vmem 

und der Regulation des pHi beteiligt sind, kann die Inhibition des Ca2+-Einstroms aufgrund 

der Funktion von Ca2+ als Second Messenger diverse zelluläre Reaktionen hervorrufen 

(Clapham 2007). Zudem kann das Vmem über Ca2+-abhängige K+-Kanäle von der intrazellu-

lären und extrazellulären Ca2+-Konzentration abhängig sein kann (Lutz et al. 1998). 

 

4.2.5 Inhibition von Cl--Kanälen mit 9-Anthracencarbonsäure (9-AC) 

Die Inhibition von Cl--Kanälen mit dem spezifischen Inhibitor 9-AC führte zu einer leichten 

Alkalisierung im FZE. Der alkalisierende Einfluss von 9-AC ließe sich durch indirekte Effekte 

wie z.B. durch einen veränderten Cl-/HCO3--Antiport erklären. 

Auf das Vmem wirkte sich 9-AC nur geringfügig aus. Es ist bekannt, dass Cl--Kanäle 

während der Entwicklung von Drosophila-Follikeln am Aufbau des Vmem beteiligt sind und 

bei der Erzeugung von extrazellulären Strommustern eine Rolle spielen (Overall und Jaffe 

1985; Munley et al. 2009). Die Ursache für den geringen Effekt von 9-AC auf das Vmem des 
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FZE in der vorliegenden Arbeit liegt wahrscheinlich in der Kompensation durch andere 

Ionentransportmechanismen. Mit höheren Konzentrationen von 9-AC (1 mM) und dem 

Sensor ArcLight ließ sich eine deutliche Depolarisation nachweisen (S. Schotthöfer, pers. 

Mitt.). 

 

4.2.6 Inhibition des Na+/K+/2Cl--Cotransports mit Furosemid 

Die Inhibition des Na+/K+/2Cl--Cotransports mit Furosemid hatte den stärksten Effekt auf 

den pHi in Form einer Alkalisierung. Häufig ist der Na+/K+/2Cl--Cotransport mit einem Cl-

/HCO3--Antiport gekoppelt, sodass Furosemid (oder Bumetamid, ein Analog von Furo-

semid), keinen Einfluss auf den Cl--Transport in seiner Gesamtheit hat (Sherwood et al. 

1988; Ianowski und O'Donnell 2004). Aufgrund dieser Kopplung könnte der HCO3--Trans-

port verändert sein, was zu einem alkalischen pHi im FZE führt(Hoffmann 1982; Benitez et 

al. 2019). 

Da es sich bei diesem Transportsystem um einen elektroneutralen Transport han-

delt, war zu erwarten, dass sich die Inhibition nicht oder nur geringfügig auf das Vmem aus-

wirkt. Mit höheren Konzentrationen von Furosemid (1,5 mM) und dem Sensor ArcLight 

wurde eine deutliche Depolarisation nachgewiesen (S. Schotthöfer, pers. Mitt.). 

 

4.3 Einfluss von Inhibitoren auf pHi- und Vmem-Gradienten 

Einige der verwendeten Inhibitoren beeinflussten die verschiedenen FZ-Typen unter-

schiedlich stark, so dass es zu Veränderungen der a-p und/oder d-v Gradienten während 

des Stadiums S10b kam.  

Die Inhibition von ATP-sensitiven K+-Kanälen mit Glibenclamid führte zur Verstär-

kung der a-p und d-v pHi-Gradienten, sowie zur Abschwächung der a-p und d-v Vmem-Gra-

dienten. Dies könnte mit einer Anreicherung von ATP-sensitiven K+-Kanälen in den dorsa-

len zFZ zusammenhängen (J. Krüger, unveröffentlichte Daten). Außerdem konnte gezeigt 

werden, dass sowohl ein saurer pH als auch eine niedrige K+-Konzentration zu einer redu-

zierten Kommunikation über Gap Junctions in Drosophila-Follikeln führt (Bohrmann und 

Haas-Assenbaum 1993). Glibenclamid könnte somit aufgrund höherer intrazellulärer K+-
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Konzentration und Alkalisierung des pHi zur Verstärkung der Kommunikation über Gap 

Junctions beitragen, was wiederum zu einer verstärkten Hyperpolarisation und Reduktion 

der Vmem-Gradienten führen könnte. 

