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A b str a ct  

Li pi d  dr o pl et s  ( L D s) ar e  h i g hl y  d y n a mi c  or g a n ell e s  i n v ol v e d  i n m a n y  p h y si ol o gi c al 

a n d  p at h o p h y si ol o gi c al  pr o c e s s e s. E s p e ci all y  t h e  L D -a s s o ci at e d  pr ot e o m e  aff e ct s  

h e alt h  a n d  di s e a s e. D er e g ul ati o n  of  li pi d  dr o pl et  a s s o ci at e d  pr ot ei n s  ( L D A P s) i s 

li n k e d  t o  o b e sit y,  di a b et e s,  a n d s e v er al  t y p e s  of  c a n c er,  i n cl u di n g  pr o st at e  c a n c er 

( P C a). T h e L D A P  pr ot ei n L D A H (li pi d dr o pl et -a s s o ci at e d h y dr ol a s e) a n d it s h o m ol o g s 

w er e  s h o w n  t o  i m p a ct  a  br o a d  s p e ctr u m  of p h y si ol o gi c al  pr o c e s s e s i n cl u di n g c ell 

pr olif er ati o n  a n d  e n d o cri n e r e g ul ati o n. L o s s  of L D A H  pr o m ot e s  P C a  i n  mi c e  a n d 

h u m a n s . T h e  m ol e c ul ar  m e c h a ni s m  of  h o w  L D A H  l o s s  of  f u n cti o n  ( L O F) pr o m ot e s 

pr o st at e c ar ci n o g e n e si s  i s, h o w e v er, n ot  u n d er st o o d.   

T h e  ai m  of  t hi s  st u d y  w a s ,  h e n c e, t o  i n v e sti g at e  w h et h er  t h e  f u n cti o n  of  t h e 

Dr o s o p hil a  L D A H  h o m ol o g s t ur k o pf aff e ct s pr olif er ati o n  a n d  e n d o cri n e  p h y si ol o g y 

r e g ul ati o n i n  vitr o a n d i n  vi v o. T h e  r e s ult s  of  c ell  pr olif er ati o n  a s s a y s  i n  c ult ur e d 

Dr o s o p hil a  c ell s  c o nfir m  a  r ol e  of s t ur k o pf o n  c ell  pr olif er ati o n.  Pr ot ei n -pr ot ei n 

i nt er a cti o n ( P PI) st u di e s s u g g e st t h at s t ur k o pf p arti ci p at e s i n t h e r e g ul ati o n of pr ot ei n 

st a bilit y  a n d  t h e  u bi q uiti n ati o n  m a c hi n er y.  D er e g ul ati o n  of  a n dr o g e n  si g n ali n g  i s  a 

h all m ar k of P C a. R e g ul ati o n of e c d y s o n e si g n a li n g i n t h e a c c e s s or y gl a n d ( A G), t h e 

f u n cti o n al a n al o g of t h e m a m m ali a n pr o st at e, a n d a n dr o g e n si g n ali n g i n t h e pr o st at e 

w er e s h o w n t o p arti all y u n d erl y c o n s er v e d m e c h a ni s m s . A  d er e g ul ati o n of e c d y s o n e 

si g n ali n g i n st ur k o pf  m ut a nt m al e s w a s h y p ot h e si z e d p r e vi o u sl y. I n vitro  a n d i n vi v o 

a n al y s e s of a p ut ati v e s t ur k o pf-m e di at e d r e g ul ati o n of e c d y s o n e si g n ali n g i n di c at e a 

st a bili zi n g  r ol e  of s t ur k o pf  i n  E c R  pr ot ei n  st a bilit y.  Si g nifi c a ntl y  r e d u c e d  e c d y s o n e 

h e m ol y m p h tit er s i n m al e st ur k o pf  L O F a ni m al s si g nif y  a pr of o u n d r ol e of s t ur k o pf i n 

e c d y s o n e si g n ali n g. M or e o v er, in vi v o  a n al y s e s of st ur k o pf  L O F a ni m al s r e v e al e d a 

r e m ar k a bl e  l o s s  of  s e c o n d ar y  c ell s  ( S C s)  i n  t h e  A G i n  a s t ur k o pf- a n d  li k el y  S C -

d e p e n d e nt  m a n n er .  D at a  of  t hi s  w or k  f urt h er  pr o p o s es  alt er ati o n s  i n  a p o pt oti c 

pr o c e s s e s  i n st ur k o pf  L O F  a ni m al s  c a u si n g  t h e  l o s s  of  S C s.  C ell  s ur vi v al  a n d 

pr olif er ati o n  d u e  t o  l o s s  of  a p o pt o si s  pr o m ot e s  t u m ori g e n e si s  ulti m at el y  l e a di n g  t o 

P C a.  

Alt o g et h er, t h e r e s ult s  of  t hi s  w or k  r e v e al a  cr u ci al  r ol e  of s t ur k o pf i n  pr olif er ati o n, 

e n d o cri n e  p h y si ol o g y  r e g ul ati o n , a s  w ell  a s  pr ot ei n  st a bilit y  r e g ul ati o n.  A s  all  t h e s e 

a s p e ct s  h a v e  a  hi g h  si g nifi c a n c e  i n  P C a,  t h e st u d y  ai d s  i n  g ai ni n g a  m e c h a ni sti c 

i n si g ht of L D A H  l o s s a n d pr o st at e c ar ci n o g e n e si s i n t h e m a m m ali a n s y st e m. 
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1   I ntr o d u cti o n 

I n bi ol o g y, e n er g y h o m e o st a si s i s d efi n e d a s t h e b al a n c e b et w e e n e n er g y i nfl u x a n d 

effl u x.  St or a g e  m a cr o m ol e c ul e s , e n c o m p a s si n g  c ar b o h y dr at e s  a n d  li pi d s  e s p e ci all y , 

s er v e  a s  b uff er s  i n  c a s e  e n er g y  e x p e n dit ur e  e x c e e d s  e n er g y  i nfl u x.  E n er g y 

h o m e o st a si s i s a f u n d a m e nt al pr o c e s s w hi c h n e e d s t o b e ti g htl y r e g ul at e d b ot h o n a 

c ell ul ar a n d or g a ni s mi c s c al e a s it s d er e g ul ati o n c a n h a v e s e v er e c o n s e q u e n c e s f or 

t h e  or g a ni s m.  T hi s  r e q uir e s  t h e  c a p a bilit y  of  e a c h  c ell  a n d  or g a n  t o  st or e  e n er g y  i n 

ti m e s  of  e n er g y  e x c e s s  a n d  t o  r e m o bili z e  t h e  st or e d  e n er g y,  i n  t ur n, if  n e e d e d. 

A d e n o si n e  tri p h o s p h at e  ( A T P)  i s  t h e  m aj or  or g a ni c  c o m p o u n d  pr o vi di n g  e n er g y  t o 

f u el  di v er s e  c ell ul ar  pr o c e s s e s  s u c h  a s  i ntr a c ell ul ar  si g n ali n g ( N o v a k  2 0 0 3;  Li  et  al. 

2 0 1 3) , D N A/ R N A s y nt h e si s ( E n o m ot o et al. 1 9 8 1; J o y c e a n d St eit z 1 9 9 5; M arti n a n d 

M a c N eill 2 0 0 2) , a n d a mi n o a ci d a cti v ati o n i n pr ot ei n s y nt h e si s ( P a n g et al. 2 0 1 4) i n 

all li vi n g or g a ni s m s. It i s i ntr a c ell ul arl y pr e s e nt i n o nl y s m all a m o u nt s d u e t o a r a pi d 

t ur n o v er  r at e  a n d  g e n er at e d  o n  d e m a n d  fr o m  eit h er  gl y c o g e n  or  n e utr al  li pi d s  s u c h 

a s tri a c yl gl y c er ol s ( T A G) ( Fl att 1 9 9 5). W hil e A T P i s q ui c kl y g e n er at e d fr o m h y dr at e d 

gl y c o g e n  f or  a  f a st  r e s p o n s e ,  th e  m ai n  e n er g y  st or a g e  f or m  of  c ell s  ar e  li pi d s  a s 

t h e s e  m a cr o m ol e c ul e s  ar e  t h e  m o st  e n er g y-d e n s e m ol e c ul e s  yi el di n g  m u c h  m or e 

e n er g y t h a n h y dr at e d gl y c o g e n ( Fl att 1 9 8 7).  

I n h u m a n s, li pi d s ar e pri m aril y st or e d i n d e di c at e d c ell s, n a m ed  a di p o c yt e s, f or mi n g 

t h e  a di p o s e  ti s s u e.  T hi s  ti s s u e  i s  c o m p art m e nt ali z e d  i n  w hit e  a di p o s e  ti s s u e  ( W A T) 

a n d  br o w n  a di p o s e  ti s s u e  ( B A T) ( Ci nti  2 0 0 5;  T s e n g  2 0 2 3). T h e  f ar  m or e  a b u n d a nt 

W A T  i s  m ai nl y  c o m pri s e d  of  l ar g e  u ni v a c ul o ar  a di p o c yt e s  h ar b ori n g  a  l ar g e  si n gl e 

li pi d  dr o pl et  ( L D) ( S a el y  et  al.  2 0 1 2) a n d  s er v e s  s e v er al  f u n cti o n s  s u c h  a s  li pi d 

st or a g e ( S a el y  et  al.  2 0 1 2), t h er m al  i n s ul ati o n ( Al e x a n d er  et  al.  2 0 1 5),  a n d 

f u n cti o ni n g  a s  e n d o cri n e  or g a n  vi a  h or m o n e s e cr eti o n  ( S c h er er  2 0 0 6;  M artí n e z-

S á n c h e z 2 0 2 0) . B A T, o n t h e ot h er h a n d, i s m a d e u p of pl uri v a c u ol ar a di p o c yt e s ri c h 

i n s m aller, n u m er o u s L D s  ( S a el y et al. 2 0 1 2) a n d mit o c h o n dri a  ( Ci nti 2 0 0 9). It s m ai n 

r ol e s er v e s t h e g e n er ati o n of h e at, a pr o c e s s k n o w n a s t h er m o g e n e si s ( C a n n o n a n d 

N e d er g a ar d 2 0 0 4) . St or a g e a n d r e m o bili z ati o n of li pi d s  i s, h o w e v er, n ot r e strict e d t o 

t h e a di p o s e ti s s u e. L D s c a n b e f o u n d i n al m o st e v er y c ell wit hi n a n or g a ni s m i n or d er 

t o f a cilit at e l o c ali z e d c ell ul ar li pi d st or a g e a n d r e m o bili z ati o n ( Kr a h m er et al. 2 0 1 3 a). 