Furosemid führte ebenfalls zur Verstärkung der a-p und d-v pHi-Gradienten, sowie 

zur Abschwächung des a-p Vmem-Gradienten. Ob diese Effekte auf einer asymmetrischen 

Verteilung der Na+/K+/2Cl--Cotransporter beruhen, ist noch unklar, da deren Lokalisation 

im FZE bisher nicht untersucht wurde. 

NHE und Amilorid-sensitive Na+-Kanäle sind in den apikalen Membranen der FZ vi-

tellogener Follikel gleichmäßig verteilt, wobei hier nicht zwischen NHE und Na+-Kanäle un-

terschieden werden konnte  (Krüger 2014; Krüger und Bohrmann 2015). Da der jeweilige 

Anteil von NHE und Na+-Kanälen aber nicht bekannt ist, lassen sich die durch Amilorid ver-

änderten Gradienten nur schwer erklären. Für das Stadium S11 ist eine Anreicherung des 

Amilorid-sensitiven Na+-Kanals dGNaC1 in den pFZ bekannt (Darboux et al. 1998). Falls 

dies ebenfalls auf das Stadium S10b zuträfe, würde dies eine verstärkte Azidifizierung in 

den pFZ erklären. 

 V-ATPasen sind in den Membranen der pFZ und vFZ angereichert (Krüger und 

Bohrmann 2015; Lautemann und Bohrmann 2016). Dies steht in Einklang mit den in den 

Inhibitionsexperimenten beobachteten verstärkten Effekten von Bafilomycin in diesen FZ-

Typen, welche zur Abschwächung der a-p und d-v pHi-Gradienten führt (verstärkte 

Azidifizierung in den pFZ und vFZ aufgrund verstärkter Alkalisierung von Vesikeln). 

Die Behandlung der Follikel mit Verapamil hatte eine Verstärkung der a-p und d-v 

pHi-Gradienten zur Folge, sowie eine Abschwächung der a-p und d-v Vmem-Gradienten. Dies 

lässt sich durch die Anreicherung aktiver spannungsabhängigen L-Typ Ca2+-Kanäle in den 

pFZ und vFZ erklären (Krüger und Bohrmann 2015). Es ist bekannt, dass eine erhöhte int-

razelluläre Ca2+-Konzentration zu einer verringerten Kommunikation über Gap Junctions 

in Drosophila-Follikeln führt (Bohrmann und Haas-Assenbaum 1993). Indem Verapamil die 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration reduziert, könnte die Kommunikation über die Gap-Junc-

tion und somit die pHi- und Vmem-Gradienten verstärkt werden. 

Die Effekte durch 9-AC auf die Gradienten lassen sich bisher nicht über die Verteilung 

von Cl--Kanälen im FZE erklären, da ihre Lokalisation unbekannt ist. 
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4.4 Einfluss von pHi und Vmem auf bMF und MT des FZE 

Sowohl die Analysen der stadienspezifischen bioelektrischen Gradienten und Zytoskelett-

muster als auch die Ergebnisse der Inhibitionsexperimente offenbaren deutliche Korrelati-

onen zwischen den pHi- und Vmem-Eigenschaften und der bMF- und MT-Organisation. Alka-

lisierung fördert die parallele Anordnung der bMF-Bündel und verhindert die zellübergrei-

fende Ausrichtung der MT entlang der a-p Achse, wohingegen Azidifizierung verstärkt zu 

Kondensation und anschließender Depolymerisation der bMF führt und die Längsausrich-

tung der MT fördert. Abhängig vom pHi, hat Hyperpolarisation stabilisierende Effekte auf 

bMF- und MT-Bündel, wohingegen Depolarisation mit bMF-Abbau und einer reduzierten 

Längsausrichtung der MT korreliert (Abbildung 64). Es entsteht der Eindruck, als würden 

bMF vor allem die d-v Achse und MT die a-p Achse des Follikels stabilisieren.  

 

4.4.1 Einfluss des pHi auf bMF 

Anhand der stadienspezifischen Korrelationen zwischen pHi-Gradienten und bMF-Muster 

sowie der Ergebnisse der Inhibitionsexperimente können folgende Wechselbeziehungen 

zwischen pHi und bMF festgestellt werden: Ein eher saurer pHi korreliert mit Kondensatio-

nen und Rekonstruktionen der bMF, ein eher alkalischer pHi mit einer parallelen Anord-

nung der feineren bMF-Bündel. Diese Beobachtungen stehen in Einklang mit Ergebnissen 

vorheriger Arbeiten, in denen eine pH-Abhängigkeit des Actin-Netzwerks in verschiedenen 

Systemen nachgewiesen wurde. Bereits die Selbstorganisation von G-Actin zu F-Actin ist 

pH-abhängig (Wang et al. 1989). Ebenso zeigt die Kontraktilität des Aktomyosin-Netz-

werks, welche auf der Bindungsstärke zwischen dem Motorprotein Myosin und Actin be-

ruht, eine pHi-Abhängigkeit (Köhler et al. 2012). Hinzu kommt, dass die Aktivitäten Actin-

bindender und -regulierender Proteine wie Filamin, Cortexillin oder Fascin pHi-abhängig 

sind (Busa 1986; Schmoller et al. 2012). Insgesamt enthält der Actin-Cortex über 100 Actin-

regulierende Proteine (Chugh und Paluch 2018), von denen einige weitere für ihre pHi-Ab-

hängigkeit bekannt sind, wie z.B. Cofilin (Frantz et al. 2008; Pope et al. 2004), Profilin 

(McLachlan et al. 2007), Villin (Grey et al. 2006) und Talin (Srivastava et al. 2008). Das Zu-

sammenspiel von Actin, Myosin und den quervernetzenden, Actin-bindenden Proteinen ist 

komplex und auf unterschiedliche Weise pH-sensitiv.  Somit sind die Möglichkeiten der Re-

gulation des Actin-Netzwerkes durch pHi-Änderungen vielfältig und die Veränderungen der 
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Abbildung 64: Schematische Darstellung der Korrelationen zwischen pHi, Vmem, bMF und MT. Die verschiedenen FZ-Typen 

sind als weiße Sechsecke und die Inhibitoren als orangefarbene Kreise symbolisch dargestellt. Die Organisation der bMF 

in den FZ wird durch rote Linien (parallele Ausrichtung: d-v oder schräg; gestrichelt: Depolymerisation) oder durch Sterne 

(dunkelrot: Kondensation; hellrot: Kondensation und Depolymerisation) angezeigt. Die Organisation der MT in den FZ 

wird durch grüne Linien (parallele Ausrichtung: a-p; dicke Linien: Verdickung) oder durch grüne Kreise (Verlust der pa-

rallelen Ausrichtung und teilweise Depolymerisation) symbolisiert. Gestrichelte Pfeile geben Veränderungen des pHi (re-

lative Azidifizierung oder Alkalisierung) und des Vmem (relative Hyperpolarisation oder Depolarisation) in Relation zum 

Kontrollzustand (Mitte) an. Die Korrelationen zwischen pHi, Vmem, bMF und MT, welche im Stadium S10b in verschiedenen 

FZ-Typen beobachtet wurden, entsprechen den Korrelationen, welche anhand der Inhibitionen der Na+/H+-Austauscher 

und Na+-Kanäle (Amilorid), V-ATPasen (Bafilomycin), ATP-sensitiven K+-Kanäle (Glibenclamid), spannungsabhängigen 

Typ-L Ca2+-Kanäle (Verapamil), Cl--Kanäle (9-AC) und Na+/K+/2Cl--Cotransporter (Furosemid) nachgewiesen wurden. 

Während Alkalisierung und/oder Hyperpolarisation die d-v Ausrichtung der bMF stabilisieren, führt Azidifizierung zu ei-

ner größeren Unordnung und Kondensation der bMF. Demgegenüber stabilisiert Azidifizierung, ebenso wie Hyperpolari-

sation, die a-p Ausrichtung der MT, wohingegen Alkalisierung zum Verlust dieser Anordnung und zur partiellen Depoly-

merisation führt. 
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Actin-Organisation einer Zelle davon abhängig, welche Actin-bindenden Proteine im Zyto-

plasma vorhanden sind. Außerdem könnten indirekte Effekte, wie z.B. Veränderungen des 

Zellvolumens oder Zelldehnung, eine Rolle spielen. 