B e si d e s t h eir m ai n f u n cti o n of st ori n g n e utr al li pi d s, L D s ar e  hi g hl y d y n a mi c c ell ul ar 

or g a n ell e s  w hi c h  p arti ci p at e  i n  a  l ot  of  pr o c e s s e s  b e y o n d  m er e  li pi d  m et a b oli s m  
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( W elt e  a n d G o ul d  2 0 1 7;  Ol z m a n n  a n d  C ar v al h o  2 0 1 9) . T h eir  hi g hl y  di v er s e 

f u n cti o n alit y i s d et er mi n e d b y t h e pr ot ei n s att a c h e d t o t h eir s urf a c e, t er m e d t h e L D-

a s s o ci at e d  pr ot ei n s  ( L D A P s)  ( Z h a n g  a n d  Li u  2 0 1 9). W hil e  m o st  of  t h e s e  pr ot ei n s 

p arti ci p at e  i n  L D  bi o g e n e si s  or  li pi d  m et a b oli s m  ( W elt e  a n d  G o ul d  2 0 1 7;  Ol z m a n n 

a n d C ar v al h o 2 0 1 9) , m or e L D A P s ar e pr o gr e s si v el y i d e ntifi e d o p er ati n g  o ut si d e li p i d 

m et a b oli s m  ( W elt e  a n d  G o ul d  2 0 1 7;  C urr all  et  al.  2 0 1 8;  W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9). 

D er e g ul ati o n of t h e d eli c at e i nt er pl a y b et w e e n L D A P s a n d t h eir a s s o ci at e d f u n cti o n s 

h a s  b e e n  i d e ntifi e d  i n  s e v er al  p at h o p h y si ol o gi c al  c o n diti o n s  c o v eri n g  m et a b oli c 

di s e a s e s  s u c h  a s  o b e sit y  ( X u  et  al.  2 0 1 8),  di a b et e s ( X u  et  al.  2 0 1 8),  n o n-al c o h oli c 

f att y li v er di s e a s e  ( X u et al. 2 0 1 8; I k ur a a n d C al d w ell 2 0 1 5), c ar di o m y o p at h y  ( H u a n g 

et al. 2 0 2 2) , a s w ell a s diff er e nt t y p e s of c a n c er s  ( C urr all et al. 2 0 1 8; B ai et al. 2 0 2 1; 

L u o et al. 2 0 2 2)  hi g hli g hti n g  t h e g e n er al i m p ort a n c e of L D a n d L D A P s i n p h y si ol o g y 

a s w ell  a s t h eir pr o p er r e g ul ati o n.  

1. 1   Li pi d d r o pl et bi ol o g y  

Li pi d  dr o pl et s  ( L D s)  c o n stit ut e  c ell ul ar  or g a n ell e s  w hi c h  s er v e  t h e  r e g ul at e d 

d e p o siti o n  a n d  r e m o bili z ati o n  of  st or a g e  li pi d s,  m ai nl y  n e utr al  li pi d s  s u c h  a s 

tri a c yl gl y c er ol s  a n d  st er ol  e st er s.  T h e s e  m ultif u n cti o n al  or g a n ell e s  c a n  b e  f o u n d 

a m o n g al m o st e v er y f or m of lif e all s h ari n g t h e s a m e ar c hit e ct ur e: a h y dr o p h o bi c c or e 

c o m pri si n g  st or a g e  li pi d s  e n v el o p e d  b y  a  p h o s p h oli pi d  m o n ol a y er,  w hi c h  m o stl y 

c o n si st  of  p h o s p h ati d yl c h oli n e  a n d  p h o s p h o et h a n ol a mi n e  a n d  a  di v er s e  pr ot e o mi c 

s et  d e c or ati n g  it s  s urf a c e ( M ur p h y  2 0 0 1;  F ar e s e  a n d  W alt h er  2 0 0 9;  Wilfli n g  et al. 

2 0 1 4;  T hi a m  a n d  B ell er  2 0 1 7) .  B ei n g  c o n si d er e d  a s  st ati c  c ell ul ar  li pi di c 

a c c u m ul ati o n s f or a v er y l o n g ti m e ( F a w c ett 1 9 6 6), it i s n o w k n o w n t h at L D s ar e f ull y 

e ntitl e d  c ell ul ar  or g a n ell e s  i nt er a cti n g  wit h  a  v ari et y  of  diff er e nt  or g a n ell e s  s u c h  a s 

mit o c h o n dri a,  p er o xi s o m e s,  l y s o s o m e s  a m o n g  ot h er s ( Li u  et  al.  2 0 0 4;  F ar e s e  a n d 

W alt h er 2 0 0 9; Ol z m a n n a n d C ar v al h o 2 0 1 9) .  
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b y f a cilit ati n g c o nti n u o u s tri gl y c eri d e tr a n sf er t o L D s ( S z y m a n s ki et al. 2 0 0 7; F ei et al. 

2 0 0 8;  W a n g  et  al.  2 0 1 8;  S al o  et  al.  2 0 1 9) . FI T  pr ot ei n s  b el o n g  t o  a  c o n s er v e d  E R -

l o c ali z e d  tr a n s m em br a n e  pr ot ei n  f a mil y  c a p a bl e  of  bi n di n g  tri gl y c eri d e s  w hi c h  i s 

i m p ort a nt f or L D f or m ati o n ( Gr o s s et al. 2 0 1 1). A p ot e nti al r ol e of t h e s e pr ot ei n s i n t h e 

g e n er ati o n  of n a s c e nt  L D s  vi a  c o n c e ntr ati o n  of  tri gl y c eri d e s  at  t h e  E R  l e afl et  a n d , 

t h u s, pr o m oti o n of t h e L D b u d di n g pr o c e s s h a s b e e n  h y p ot h e si z e d ( G o h a n d Sil v er 

2 0 1 3) .  R e c e nt  fi n di n g s  s u g g e st  a  r ol e  of  t h e s e  pr ot ei n s  i n  or g a ni z ati o n  of  L D 

bi o g e n e si s ( C h e n et al. 2 0 2 1) a n d w er e f o u n d t o b e e s s e nti al f or m ai nt e n a n c e of li pi d 

h o m e o st a si s at t h e E R a n d L D m or p h ol o g y ( Y a p et al. 2 0 2 0). C h ol e st er yl e st er s ar e 

t h e  s e c o n d  m o st  a b u n d a nt  n e utr al  li pi d  s p e ci e s  f o u n d  i n  L D s.  T h eir  s y nt h e si s  i s 

m e di at e d b y t h e i ntr a c ell ul ar e st erifi c ati o n of c h ol e st er ol vi a st er ol -O -a c yltr a n sf er a s e s 

( A C A T) ( Wilfli n g et al. 2 0 1 4).  

T hr o u g h o ut t h e diff er e nt st e p s of L D bi o g e n e si s, L D s o bt ai n t h eir f u n cti o n al di v er sit y 

w hi c h i s pri m aril y c h ar a ct eri z e d b y t h eir li pi d c o m p o siti o n a s w ell a s t h e pr ot e o mi c s et 

att a c h e d  i n  t h eir  s urf a c e ( B ell er  et  al.  2 0 0 6;  H si e h  et  al.  2 0 1 2).  T h e  pr ot ei n a c e o u s 

c o m p o siti o n  of  L D s  i s  hi g hl y  v ari a bl e  a s  s e v er al  pr ot ei n s  o nl y  bi n d  t o  s p e ci al  L D 

s u b s et s ( K or y  et  al.  2 0 1 6;  T h ul  et  al.  2 0 1 7) wit h  r e g ar d  t o  t h eir  n e utr al  li pi d 

c o m p o siti o n ( H si e h et al. 2 0 1 2), t h eir p h o s p h oli pi d c o m p o siti o n, or t h eir si z e ( F ei et 

al. 2 0 0 8) . T h e L D pr ot e o m e dr a m ati c all y i nfl u e n c e s t h e r e g ul ati o n a n d f u n cti o n of t h e 

r e s p e cti v e  dr o pl et ( T hi a m  a n d  B ell er  2 0 1 7).  Up o n  li p ol y si s -m e di at e d  r e d u cti o n  of 

si z e,  f or i n st a n c e, t h e L D s urf a c e r e d u c e s pr o p orti o n all y r e s ulti n g i n t h e di s pl a c e m e nt 

of pr ot ei n s wit h l o w er bi n di n g affi niti e s ( K or y et al. 2 0 1 5).  