Kondensationen der bMF wurden vor allem in FZ nachgewiesen, welche deutliche 

morphologische Veränderungen durchlaufen, wie z.B. Abflachung oder Streckung. Dies gilt 

für die zFZ im Stadium S9 und für die dorsalen zFZ und deren benachbarte FZ im Stadium 

S10b, welche später die respiratorischen Anhänge bilden (floor and roof cells; Duhart et al. 

2017; Osterfield et al. 2017). Da morphologische Veränderungen der Zellen eine Reorgani-

sation des Zytoskeletts voraussetzen, kann davon ausgegangen werden, dass Kondensation 

und anschließende Depolymerisation der bMF wichtige Schritte im Verlauf dieser Prozesse 

darstellen. Ein Zusammenhang zwischen Reorganisation des MF-Netzwerks und einem 

niedrigeren pHi konnte in vitro anhand des Oozyten-Extrakts von Xenopus laevis nachge-

wiesen werden (Köhler et al. 2012). In Experimenten, bei denen neben Actin und Myosin 

verschiedene Actin-regulierende Proteine präsent waren, konnte gezeigt werden, dass ein 

eher saurer pHi zu verstärkter Bündelung der MF führt, während ein eher alkalischer pHi 

die Quervernetzung der MF stabilisiert. Ein leicht alkalischer pHi führt zur Polymerisation 

der MF und zur Bildung eines nicht-kontraktilen Netzwerks aus Actin, Myosin-II und Actin-

bindenden Proteinen. Eine lokale Ansäuerung des Mediums (mit Hilfe einer Mikropipette) 

hatte in dem entsprechenden Bereich eine Bündelung der MF, sowie eine anschließende 

Kontraktion des Netzwerks zur Folge, die auf einer erhöhten Aktivität des quervernetzen-

den Proteins Cortexillin und einer Verstärkung der Myosin-II-Bindung beruht (Köhler et al. 

2012). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachteten Kondensationen der bMF in 

den relativ sauren zFZ im Stadium S9 und dorsalen zFZ im Stadium S10b, sowie in den HFZ 

nach Behandlung mit Amilorid oder Bafilomycin, könnten auf vergleichbaren Mechanismen 

beruhen. Außerdem deutet die parallele Anordnung der bMF-Bündel, welche zudem feiner 

erscheinen, nach Behandlung mit Glibenclamid oder Furosemid, auf eine verstärkte Quer-

vernetzung und geringere Bündelung der bMF hin. Unterstützt wird diese Interpretation 

durch die Beobachtung, dass die Selbstorganisation von F-Actin, von der die Reorganisation 

des bMF-Netzwerks abhängt, bei niedrigerem pHi beschleunigt ist (Wang et al. 1989). 
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4.4.2 Einfluss des pHi auf MT 

Anhand der stadienspezifischen pHi-Gradienten im FZE und der stadienspezifischen MT-

Muster konnten Korrelationen zwischen elektrochemischen Eigenschaften und der MT-Or-

ganisation festgestellt werden. Die alkalischeren pFZ weisen ein eher diffuses MT-Netzwerk 

ohne zellübergreifende Orientierung auf, wohingegen die saureren zFZ eine MT-Orientie-

rung entlang der a-p Achse des Follikels besitzen. Die Inhibitionsexperimente bestätigten, 

dass Alkalisierung, z.B. nach Behandlung mit Glibenclamid, Furosemid oder 9-AC, zu einer 

eher diffusen MT-Organisation und MT-Depolymerisation führt, wohingegen bei einer 

Azidifizierung, z.B. nach Behandlung mit Amilorid oder Bafilomycin, das zellübergreifende 

MT-Muster entlang der a-p Achse aufrechterhalten wird.  

Es ist bekannt, dass die MT-Organisation direkt durch den pHi beeinflusst wird: 

Azidifizierung führt zur Polymerisation von Tubulin und Alkalisierung zur Depolymerisa-

tion (Regula et al. 1981; Brabander et al. 1982; Busa 1986). Mit Hilfe von in-vitro-Experi-

menten mit Zellen aus Rindergehirn konnte nachgewiesen werden, dass MT bei alkalischem 

pH relativ schnell depolymerisieren. Diese Depolymerisation konnte durch Azidifizierung 

rückgängig gemacht werden. Auch MT von PtK2-Zellen (Nierenepithelzellen von Potorous 

tridactylus) zeigen pHi-abhängige Effekte (Brabander et al. 1982). Die Inkubation der Zellen 

bei pH 5 bis pH 6, welche eine Azidifizierung des Zytoplasmas zur Folge hat, führte zur Po-

lymerisation der MT. Der beobachtete Verlust der Längsausrichtung der MT im FZE in den 

relativ alkalischen pFZ und in allen FZ nach Behandlung mit alkalisierenden Inhibitoren 

(Furosemid, Glibenclamid oder 9-AC) beruht vermutlich auf einer Depolymerisation der 

MT. 

 

4.4.3 Einfluss des Vmem auf bMF 

Der Vergleich der stadienspezifischen Vmem-Gradienten und bMF-Organisationen sowie die 

Ergebnisse der Inhibitionsexperimente zeigen ebenfalls Korrelationen auf. Depolarisierte 

FZ, wie z.B. die zFZ in S9 sowie die dorsalen zFZ im späten S10b und S11, besitzen konden-

sierte bMF, d.h. es kommt zum Verlust der parallelen Ausrichtung der bMF. Hyperpolari-

sierte FZ, wie z.B. die HFZ in S9 und S10b, weisen eine parallele, polarisierte Anordnung der 

bMF auf, was für eine Stabilisierung des bMF-Netzwerks spricht. Ein Zusammenhang zwi-
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schen Depolarisation und Reorganisation des Actin-Netzwerks sowie zwischen Hyperpola-

risation und Stabilisation wurde in verschiedenen Arbeiten beschrieben (Chifflet et al. 

2003; Callies et al. 2011; Chifflet und Hernández 2012). So führt Depolarisation in Cornea-

Epithelzellen des Rindes und anderen Epithelzellen in Kultur zur Reorganisation des Actin- 

und Tubulin-Zytoskeletts (Chifflet et al. 2003; Chifflet et al. 2004). Es kommt zum Abbau des 

peripheren Actin-Netzwerks und zur Anreicherung von F-Actin im Zytoplasma sowie zur 

Bildung von Abständen zwischen den eigentlich konfluenten Zellen. Hyperpolarisation 

führt hingegen zur verstärkten Kompaktheit des Actin-Netzwerks. Andere Experimente zei-

gen, dass Depolarisation die Steifheit von vaskulären Endothelzellen durch den Einfluss auf 

das kortikale Actin-Zytoskelett verringert, was ebenfalls ein Hinweis auf dessen Abbau ist 

(Callies et al. 2011). 

Da Mikrofilamente als elektrisch  geladene Polymere selbst als elektrische Leiter die-

nen können, sind sie empfindlich für elektrische Felder, wodurch sich möglicherweise ihre 

Organisation ändern kann (Tuszyński et al. 2004). 

Vmem-Änderungen werden über verschiedene Vmem-Sensoren registriert, welche 

diese Änderungen direkt an das Actin-Zytoskelett bzw. dessen Regulatoren weiterleiten. Zu-

dem kann sich das Vmem über Ionentransportmechanismen, welche mit dem Zytoskelett ver-

bunden sind, auswirken. Dies kann auf zwei Wegen geschehen: zum einen über veränderte 

Ionenströme und entsprechend veränderte Ionenkonzentrationen, welche auf das Zytoske-

lett einwirken, zum anderen über Konformationsänderungen der Ionentransportproteine, 

welche sich direkt auf das mit ihnen verbundene Zytoskelett bzw. auf andere Membranpro-

teine, wie Integrine, auswirken (Arcangeli und Becchetti 2006).  