D u e  t o  diff er e nti al  pr ot ei n  bi n di n g  affi niti e s,  L D  a s s o ci at e d  pr ot ei n s  ( L D A P s)  c a n  b e 

c at e g ori z e d i nt o t w o pr ot ei n cl a s s e s ( K or y et al. 2 0 1 5). T h e fir st pr ot ei n cl a s s e x hi bit 

a d u al l o c ali z ati o n , b ot h t o t h e E R a n d L D s. O n e e x a m pl e of t h e s e pr ot ei n cl a s s i s t h e 

Dr o s o p hil a  L D A P s t ur k o pf ( T hi el  et  al.  2 0 1 3;  S o n g  et  al.  2 0 2 2) or  it s  m a m m ali a n 

h o m ol o g s  L D A H  (li pi d  dr o pl et  a s s o ci at e d  h y dr ol a s e) ( G o o  et  al.  2 0 1 4).  Pr ot ei n s  of 

t h e s e  cl a s s  eit h er  bi n d  t o  t h e  p h o s p h oli pi d  m o n ol a y er b y  m e a n s  of  a n  a m p hi p at hi c 

h eli x vi a tr a n sl o c ati o n fr o m t h e E R d uri n g L D bi o g e n e si s or vi a a h y dr o p h o bi c h air pi n 

l o o p i n t h e i nt er a cti o n of m at ur e L D s a n d t h e E R ( K or y et al. 2 0 1 6). Pr ot ei n s of t h e 

s e c o n d L D A P cl a s s bi n d t o L D s i n t h e c yt o s ol vi a a m p hi p at hi c or h y dr o p h o bi c h eli c e s 

( K or y  et  al.  2 0 1 6). T h e  r e m o v al  of  cl a s s  I  L D A P s h a s  n ot  b e e n  i n v e sti g at e d  y et , 

alt h o u g h t h e y ar e t h o u g ht t o tr a n sl o c at e b a c k t o t h e E R ( K or y et al. 2 0 1 6). Cl a s s II 
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L D A P s g et eit h er r e m o v e d d u e t o di s pl a c e m e nt o n t h e b a si s of l o w bi n di n g affi niti e s  

t hr o u g h t h e u bi q uiti n-pr ot e a s o m e -s y st e m or a ut o p h a g y ( K or y et al. 2 0 1 6). 

1. 2   L D s a n d L D A P s i n h e alt h a n d di s e a s e  

L D s  f ulfil  a  f u n d a m e nt al  r ol e  i n  li pi d  m et a b oli s m  b y  st ori n g  e x c e s s  li pi d s  e n s uri n g 

c o n st a nt  s u p pl y  of  e n er g y -d e n s e  m ol e c ul e s  i n d e p e n d e nt  of  e x o g e n o u s  n utri e nt 

u pt a k e.  H o w e v er,  s o m e  li pi d  e ntiti e s  s u c h  a s  c h ol e st er ol  c a n  i n d u c e  c yt ot o xi cit y 

( K ell n er-W ei b el  et  al.  1 9 9 8;  K ell n er -W ei b el  et  al.  1 9 9 9)  alt h o u g h  t h e y  ar e  e s s e nti al 

e. g., f or m e m br a n e a s s e m bl y a n d f u n cti o n ( Gr o ul eff et al. 2 0 1 5). C ell ul ar c h ol e st er ol 

g et s  e st erifi e d  a n d  i s  s af el y  st or e d  i n  L D s  t o  n e utr ali z e  t h e  c yt ot o xi c  eff e ct s.  It  i s 

k n o w n  t h at  L D s  f or m  or g a n ell e  c o nt a ct  sit e s ( V al m  et  al.  2 0 1 7;  S h ai  et  al.  2 0 1 8; 

B o h n ert  2 0 2 0;  H er k er  et  al.  2 0 2 1)  m e di ati n g  t h e  i nt er a cti o n  wit h  a  v ari et y  ot h er 

c ell ul ar  or g a n ell e s  s u c h  a s  mit o c h o n dri a,  p er o xi s o m e s,  t h e  E R  a m o n g st  ot h er s 

( Ol z m a n n  a n d  C ar v al h o  2 0 1 9).  T h e s e  c o nt a ct  sit e s  m e di at e,  f or  i n st a n c e, t h e 

i nt er or g a n ell ar  e x c h a n g e  of  li pi d s  a n d  i o n s  b y  m e a n s  of  l o c all y  c o n c e ntr at e d  li pi d 

tr a n sf er  pr ot ei n s  or  i o n  c h a n n el s ( H er k er  et  al.  2 0 2 1).  B e si d e s  t h e  s h e er  tr a n s p ort 

f u n cti o n, t h e s e  c o nt a ct  sit e s  w er e  s h o w n  t o  b e  i n v ol v e d  i n  v ari o u s  f u n d a m e nt al 

p h y si ol o gi c al pr o c e s s e s s u c h a s li pi d m et a b oli s m, L D bi o g e n e si s, si g n ali n g e v e nt s, or 

c ell ul ar str e s s r e s p o n s e ( Pri n z et al. 2 0 2 0). T h e g e n er ati o n of t h e s e c o nt a ct sit e s i s 

m e di at e d  b y  a  br o a d  r a n g e  of  diff er e nt  pr ot ei n s ( B o h n ert  2 0 2 0).  H o w e v er,  i n  t h e 

m e a nti m e , it  b e c a m e  cl e ar  t h at  t h e s e  c o nt a ct  sit e s  al s o  pl a y a r ol e  i n 

p at h o p h y si ol o gi c al e v e nt s of  g e n eti c, i nf e cti o u s a n d m et a b oli c di s e a s e s ( H er k er et al. 

2 0 2 1 ).  

A n  e x a m pl e  f or  a  g e n eti c  di s e a s e  i s,  f or  i n st a n c e,  c o n g e nit al  g e n er ali z e d 

li p o d y str o p h y  c a u s e d  b y  t h e  l o s s  of  f u n cti o n  of  s ei pi n,  a  c e ntr al  pl a y er  i n  L D 

bi o g e n e si s, w hi c h , i n t ur n, r e s ult s i n irr e g ul ar L D m or p h ol o g y ( W a n g et al. 2 0 1 6) a s 

w ell  a s  i m p air e d  L D -E R  c o nt a ct  sit e s ( S al o  et  al.  2 0 1 6).  C o n g e nit al  g e n er ali z e d 

li p o d y str o p h y  i s  a n  a ut o s o m al  r e c e s si v e  di s or d er  w hi c h  m a nif e st s  wit h  i n s uli n 

r e si st a n c e,  l a c k  of  s u b c ut a n e o u s  f at  a s  w ell  a s  m u s c ul ar  h y p ertr o p hy ( Fri g ul s  et  al. 

2 0 0 9) .  

S e v er al  t y p e s  of  i ntr a c ell ul ar  p at h o g e n s,  i n cl u di n g  b a ct eri a,  vir u s e s  a n d  p a r a sit e s 

w er e  al s o  s h o w n  t o  i nfl u e n c e  L D  c o nt a ct  sit e s  b y  b ot h  r e arr a n gi n g  t h e  h o st s  L D 

c o nt a ct sit e s a s w ell a s t h e f or m ati o n of n e w L D c o nt a ct sit e s wit h ot h er or g a n ell e s t o 

pr o m ot e  p at h o g e n  r e pli c ati o n ( H er k er  et  al.  2 0 2 1).  It  c o ul d,  f or  i n st a n c e,  b e  s h o w n 
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t h at  t h e  vir al  a s s e m bl y  of  t h e  h e p atiti s  C  vir u s  ( H C V) i s  d e p e n d e nt  o n  t h e  s m all 

G T P a s e  R a b 1 8 -m e di at e d  tr affi c ki n g  of  t h e  vir al  c or e  pr ot ei n  t o  L D s ( D a n s a k o  et  al. 

2 0 1 4) . F urt h er m or e, i nt er a cti o n b et w e e n sit e s of vir al r e pli c ati o n a n d L D s w a s  s h o w n 

t o  b e  pr o m ot e d  b y  bi n di n g  of  R a b 1 8  t o  t h e  H C V  n o n str u ct ur al  pr ot ei n  5 A  ( N S 5 A) 

( S all o u m et al. 2 0 1 3). 

N o n al c o h oli c f att y li v er di s e a s e i s a m et a b oli c di s e a s e c h ar a ct eri z e d b y a n e x c e s si v e 

a n d  a b n or m al  a c c u m ul ati o n  of  f at  i n  h e p at o c yt e s  wit h o ut  a n y  s e c o n d ar y  c a u s e  of 

f att y li v er s u c h a s e x c e s si v e al c o h ol u s e or vir al h e p atiti s ( M arj ot et al. 2 0 2 0). H er e, a 

r e m o d eli n g  of  L D  c o nt a ct  sit e s  pr o m ot e  p at h ol o gi c al  li pi d  st or a g e  i n  h e p at o c yt e s 

( H er k er et al. 2 0 2 1) w hi c h , i n t ur n, m a y  b e pr o m ot e d b y d e cr e a s e d h e p ati c s e cr e t or y 

c a p a cit y a n d or g a n ell ar r e pr o gr a m mi n g a n d c ell ul ar d y sf u n cti o n t o w ar d s li pi d st or a g e  

( H er k er  et  al.  2 0 2 1). T hi s  c h a n g e s  or g a n ell e  c o nt a ct  sit e s a n d  r e s ult s  i n  dr a m ati c 

r e di stri b uti o n  of  s e cr et or y  p at h w a y  pr ot ei n s  s u c h  a s  C O PI  c o m pl e x ( Kr a h m er  et  al. 

2 0 1 8) .  