Der uneindeutige Effekt auf bMF von Verapamil, welches hyperpolarisierend wirkt, 

lässt sich möglicherweise auf direkte Einflüsse aufgrund des blockierten Ca2+-Einstrom zu-

rückführen. Ca2+-Ionen dienen als Signalmoleküle während zahlreicher zellulärer und ent-

wicklungsbiologischer Prozesse, wie Zellteilung, Proliferation, Zellmigration und Apoptose 

(Brodskiy und Zartman 2018). Ca2+ beeinflusst die Zytoskelett-Organisation direkt (Mar-

kova und Lenne 2012). Die Inhibition von spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen mit Vera-

pamil könnte zu einer leicht reduzierten Ca2+-Konzentration im Zytoplasma führen, welche 

sich direkt auf das Zytoskelett im FZE auswirken könnte. Nachhaltiger sind jedoch vermut-

lich Effekte, die im Zusammenhang mit dem Öffnen von spannungsabhängigen Ca2+-Kanä-

len aufgrund von Depolarisation des Vmem entstehen. Ein verstärkter Einstrom von Ca2+ 
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könnte verschiedene Signalkaskaden in Gang setzen und das Zytoskelett indirekt beeinflus-

sen. Im Drosophila-Follikel werden Kontraktionen des basalen Aktomyosin-Netzwerkes im 

FZE, welche der Elongation des Follikels dienen, zum Teil durch Ca2+-Ionen reguliert (He et 

al. 2010). Außerdem konnten in Drosophila-Embryonen Ca2+-Gradienten nachgewiesen 

werden, welche an der d-v Achsendetermination beteiligt sind (Créton et al. 2000).  

 

4.4.4 Einfluss des Vmem auf MT 

Anhand der stadienspezifischen MT-Organisation und der Ergebnisse der Inhibitionsexpe-

rimente zeigte sich, dass MT, abhängig vom pHi, durch das Vmem beeinflusst werden.  Hyper-

polarisation, wie z.B. in den HFZ in S9 und S10b und nach Behandlung mit Verapamil, kor-

reliert mit einer zellübergreifenden Längsausrichtung der MT, wohingegen Depolarisation, 

wie z.B. in den pFZ während S9 bis S11, mit eher diffus erscheinenden MT korrelieren. Von 

allen Inhibitoren, welche zur Hyperpolarisation führen, hat Verapamil den stärksten Effekt. 

Nach Behandlung mit Verapamil weisen die MT-Bündel eine zellübergreifende a-p Orientie-

rung auf und erscheinen dicker. Die Beobachtungen stehen im Einklang mit früheren Ergeb-

nissen, welche zeigen, dass Depolarisation zum Abbau und zur Reorganisation des MT-Netz-

werks führt (Chifflet et al. 2003). Eine Depolarisation von Cornea-Epithelzellen des Rindes 

mit Hilfe von Inhibitoren führte zur Reorganisation des MT-Netzwerks. Die MT verloren ihre 

kreisförmige Anordnung innerhalb der Zelle und wiesen eine geringere Dichte auf (Chifflet 

et al. 2003).  

Prinzipiell besitzen MT als polare, elektrisch geladene Polymere, selbst elektrische 

Eigenschaften (Priel et al. 2006; Cantero et al. 2016). So können MT als elektrische Leiter 

dienen und besonders sensitiv gegenüber elektrischen Feldern reagieren (Cantero et al. 

2018).  

 

4.5 Fazit und Ausblick 

Im FZE von Drosophila melanogaster sind verschiedene Ionentransportmechanismen, wie 

NHE, Na+-Kanäle, V-ATPasen, ATP-sensitive K+-Kanäle, spannungsabhängige Typ-L Ca2+-

Kanäle, Cl--Kanäle und Na+/K+/2Cl--Cotransporter sowie Gap Junctions am Aufbau stadien-
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spezifischer pHi- und Vmem-Gradienten beteiligt. Beobachtete Korrelationen zwischen stadi-

enspezifischen elektrochemischen Eigenschaften und Zytoskelettmustern wurden durch 

die Verwendung von Inhibitoren verschiedener Ionentransportmechanismen funktionell 

bestätigt. Die Manipulation bioelektrischer Eigenschaften führte zu Veränderungen der Zy-

toskelett-Organisation, wie sie auch während der Oogenese im FZE beobachtet werden kön-

nen. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen unterstützen die Hypothese, dass 

elektrochemische Signale eine bedeutende Rolle während der Entwicklung, insbesondere 

bei der Regulation der Zell- und Gewebearchitektur spielen, indem sie Elemente des Zytos-

keletts beeinflussen und organisieren.  