L D s ar e  pl a y er s i n h all m ar k s of c a n c er i n cl u di n g e pit h eli al t o m e s e n c h y m al tr a n siti o n 

( E M T), m o d ul ati o n of c a n c er d e p e n d e nt si g n ali n g p at h w a y s, c ell c y cl e pr o gr e s si o n or 

h y p o xi a -m e di at e d li pi d m et a b oli s m alt er ati o n ( Cr u z et al. 2 0 2 0). Th eir pr e s e n c e w a s 

ti g htl y  c orr el at e d  wit h  diff er e nt  t y p e s  of  c a n c er  i n cl u di n g  c ol or e ct al  c a n c er, 

gli o bl a st o m a, br e a st c a n c er, a s w ell a s pr o st at e c a n c er a m o n g ot h er s ( P et an 2 0 2 0) . 

T o  d at e  it  i s,  h o w e v er,  still  n ot  e ntir el y cl e ar  w h et h er  L D  a c c u m ul ati o n s  ar e  dir e ctl y 

i n v ol v e d  i n t h e f or m ati o n  or  i niti ati o n  of  t h e s e  m ali g n a n ci e s ( Cr u z  et  al.  2 0 2 0).  F or 

i n st a n c e, it w a s s h o w n t h at pr o st at e c an c er ( P C a) c ell s a c c u m ul at e c h ol e st er yl e st er 

( C E)  dr o pl et s  a s  a  r e s ult  of  e n h a n c e d  e x o g e n o u s  li p o pr ot ei n  u pt a k e  a n d  r e q uir e d 

c h ol e st er ol  e st erifi c ati o n l e a di n g  t o i n cr e a s e d  P C a  c ell  pr olif er ati o n,  i n v a si v e n e s s, 

a n d  a g gr e s si v e n e s s. ( Y u e  et  al.  2 0 1 4). A d diti o n all y,  it  w a s  s h o w n  t h at  a  v ari et y  of 

diff er e nt  L D  f or mi n g  a n d  pr o c e s si n g  g e n e s s u c h  a s A C A T 1 , A T G L , D G A T 1 ,  a n d 

A B H D 5  ar e diff er e nti all y o v er e x pr e s s e d i n P C a c ell s  ( Mitr a et al. 2 0 1 7). T h e l att er t w o 

w er e  s h o w n  t o pr o m ot e  gr o wt h  of  P C a  c ell s ( Mitr a  et  al.  2 0 1 7).  R e c e ntl y,  a  st u d y 

d e m o n str a t e d a c a u s al r el ati o n b et w e e n t h e l o s s of t h e L D A P L D A H a n d P C a ( C urr all 

et al. 2 0 1 8) . H o w e v er, h o w L D s or L D A P s m a y i niti at e, aff e ct, or c o ntri b ut e t o t h e s e 

m ali g n a n ci e s i s p o orl y u n d er st o o d.  
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1. 3   Li pi d m et a b oli s m a n d p r o st at e c a n c e r ( P C a)  

T h e  d y sr e g ul ati o n  of  li pi d  m et a b oli s m  i s  li n k e d  t o  s e v er al  p at h ol o gi e s  s u c h  a s 

c a c h e xi a,  h y p erli pi d e mi a,  o b e sit y,  a n d  s e v er al  f or m s  of  c a n c er ( T e w ari  et  al.  2 0 1 4; 

A o y a gi et al. 2 0 1 5) . A g gr e s si v e p r o st at e c a n c er ( P C a) is o n e t y p e of c a n c er s w hi c h i s 

aff e ct e d b y li pi d m et a b oli s m ( Y u e et al. 2 0 1 4; D e e p a n d S c hl a e pf er 2 0 1 6). Pr o st ati c 

c ar ci n o m a s  r e pr e s e nt  a  m aj or  h e alt h  i s s u e  a n d  i s  t h e  s e c o n d  m o st  c o m m o n 

m ali g n a n c y a n d t h e fift h l e a di n g c a u s e of c a n c er d e at h a m o n g m e n ( S a a d a n d Mill er 

2 0 1 5; L e W a n g et al. 2 0 2 2) . 

C a n c er  c ell s  h a v e  a n  i n cr e a s e d  e n er g y  d e m a n d  d u e  t o  t h eir  u n c o ntr oll e d  a n d 

di s pr o p orti o n e d  pr olif er ati o n.  M o st  s oli d  t u m or s  e x p eri e n c e  t h e  W ar b ur g  eff e ct  i n 

or d er t o a c c o m m o d at e t h eir m a s si v e e n er g y r e q uir e m e nt ( W ar b ur g 1 9 2 5; Li b erti a n d 

L o c a s al e 2 0 1 6) . M ali g n a nt c ell s t e n d t o s hift t h eir d o mi n a nt A T P pr o d u ci n g p at h w a y 

fr o m  t h e  o xi d ati v e  p h o s p h or yl ati o n  t o  t h e  a er obi c  gl y c ol y si s ( A s g ari  et  al.  2 0 1 5). 

H o w e v er, p r o st at e c a n c er c ell s t a k e a diff er e nt p at h. It w a s s h o w n t h at e s p e ci all y i n 

e arl y  pr o st at e  c a n c er s,  t h e  e n er g y  pr o d u cti o n  r eli e s  o n  li pi d s  a n d  ot h er e n er g eti c 

m ol e c ul e s a n d n ot o n a er o bi c r e s pir ati o n ( S a d e g hi et al. 2 0 1 4; T w u m-A m p of o et al. 

2 0 1 6) .  T h e  W ar b ur g  eff e ct i s  o nl y  i n v ol v e d i n  l at e-st a g e  t u m or s,  w h e r e n u m er o u s 

m ut ati o n s  c a u s e  t h e  n e e d  of  hi g h  gl u c o s e  u pt a k e ( Ei d el m a n  et  al.  2 0 1 7).  H e alt h y 

pr o st at e e pit h eli al c ell s t e n d t o a c c u m ul at e zi n c a n d s y nt h eti z e citr at e f or t h e s e mi n al 

fl ui d ( Fr a n z et al. 2 0 1 3). T h e pr o d u cti o n of citr at e i s v er y c o st-i nt e n si v e, w hi c h i s w h y 

t h e e pit h elial  c ell s c o m p e n s at e t h e e n er g y l o s s wit h a er o bi c gl y c ol y si s  ( Ei d el m a n et 

al.  2 0 1 7) .  C a n c er o u s  pr o st at e  c ell s,  h o w e v er,  s h o w  a  c o m pl e m e nti n g  p h e n ot y p e, 

w a sti n g zi n c a n d o xi di zi n g citr at e ( Fr a n z et al. 2 0 1 3). T h e s e c ell s u s e t h e citri c a ci d 

c y cl e a n d s u b s e q u e nt o xi d ati v e p h o s p h or yl ati o n g e n er ati n g f att y a ci d s ( Ei d el m a n et 

al.  2 0 1 7) .  A d diti o n all y,  e n z y m e s  i n v ol v e d  i n  f att y  a ci d-pr o d u cti o n,  s u c h  a s  t h e  f att y 

a ci d  s y nt h a s e,  st er ol  r e g ul at or y  el e m e nt  bi n di n g  pr ot ei n  1  ( S R E B P 1),  a c et yl -C o A -

c ar b o x yl a s e a n d t h e A T P citr at e l y a s e ar e hi g hl y u pr e g ul at e d i n pr o st at e c a n c er c ell s 

( W u  et  al.  2 0 1 4).  B y  a v oi di n g  a n  i n cr e a s e d  c o n c e ntr ati o n  of  zi n c, pr o st at e  c a n c er 

m a y pr e v e nt  a p o pt oti c r e g ul ati o n ( C o st ell o et al. 2 0 0 5; C o st ell o a n d Fr a n kli n 2 0 1 1).  

P C a  c ell s  c a n  u s e  h or m o n e -d eri v e d  ( a n dr o g e n)  li pi d s  a s  s o ur c e  of  e n er g y  vi a  t h e 

e x pr e s si o n  of  t h e  a n dr o g e n  r e c e pt or ( H ei nl ei n  a n d  C h a n g  2 0 0 4).  F urt h erm or e ,  t h e 

pr e s e n c e of e xtr a c ell ul ar c h ol e st er ol w a s s h o w n t o b e n ot o nl y a pr o g n o sti c m ar k er 

f or  P C a ( J a m n a g er w all a  2 0 1 7;  M urt ol a  2 0 1 8),  b ut  al s o  t o  i nfl u e n c e  P C a  c ell 

pr olif er ati o n  ( R aft o p ul o s  et  al.  2 0 2 2). T hi s  eff e ct  o c c ur s e s p e ci all y  i n  a n dr o g e n -
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i n d e p e n d e nt  P C a,  vi a  L D L-d eri v e d  c h ol e st er ol  i n c or p or ati o n  vi a  e n d o c yt o si s  a n d 

st or a g e i n c h ol e st er yl e st er s ( C E) a s a r e q uir e m e nt f or t h e s u p p ort of P C a c ell gr o wt h 

( R aft o p ul o s et al. 2 0 2 2). C h ol e st er yl e st er a c c u m ul ati o n w a s pr e vi o u sl y s h o w n t o b e 

i n d u c e d b y t h e l o s s P T E N wit h s u b s e q u e nt a cti v ati o n of t h e PI 3 K/ A K T p at h w a y ( Y u e 

et  al.  2 0 1 4) .  T h e s e  C E  a c c u m ul ati o n s  o c c ur  i n  P C a  c ell s t hr o u g h t h e  e n h a n c e d 

u pt a k e of p ol y u n s at ur at e d f att y a ci d s ( P U F A s) s u c h a s ar a c hi d o ni c a ci d ( A A) ( Y u e et 

al.  2 0 1 4 ),  w hi c h  i s  a  k n o w n  pr olif er ati o n  f a ct or  of  pr o st at e  c a n c er  c ell s ( G h o s h  a n d 

M y er s  1 9 9 7;  H u g h e s -F ulf or d  et  al.  2 0 0 1) .  C E  i s  f urt h er  pr o m ot e d b y  t h e  u pt a k e  of 

li p o pr ot ei n s a n d r e q uire d c h ol e st er ol e st erifi c ati o n ( Y u e et al. 2 0 1 4). P T E N i s a w ell-

k n o w n,  u bi q uit o u sl y  e x pr e s s e d  t u m or  s u p pr e s s or  c o m m o nl y  i n a cti v at e d  i n  m a n y 

h u m a n s p or a di c c a n c er s ( H oll a n d er et al. 2 0 1 1; Ál v ar e z-G ar ci a et al. 2 0 1 9)  i n cl u di n g 

P C a ( Li et al. 1 9 9 7). 