Ziel zukünftiger Arbeiten sollte sein, die mit 5-CFDA,AM und DiBAC4(3) nachgewie-

senen pHi- und Vmem-Gradienten sowie den Einfluss von Inhibitoren mit Hilfe gewebespezi-

fisch exprimierter pHi- und Vmem-Sensoren zu überprüfen. Durch RNAi-Knock-Down von Io-

nentransportmechanismen könnten weitere Erkenntnisse über die Regulation von pHi und 

Vmem im Drosophila-Follikel sowie den Einfluss auf Zytoskelett und Epithelentwicklung ge-

wonnen werden.  

Nachdem in der Vergangenheit vorwiegend biochemische und molekularbiologische 

Untersuchungen den Schwerpunkt in der Zell- und Entwicklungsbiologie bildeten, werden 

zukünftig biomechanische und bioelektrische Untersuchungen wohl an Bedeutung gewin-

nen. 
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6 Anhang 

6.1 Abkürzungsverzeichnis 

 

5-CFDA,AM   5-Carboxyfluorescein-Diacetat-Acetoxymethylester 

9-AC    9-Anthracencarbonsäure 

a-p    anterior-posterior 

aFZ    anteriore Follikelzellen 

api-bas   apikal-basal 

bMF    basale Mikrofilamente  

d-v    dorsal-ventral 

DAPI    4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

dFZ    dorsale Follikelzellen 

DiBAC4(3)   Bis-(1,3-Dibutylbarbituric Acid) Trimethine Oxonol 

DIC    Differentieller Interferenzkontrast 

F-Actin   Filamentöses Actin 

FZ    Follikelzelle(n) 

FZE    Follikelzellepithel 

GFP    Grün Fluoreszierendes Protein 

HCl    Salzsäure 

HFZ    Hauptkörperfollikelzellen 

MF    Mikrofilamente 

MF-Puffer   Mikrofilamentpuffer 

MT    Mikrotubuli 

NaOH    Natriumhydroxid 

NZ    Nährzellen 

Oo    Oozyte 

PC    Pseudocolor 

pFZ    posteriore Follikelzellen 

pHi    intrazellulärer pH-Wert 

S    Stadium 

SIM    Structured Illumination Microscopy 

Vmem    Membranpotential 
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vFZ    ventrale Follikelzellen 

WFM    Weitfeldfluoreszenzmikroskopie 

WT    Wildtyp 

zFZ    zentripetale Follikelzellen 

 

 

6.2 Zusätzliche Abbildungen und Tabellen 

 

 

Abbildung 65: Kontrolle zur 5,CFDA,AM-Färbung (pHi; WFM). Beispiele für S10b-Follikel, welche für 60 min in R14-Me-

dium mit einem pH von 5,5 (HCl) bzw. 8,0 (NaOH) inkubiert wurden.  
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Tabelle 7: Quantifizierung der a-p und d-v pHi-Gradienten während S18 bis S12. Numerische Werte zu Abbildung 11 und 

12. Links: a-p Gradient. Rechts: d-v Gradient. 
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Tabelle 8: Quantifizierung der a-p und d-v Vmem-Gradienten während S8 bis S12. Numerische Werte zu Abbildung 18 und 

19. Links: a-p Gradient. Rechts: d-v Gradient. 

 

 

Tabelle 9: Quantifizierung der Effekte auf pHi durch Inhibitoren. Numerische Werte zu Abbildung 37 (Inhibitionsexperi-

ment 1; 5-CFDA,AM) 

 

 



Anhang 

138 
 

Tabelle 10: Quantifizierung der Effekte auf Vmem durch Inhibitoren. Numerische Werte zu Abbildung 46 (Inhibitionsexpe-

riment 1; DiBAC4(3)) 

 

 

Tabelle 11: Quantifizierung der Effekte auf a-p und d-v pHi-Gradienten durch Inhibitoren. Numerische Werte zu Abbildung 

52 (Inhibitionsexperiment 2; 5-CFDA,AM). Links: a-p Gradient. Rechts: d-v Gradient. 
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Tabelle 12: Quantifizierung der Effekte auf a-p und d-v Vmem-Gradienten durch Inhibitoren. Numerische Werte zu 

Abbildung 52 (Inhibitionsexperiment 2; DiBAC4(3)). Links: a-p Gradient. Rechts: d-v Gradient. 
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