P C a c ell s ar e al s o c a p a bl e of utili zi n g d e n o v o li pi d s y nt h e si s i n or d er t o o bt ai n t h e 

e n er g y  n e e d e d ( D e e p  a n d  S c hl a e pf er  2 0 1 6).  T h e  li pi d-pr o d u ci n g  p h e n ot y p e,  al s o 

k n o w n  a s  c a str ati o n  r e si st a nt  P C a  ( C R P C) , d o e s  n ot  r el y  o n  a n dr o g e n  r e g ul ati o n 

w hi c h i s cli ni c all y pr o bl e m ati c a s it i s n ot r e s p o n si v e t o a n dr o g e n -d e pri v ati o n t h er a p y 

( Griffi n 1 9 9 2).  

1. 4   T h e li pi d d r o pl et a s s o ci at e d p r ot ei n st u r k o pf  

St ur k o pf, f or m erl y k n o w n a s C G 9 1 8 6, i s a li pi d dr o pl et a s s o ci at e d pr ot ei n w hi c h w a s 

i niti all y  i d e ntifi e d  i n  a  pr ot e o mi c  s cr e e n  of Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er  f at  b o d y  ti s s u e 

( B ell er  et  al.  2 0 0 6).  Stur k o pf  i s  a n  e v ol uti o n ar y  c o n s er v e d  pr ot ei n  s h o wi n g  hi g h 

a b u n d a n c e i n a v ari et y of diff er e nt c ell t y p e s a n d ti s s u e s ( B ell er et al. 2 0 0 6; C er m elli 

et al. 2 0 0 6; Kr a h m er et al. 2 0 1 3 b) . T h e g e n e l o c u s of st ur k o pf  i s l o c at e d o n t h e l eft 

ar m of c hr o m o s o m e 3 at p o siti o n 6 1 6 F ( 3 L: 1, 3 1 1, 7 1 9.. 1, 3 1 3, 3 7 3 [ -]). T w o tr a n s cri pt 

v ari a nt s,  n a m el y st ur k o pf -R A  a n d st ur k o pf -R B ,  c o d e  f or  t h e  s a m e  p ol y p e pti d e, 

c o m pri si n g  3 0 7  a mi n o  a ci d s  ( Fl y B a s e  V er si o n  F B 2 0 2 2 _ 0 4 ,  w w w.fl y b a s e. or g). O n  a 

tr a n s cri pti o n al  l e v el, st ur k o pf  i s  e x pr e s s e d  i n  e v er y  d e v el o p m e nt al  st a g e  of 

Dr o s o p hil a  a n d  m o st  pr o mi n e ntl y  i n  f at  st ori n g  ti s s u e s  s u c h  a s  t h e  f at  b o d y  a n d 

mi d g ut,  b ut  al s o  i n  t h e  s ali v ar y  a n d  a c c e s s or y  gl a n d s ( C hi nt a p alli  et  al.  2 0 0 7; 

C el ni k er et al. 2 0 0 9; T hi el et al. 2 0 1 3; W ert h e b a c h et al. 2 0 1 9) .  
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2 0 1 6;  J a e g er  et  al.  1 9 9 9) . T h e  p ut ati v e  c at al yti c al  s eri n e  at  p o siti o n  1 1 9  i s 

pr e s u m a bl y  n e c e s s ar y  f or  a  n u cl e o p hili c  att a c k ( H e d str o m  2 0 0 2;  T hi el  et  al.  2 0 1 3). 

B a s e d  o n  t h e s e  pr ot ei n  pr o p erti e s,  a  li p a s e  a cti vit y h a s  b e e n  h y p ot h e si z e d  f or 

st ur k o pf  ( T hi el et al. 2 0 1 3).  

H o w e v er,  n o  li p a s e  a cti vit y  of st ur k o pf  a g ai n st  m o n o -,  di,  a n d  tri a c yl gl y c er ol s  c o ul d 

b e d e m o n str at e d ( T hi el et al. 2 0 1 3). O v er e x pr e s si o n of st ur k o pf  or m a m m ali a n L D A H 

di d  n ot  r e s ult  i n  a  r e d u cti o n  of  c ell ul ar  li pi d s,  b ut  i n st e a d  i n d u c e d  a  C -t er mi n u s-

d e p e n d e nt cl u st eri n g of L D s, w hi c h ar e u s u all y di s p er s e d i n t h e m aj orit y of c ell t y p e s 

( T hi el  et  al.  2 0 1 3).  O v er e x pr e s si o n  of  a st ur k o pf  v ari a nt  l a c ki n g  all  l y si n e  r e si d u e s 

( 1 6 K 2 R), h o w e v er, f ail s t o i n d u c e t h e L D cl u st eri n g p h e n ot y p e ( K ol k h of et al. 2 0 1 7). 

L y si n e  r e si d u e s  l o c at e d  i n  t h e  C -t er mi n u s  of  t h e  pr ot ei n ar e u bi q uiti n ati o n  sit e s 

e s s e nti al  f or  t h e  L D  c o al e s c e n c e ( K ol k h of  et  al.  2 0 1 7).  F urt h erm or e ,  t h e  R N Ai-

m e di at e d k n o c k d o w n of s t ur k o pf w a s s h o w n t o d e cr e a s e tri a c yl gl y c er ol l e v el s i n vi v o, 

b ei n g  a  c o u nt eri nt uiti v e  fi n di n g  f or  a  p ut ati v e  li pi d -m o bili zi n g  e n z y m e ( T hi el  et  al. 

2 0 1 3) . B ot h li n e s of e vi d e n c e ar g u e d a g ai n st a n li p a s e a cti vit y of st ur k o pf . 

M or e r e c e nt fi n di n g s s u g g e st t h at st ur k o pf  d o e s n ot pl a y a r ol e i n t h e c a n o ni c al li pi d 

m et a b oli s m,  b ut  r at h er  f u n cti o n s  o n  a n  or g a ni s mi c  s c al e  vi a  t h e  i n v ol v e m e nt  i n 

p h y si ol o gi c al  pr o c e s s e s  a n d  e n d o cri n e  si g n ali n g ( W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9).  A 

C RI S P R/ C a s 9 -d eri v e d s t ur k o pf n ull m ut a nt fl y  li n e r e v e al e d m o d er at el y r e d u c e d T A G 

st or a g e  l e v el s  w hi c h  w a s  i n  li n e  wit h  t h e  R N Ai -m e di at e d s t ur k o pf k n o c k d o w n  d at a 

( T hi el  et  al.  2 0 1 3).  I n  a d diti o n,  t h e  m al e st ur k o pf  m ut a nt  a ni m al s  s h o w e d  r e d u c e d 

lif e s p a n,  a n d  alt er e d  c uti c ul ar  h y dr o c ar b o n  c o m p o siti o n ( W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9). 

S ur pri si n gl y, st ur k o pf  m ut a nt  a ni m al s  s h o w e d  a n  e n h a n c e d  d e si c c ati o n  r e si st a n c e, 

w hi c h  i s  m o st  li k el y  d u e  t o  t h e  d e cr e a s e  i n  l o c o m oti o n  a s  w ell  a s  t h e  alt er e d  C H C 

( c uti c ul ar h y dr o c ar b o n) c o m p o siti o n ( W ert h e b a c h et al. 2 0 1 9). F urt h er m or e , st ur k o pf  

m ut a nt  l ar v a e  s h o w  alt er e d  e x pr e s si o n  of Dr o s o p hil a  i n s uli n  li k e  p e pti d e s  3 a n d 6 

a n d t h e j u v e nil e h or m o n e ( J H) si g n ali n g t ar g et kr ü p p el -H 1 (kr -H 1 ) ( W ert h e b a c h et al. 

2 0 1 9) . T h e J H si g n ali n g p at h w a y i s t h e n e x u s of t h e f o u n d p h e n ot y p e s. It i s n ot o nl y 

r e g ul ati n g t h e c o m p o siti o n a n d a b u n d a n c e of C H C s ( L e n g y el et al. 2 0 0 7; K el str u p et 

al. 2 0 1 4; K el str u p et al. 2 0 1 7)  of m a n y art hr o p o d s b ut it i s al s o i n v ol v e d i n l o c o m oti o n 

r e g ul ati o n a n d f or a gi n g b e h a vi or ( M e u ni er et al. 2 0 0 7) a s w ell a s it dir e ctl y i nt er a ct s 

wit h  t h e  i n s uli n/i n s uli n  li k e  gr o wt h  f a ct or  si g n ali n g  (II S)  p at h w a y ( Mirt h  et  al.  2 0 1 4) 

bri n gi n g  t h e  o b s er v e d  p h e n ot y p e s  i n  a gr e e m e nt ( W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9). B e y o n d 
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t h at,  i nt er a cti o n s  of st ur k o pf  wit h  a  v ari et y  of  pr ot ei n s  i n cl u di n g  J H  d e gr a di n g 

e n z y m e s, i. e., t h e j u v e nil e h or m o n e e p o xi d e h y dr ol a s e s ( J H E H) ( K ol k h of et al. 2 0 1 7; 

W ert h e b a c h et al. 2 0 1 9) , m e di ati n g t h e d e gr a d ati o n of J H i n diff er e nt ti s s u e s ( L ü et 

al .  2 0 1 5;  Wi s ni e w s ki  et  al.  1 9 8 7) h a v e  b e e n  d e m o n str at e d.  T h e s e  e n z y m e s 

c o m pl e m e nt t h e a cti vit y of t h e j u v e nil e h or m o n e e st er a s e s, w hi c h d e gr a d e J H i n t h e 

h e m ol y m p h ( K a mit a a n d H a m m o c k 2 0 1 0; S ait o et al. 2 0 1 5). T h e i nt er a cti o n wit h J H 

d e gr a di n g  e n z y m e s  s u g g e st s  a n  i n v ol v e m e nt  of st ur k o pf  i n  t h e  r e g ul ati o n  of  t h e s e 

e n z y m e s.  A  h y p ot h eti c al  r e g ul ati o n  of  pr ot ei n  st a bilit y  i s  f urt h er  s u p p ort e d  b y  t h e 

i nt er a cti o n of st ur k o pf  a n d t h e u bi q uiti n m a c hi n er y ( K ol k h of et al. 2 0 1 7). B e si d e s J H, 

t h e  s e c o n d  m aj or  r e g ul at or  of Dr o s o p hil a  d e v el o p m e nt  a n d  gr o wt h  i s  t h e  st er oi d 

h or m o n e 2 0 H E -e c d y s o n e ( 2 0 H E) ( Mirt h a n d S hi n gl et o n 2 0 1 2) . A r e d u cti o n of 2 0 H E 

si g n ali n g  w a s  h y p ot h e si z e d  f or st ur k o pf  l o s s  of  f u n cti o n  d u e  t o  t h e  r e d u cti o n  i n  J H 

si g n ali n g ( W ert h e b a c h et al. 2 0 1 9), w hi c h i s k n o w n t o r e g ul at e 2 0 H E si g n ali n g ( Mirt h 

et al. 2 0 1 4) . E c d y s o n e i s k n o w n t o a nt a g o ni z e II S ( C ol o m b a ni et al. 2 0 05; D el a n o u e 

et al. 2 0 1 0) , w hi c h w a s s h o w n t o b e alt er e d i n s t ur k o pf m ut a nt fli e s ( W ert h e b a c h et 

al. 2 0 1 9) . T h e tr a n s cri pti o n al r e g ul at or kr -H 1 i s a dir e ct d o w n str e a m t ar g et of t h e J H 

si g n ali n g  p at h w a y.  It s  diff er e nti al  e x pr e s si o n  i n s t ur k o pf m ut a nt  a n d  t h e 

c orr e s p o n di n g  c o ntr ol  a ni m al s  r e pr e s e nt s,  i n  c o m bi n ati o n  wit h  t h e  o b s er v e d 

p h e n ot y p e s,  a n ot h er  i n di c ati o n  of  t h e  i n v ol v e m e nt  of st ur k o pf  i n  t h e  J H  si g n ali n g 

p at h w a y ( W ert h e b a c h et al. 2 0 1 9). T h e e x pr e s si o n of kr -H 1 w a s d o w nr e g ul at e d w h e n 

s t ur k o pf m ut a nt a ni m al s w er e r ai s e d o n l o w -y e a st -di et. H o w e v er, f or m ut a nt a ni m al s 

r ai s e d  o n  a  l o w-s u g ar -di et,  n o  diff er e n c e s  i n  g e n e  e x pr e s si o n  of kr -H 1  w er e  f o u n d, 

in di c ati n g  a  d e gr a d ati o n  li miti n g  f u n cti o n  of st ur k o pf ,  pr o hi biti n g  u pr e g ul ati o n  of  J H 

a cti vit y, w h er e a s a J H d e cr e a s e w a s still p o s si bl e ( W ert h e b a c h et al. 2 0 1 9).  

F urt h er  fi n di n g s  s u g g e st  a  r ol e  of st ur k o pf  i n  t h e  a d a pti o n  of  l ar v al  d e v el o p m e nt al 

ti mi n g wit h r e g ar d s t o v ar yi n g n utriti o n al c o n diti o n s. A s s t ur k o pf n ull m ut a nt a ni m al s 

s h o w e d  a  d e c el er at e d  d e v el o p m e nt  o n  l o w -s u g ar -di et  a n d  a n  a c c el er at e d 

d e v el o p m e nt o n l o w -y e a st -di et, t h e y d o n ot s e e m t o a dj u st t h eir d e v el o p m e nt al ti mi n g 

t o  n utriti o n al  c o n diti o n s ( W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9).  T h e s e o b s er v ati o n s  ar e  

u n d er pi n n e d b y a n alt er e d g e n e e x pr e s si o n w hi c h c a n b e tr a c e d b a c k t o t h e st ur k o pf  

m ut ati o n.  F or  e x a m pl e,  u n d er  b a s al  c o n diti o n s,  t h e Dr o s o p hil a  i n s uli n  li k e  p e pti d e 

(dil p ) 6 w ell  a s  t h e t ar g et  of  br ai n  i n s uli n (t o bi)  w er e  s h o w n  t o  b e  str o n gl y 

d o w nr e g ul at e d.  I n  a d diti o n,  a  pr e vi o u sl y  r e p ort e d  r e d u c e d t o bi e x pr e s si o n  o n  l o w -

y e a st -di et ( B u c h  et  al.  2 0 0 8) w a s  c o nfir m e d,  w h er e a s  a n  u pr e g ul ati o n  i n t o bi 
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e x pr e s si o n  w a s  f o u n d  i n  a ni m al s  o n  l o w -s u g ar -di et.  I n s t ur k o pf m ut a nt  a ni m al s  n o 

diff er e n c e s  i n  t h e t o bi e x pr e s si o n  c o ul d  b e  f o u n d  w hi c h  f urt h er  i n di c at e s  a  r ol e  of 

st ur k o pf  a s  n utriti o n al  s e n s or ( W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9). B e si d e s  t h at,  t h e st ur k o pf  

m ut ati o n al s o aff e ct e d t h e e x pr e s si o n of t h e II S d o w n str e a m t ar g et d F o x O i n t h e f at 

b o d y  of  L 3  l ar v a e ( W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9) d F o x O  i s  a  w ell -k n o w n  i m p ort a nt 

r e g ul at or  of  or g a ni s mi c  p h y si ol o g y  r e g ul ati o n ( H w a n g b o  et  al.  2 0 0 4;  Di A n g el o  a n d 

Bir n b a u m 2 0 0 9) . U s u all y, t h e tr a n s cri pti o n f a ct or g et s p h o s p h or yl at e d u p o n a n i n s uli n 

sti m ul u s r e s ulti n g i n t h e n u cl e ar e x cl u si o n of d F o x O. st ur k o pf  l o s s of f u n cti o n r e s ult e d 

i n  a n  i n cr e a s e d  n u cl e ar  l o c ali z ati o n  of  d F o x O,  w h er e a s  m ulti pl e  st u di e s  st at e  a n 

o c c a si o n all y n u cl e ar d F o x O si g n al t o b e p h y si ol o gi c al ( B u c h et al. 2 0 0 8; W ert h e b a c h 

et  al.  2 0 1 9) ,  hi nti n g  t o w ar d s  a  r e d u cti o n  i n  II S  w hi c h  i s  i n  li n e  wit h  t h e  o b s er v e d 

p h e n ot y p e s  r e g ar di n g  d e v el o p m e nt al  ti mi n g  a s  w ell  a s  e x pr e s si o n  pr ofili n g  a n d  t h e 

h y p ot h e si z e d  r e d u cti o n  i n  2 0 H E  si g n ali n g ( W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9).  T h u s,  t h e 

m ol e c ul ar  f u n cti o n  of st ur k o pf  i s  a s s o ci at e d  wit h  or g a ni s mi c  p h y si ol o g y  r e g ul ati o n 

( W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9). H o w e v er , t h e  u n d erl yi n g  m ol e c ul ar  m e c h a ni s m s  r e m ai n 

el u si v e.  

1. 5   M a m m ali a n li pi d d r o pl et a s s o ci at e d h y d r ol a s e ( L D A H)  

T h e m a m m ali a n li pi d dr o pl et a s s o ci at e d h y dr ol a s e ( L D A H) w a s i niti all y i d e ntifi e d a n d 

c h ar a ct eri z e d i n m uri n e m a cr o p h a g e s i n 2 0 1 4 ( G o o et al. 2 0 1 4). I n mi c e, m m L D A H  i s 

l o c at e d  o n  c hr o m o s o m e  1 2  ( C hr 1 2  8 2 5 8 1 0 7-8 3 3 5 7 5 9  b p,  +  str a n d;  3. 8 5  c M)  a n d 

c o d e s  f or  a n  3 2 6 a a  l o n g  p ol y p e pti d e  wit h  a  pr e di ct e d α/ β  h y dr ol a s e  a n d  t h e 

c a n o ni c al  li p a s e  G X S X G  m otif ( G o o  et  al.  2 0 1 4) w hi c h  w a s  al s o  pr e di ct e d  f or 

Dr o s o p hil a  st ur k o pf  ( T hi el  et  al.  2 0 1 3).  T h e  m m L D A H  h y p ot h eti c al  c at al yti c  tri a d 

c o m pri s e s  t h e  c o n s er v e d,  p ut ati v e  c at al yti c  a cti v e  s eri n e  at  p o siti o n  a a 1 4 0,  a n 

a s p arti c a ci d r e si d u e at p o siti o n a a 2 7 2 a n d a hi sti di n e r e si d u e at p o siti o n a a 2 9 1 ( G o o 

et  al.  2 0 1 4) .  A  s h uttli n g  f or m  t h e  e n d o pl a s mi c  r eti c ul u m  t o  L D s  w a s  al s o 

d e m o n str at e d  f or  m m L D A H  a s  w ell  a s  a  C -t er mi n u s-d e p e n d e nt  cl u st eri n g  of  L D s  

u p o n pr ot ei n o v er e x pr e s si o n ( T hi el et al. 2 0 1 3). T h e cl u st eri n g of L D f oll o wi n g pr ot ei n 

o v er e x pr e s si o n w a s al s o d e m o n str at e d f or t h e Dr o s o p hil a  ort h ol o g st ur k o pf  ( T hi el et 

al. 2 0 1 3)  a n d i s pr e s u m a bl y i n d e p e n d e nt of a p ut ati v e e n z y m ati c pr ot ei n  a cti vit y ( G o o 

et  al.  2 0 1 7) .  H o w e v er,  u p o n  t e sti n g  f or  a  p ut ati v e  li p a s e  a cti vit y,  u nli k e st ur k o pf , 

m m L D A H  e x hi bit s  a  w e a k i n vitr o  c h ol e st er yl  e st er  ( C E)  h y dr ol a s e  a cti vit y  a n d 

si g nifi c a nt  C E  h y dr ol a s e  a cti vit y  i n  H E K -2 9 3  c ell s  a s  w ell  a s  i n  r a w  m a cr o p h a g e s 
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( G o o et al. 2 0 1 4). T hi s e n z y m ati c a cti vit y w a s tr a c e d b a c k t o t h e p ut ati v e n u cl e o p hili c 

s eri n e at p o siti o n 1 4 0, a s a n a mi n o a ci d e x c h a n g e  fr o m s eri n e t o c y st ei n e ( S 1 4 0 C) 

d i d n ot  aff e ct  t ot al  c h ol e st er ol  or  C E  l e v el s  w hil e  still  a bl e  t o  t ar g et  L D s ( G o o  et  al. 

2 0 1 4) . R ef erri n g  t o  t h e s e  st u di e s,  ot h er  st u di e s  h a v e  i n v e sti g at e d  t h e  h y p ot h eti c al 

s eri n e  h y dr ol a s e/li p a s e  a cti vit y  of  m m L D A H ( G o o  et  al.  2 0 1 7;  K or y  et  al.  2 0 1 7) b ut 

arri v e d at c o ntr a di cti n g c o n cl u si o n s.   

W hil e  o n e m m L D A H k n o c k o ut m o u s e st u d y f o u n d n o eff e ct o n tri a c yl gl y c er ol st or a g e 

or  ot h er  li pi d -m et a b oli s m  r el at e d  p h e n ot y p e s ( K or y  et  al.  2 0 1 7),  a n ot h er  k n o c k o ut 

m o u s e st u d y d et er mi n e d a si g nifi c a nt w ei g ht g ai n i n m m L D A H  m ut a nt f e m al e mi c e, 

w h er e a s m m L D A H  m ut a nt  m al e  mi c e  s h o w e d  i n v a si v e  pr o st at e  l e si o n s  wit h  a 

p e n etr a n c e of 1 0 % ( C urr all et al. 2 0 1 8). T h e o nl y d at a a v ail a bl e s u p p orti n g t h e C E 

h y dr ol a s e  a cti vit y  i s  o n e  st u d y  c h ar a ct eri zi n g  t h e S a c c h ar o m y c e s  c er e vi si a e  L D A H 

ort h ol o g  Y pr 1 4 7 c p  wit h  r e g ar d s  t o  a  h y p ot h eti c al  li pi d -d e gr a di n g  a cti vit y ( N ar e s h 

K u m ar et al. 2 0 1 8) . Y pr 1 4 7 c p w a s f o u n d t o e x hi bit b ot h tri a c yl gl y c er ol li p a s e a s w ell 

a s e st er h y dr ol a s e a cti vit y ( N ar e s h K u m ar et al. 2 0 1 8) w hi c h w a s i n a gr e e m e nt wit h 

t h e fi n di n g s fr o m G o o a n d c oll e a g u e s ( G o o et al. 2 0 1 4), ho w e v er i n c o m p ati bl e wit h 

d at a of t h e ot h er st u di e s m e nti o n e d ( T hi el et al. 2 0 1 3; K or y et al. 2 0 1 7; W ert h e b a c h 

et al. 2 0 1 9) . D u e t o t h e c o ntr a di cti n g d at a a v ail a bl e, a cl e ar-c ut e n z y m ati c f u n cti o n of 

L D A H  i n  t h e  c a n o ni c al  li pi d  m et a b oli s m  r e m ai n s  el u si v e.  O n e  p o s si bilit y  i s  t h at  t h e 

pr ot ei n  f u n cti o n s  o ut si d e  t h e  c a n o ni c al  li pi d  m et a b oli s m  a s  h y p ot h e si z e d  f or 

Dr o s o p hil a  st ur k o pf  ( W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9).  O n e  st u d y  d e m o n str at e d  t h at 

tri a c yl gl y c er ol  l e v el s  w er e  r e g ul at e d  i n  a  m m L D A H-d e p e n d e nt  m a n n er,  w hi c h, 

h o w e v er,  w a s  pr e s u m a bl y  i n d e p e n d e nt  fr o m  t h e  p ut ati v e  e n z y m ati c  a cti vit y  of 

m m L D A H ( G o o et al. 2 0 1 7). H er e, m m L D A H w a s s h o w n t o pl a y a li p o g e ni c r ol e b y 

e n h a n ci n g  t h e  p ol y u bi q uiti n ati o n  a n d  t h u s  t h e  pr ot e a s o m al  d e gr a d ati o n  of  A T G L 

( a di p o s e  tri gl y c eri d e  li p a s e)  p oi nti n g  t o w ar d s  a  r ol e  of  L D A H  i n  th e  r e g ul ati o n  of 

pr ot ei n  st a bilit y/ a cti vit y  r at h er  t h a n  b ei n g  dir e ctl y  i n v ol v e d  i n  t h e  c a n o ni c al  li pi d 

m et a b oli s m (G o o et al. 2 0 1 7) . T hi s p ut ati v e L D A H f u n cti o n w a s al s o h y p ot h e si z e d f or 

Dr o s o p hil a  st ur k o pf  ( W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9) a n d  i s  i n li n e wit h  t h e  fi n di n g  t h at 

st ur k o pf  i nt er a ct s wit h t h e u bi q uiti n ati o n m a c hi n er y ( K ol k h of et al. 2 0 1 7). 

T h e  d at a  a v ail a bilit y  f or  h u m a n  L D A H  ( h s L D A H)  i s  e v e n  m or e  li mit e d  t h a n  f or 

m m L D A H or t h e Dr o s o p hil a  ort h ol o g st ur k o pf . H u m a n L D A H  i s l o c at e d o n t h e s h ort 

ar m of c hr o m o s o m e 2 ( 2 p 2 4. 1, C 2 orf 4 3 ) a n d c o d e s f or a p ol y p e pti d e of 3 2 5 a a of t h e 
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c a n o ni c al  i s of or m  i n  l e n gt h  ( Q 9 H 6 V 9,  w w w. u ni pr ot. or g).  T h e  pr ot ei n  h a s  a 

h y p ot h eti c al α/ β h y dr ol a s e f ol d a n d i s al s o li k el y t o f or m t h e af or e m e nti o n e d G X S X G 

s eri n e  h y dr ol a s e  m otif  wit h  a  s eri n e  at  p o siti o n  1 3 9,  pr e s u m a bl y  f or  t h e  e n z y m ati c 

n u cl e o p hili c  att a c k,  a n  a s p arti c  a ci d  r e si d u e  at  p o siti o n  a a 2 7 1  a n d  a  hi sti di n e  at 

p o siti o n  a a 3 0 0  ( Q 9 H 6 V 9,  w w w. u ni pr ot. or g).  R e c e ntl y,  a  st u d y  d e m o n str at e d  a n 

e n z y m ati c  a cti vit y  f or  h s L D A H  f or  t h e  v er y  fir st  ti m e ( D u b e y  et  al.  2 0 2 0).  H er e, a  

L D A H -m e di at e d h y dr ol y si s of la s o n oli d e A, a p ol y k eti d e -d eri v e d m a cr oli d e  k n o w n  f or 

it s a nti-c a n c er dr u g pr o p erti e s ( H ort o n et al. 1 9 9 4) i s ol at e d fr o m t h e m ari n e s p o n g e of 

t h e  g e n u s F or c e pi a i nt o  a  c yt ot o xi c  m et a b olit e  w a s  d e m o n str at e d ( D u b e y  et  al. 

2 0 2 0) .  Alt h o u g h  L D A H  a n d  it s  ort h ol o g s  ar e  hi g hl y  c o n s er v e d  pr ot ei n s ( T hi el  et  al. 

2 0 1 3;  G o o  et  al.  2 0 1 4)  a n d  t h eir  p h y si ol o gi c al  s u b str at e s  i n  m a m m al s  a n d  ot h er 

s p e ci e s h a v e n ot y et b e e n i d e ntifi e d, t h e a ut h or s hi g hli g ht t h e s u b str at e s p e cifi cit y of 

la s o n oli d e  A  t o  L D A H  r at h er  t h a n  b ei n g  t h e  pr o d u ct  of  a  g e n eri c  e st er  h y dr ol y si s 

( D u b e y et al. 2 0 2 0).  

Wit hi n  t h e  s c o p e  of  v ari o u s  G W A S  st u di e s  ( g e n o m e -wi d e  a s s o ci ati o n  st u di e s),  t h e 

g e n e  l o c u s  of h s L D A H , n a m el y C 2 orf 4 3 ,  w a s  a s s o ci at e d  wit h  t h e  o c c urr e n c e  of 

pr o st at e  c a n c er  ( P C a) ( T a k at a  et  al.  2 0 1 0;  I n n o c e nti  et  al.  2 0 1 1;  Li n d str ö m  et  al. 

2 0 1 2; L o n g et al. 2 0 1 2; W a n g et al. 2 0 1 3; S h ui et al. 2 0 1 4; P e n n e y et al. 2 0 1 5; D u et 

al.  2 0 1 6) . T h e s e  st u di e s  i d e ntifi e d  a  di v er s e  s et  of  pr o st at e  c a n c er  ri s k -a s s o ci at e d 

S N P s  ( si n gl e  n u cl e oti d e  p ol y m or p hi s m s).  H o w e v er,  t h e s e  G W A S  st u di e s  o nl y 

pr o vi d e d a s s o ci ati o n s b et w e e n hi g h ri s k P C a S N P s i n t h e L D A H  g e n e l o c u s C 2 orf 4 3 . 

T h e s e a s s o ci ati o n s w er e fir st p ut i nt o c a u s al c o nt e x t i n 2 0 1 8, w h e n B e nj a mi n C urr all 

a n d c oll e a g u e s pr e s e nt e d a c a s e st u d y of a n e arl y o n s et P C a p ati e nt wit h c o n g e nit al 

h e ari n g l o s s wit h a d e n o v o , g er mli n e, b al a n c e d c hr o m o s o m al tr a n sl o c ati o n ( C urr all 

et al. 2 0 1 8) . T hi s tr a n sl o c ati o n r e s ult e d i n a s u g g e st e d h a pl oi n s uffi ci e n c y eff e ct fr o m 

t h e  di sr u pti o n  of  a  si n gl e  c o di n g L D A H  all el e  a n d  t h u s  a  h et er o z y g o u s  m ut ati o n  of 

h s L D A H  l e a di n g t o i n l o w er e d L D A H  m R N A a n d pr ot ei n l e v el s ( C urr all et al. 2 0 1 8). I n 

t h e s a m e st u d y, h s L D A H  w a s s h o w n t o b e c o m m o nl y d y sr e g ul at e d i n P C a . A n al y s e s  

of  b e ni g n  a n d  t u m or  s a m pl e s  r e v e al e d  a  si g nifi c a nt  d o w nr e g ul ati o n  of h s L D A H i n 

b ot h  pri m ar y  a n d  m et a st ati c  t u m or s,  i n  t h e  l att er  c a s e  t o  a n  e v e n gr e at er e xt e nt  a s 

c o m p ar e d t o b ot h b e ni g n ti s s u e a s w ell a s pri m ar y P C a ( C urr all et al. 2 0 1 8). F urt h er 

d at a  a n al y si s  s h o w e d  a  m or e  fr e q u e nt  d o w nr e g ul ati o n  of h s L D A H  a s  c o m p ar e d  t o 

w ell -k n o w n t u m or s u p pr e s s or s i n P C a s u c h a s P T E N  ( Li et al. 1 9 9 7; H oll a n d er et al. 

2 0 1 1)  a n d N K X 3 -1  ( H e  et  al.  1 9 9 7) b ot h  i n  pri m ar y  a n d  m et a st ati c  pr o st ati c 
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c ar ci n o m a s ( C urr all  et  al.  2 0 1 8).  I n  c ult ur e d  h u m a n  pr o st at e  c ell  li n e s,  it  w a s 

d e m o n str at e d  t h at  tr a n si e nt  sil e n ci n g  of h s L D A H  i n  R W P E-1  c ell s,  a n  e pit h eli al  c ell 

li n e  wit h  hi g h  e n d o g e n o u s h s L D A H e x pr e s si o n,  r e s ult e d  i n  a  si g nifi c a nt  i n cr e a s e  i n 

c ell pr olif er ati o n, w h er e a s c ell mi gr ati o n a n d i n v a si o n w er e u n aff e ct e d ( C urr all et al. 

2 0 1 8) .  O n  t h e  ot h er  h a n d,  o v er e x pr e s si o n  of h s L D A H  i n  P C 3  c ell s,  a  hi g hl y 

t u m ori g e ni c  c ell  li n e  wit h  a  l o w  e n d o g e n o u s h s L D A H  e x pr e s si o n, l e d  t o i n  a 

si g nifi c a nt d e cr e a s e i n c ell pr ol if er ati o n a s w ell a s i n mi gr ati o n a n d i n v a si o n c a p a bilit y 

of P C 3 c ell s ( C urr all et al. 2 0 1 8). Alt h o u g h all t h e s e fi n di n g s s er v e a s circ u m st a nti al 

e vi d e n c e  t h at h s L D A H  l o s s  pl a y  a  r ol e  i n  P C a  t u m ori g e n e si s,  i n v a si v e n e s s  a n d 

a g gr e s si v e n e s s, t h e m ol e c ul ar f u n cti o n of t h e pr ot ei n i s still m o stl y u n k n o w n.  

1. 6   T h e D r o s o p hil a  a c c e s s o r y gl a n d ( A G) a s m o d el f o r P C a  

Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er  h a s  b e e n  utili z e d  a s  m o d el  or g a ni s m  t o  st u d y  a  v ari et y  of 

p at h ol o gi e s  f or  a  v er y  l o n g  ti m e.  A p pr o xi m at el y  o n e  c e nt ur y  a g o , t h e  fl y  w a s  fir st 

u s e d  e x p eri m e nt all y ( C a stl e  1 9 0 6). Si n c e  t h e n, Dr o s o p hil a  h a s  b e c o m e  a  wi d el y 

u s e d,  p o w erf ul  t o ol  t o  st u d y  diff er e nt  bi ol o gi c al  a s p e ct s,  i n cl u di n g  pri m aril y  g e n eti c s 

a s  w ell  a s  d e v el o p m e nt,  m et a b oli s m,  a gi n g  a n d  b e h a vi or ( A s h b ur n er  a n d  B er g m a n 

2 0 0 5;  T ol wi n s ki  2 0 1 7;  B h ar u c h a  2 0 0 9;  C h att erj e e  a n d  P erri m o n  2 0 2 1;  F ei n er m a n 

2 0 2 1; H olt z e et al. 2 0 2 1) . B e si d e s b a si c r e s e ar c h, Dr o s o p hil a  h a s f urt h er b e c o m e a 

c o n v e ni e nt t o ol  t o  st u d y  h u m a n  di s e a s e sd u e  t o  t h e  pr e s e n c e  of  r o u g hl y  7 5  %  of 

f u n cti o n al ort h ol o g o u s g e n e s i n Dr o s o p hil a  of h u m a n di s e a s e -r el at e d g e n e s ( P a n d e y 

a n d  Ni c h ol s  2 0 1 1;  Y a m a m ot o  et  al.  2 0 1 4) .  T h e  hi g h  a b u n d a n c e  of  t h e s e  f u n cti o n al 

h u m a n  di s e a s e  g e n e -r el at e d  ort h ol o g s  al s o  e x pl ai n  t h e  br o a d  s p e ctr u m  of 

p at h ol o gi e s  st u di e d  i n Dr o s o p hil a ,  w hi c h  c o v er  n e ur o d e g e n er ati o n ( S a n g  a n d 

J a c k s o n  2 0 0 5)  i n cl u di n g  Al z h ei m er’ s  di s e a s e ( T s u d a  a n d  Li m  2 0 1 8),  o b e sit y  a n d 

m et a b oli c  di s e a s e ( M u s s el m a n  a n d  K ü h nl ei n  2 0 1 8),  di a b et e s ( Gr a h a m  a n d  Pi c k 

2 0 1 7) ,  i nf e cti o u s  di s e a s e s ( H ar ni s h  et  al.  2 0 2 1) i n cl u di n g  pri o n  di s e a s e ( B uj d o s o  et 

al.  2 0 2 2)  a s  w ell  a s  a  v ari et y  of  n e o pl a sti c  m ali g n a n ci e s  i n cl u di n g, i nt er  ali a, 

c ol or e ct al  c a n c er ( M art or ell  et  al.  2 0 1 4;  B a n gi  et  al.  2 0 1 6;  Zi p p er  et  al.  2 0 2 2), 

gli o bl a st o m a ( K oti a n et al. 2 0 2 2; L o s a d a-P ér e z et al. 2 0 2 2) , l u n g c a n c er ( L e vi n e a n d 

C a g a n 2 0 1 6) , l e u k e mi a ( O s m a n et al. 2 0 0 9; Si n e n k o et al. 2 0 1 0), a s w ell a s pr o st at e 

c a n c er (It o et al. 2 0 1 4; Wil s o n et al. 2 0 1 7; R a m b ur et al. 2 0 2 0; R a m b ur et al. 2 0 2 1). 

T h e Dr o s o p hil a  a c c e s s or y  gl a n d  ( A G)  h a s  r e c e ntl y  g ai n e d  r e c o g niti o n  a n d  w a s 

pr o m ot e d a s a m o d el ti s s u e t o st u d y di v er s e a s p e ct s of t h e h u m a n pr o st at e i n cl u di n g 
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P C a ( Wil s o n et al. 2 0 1 7; R a m b ur et al. 2 0 2 1). S e v er al st u di e s b uil d o n si mil ariti e s of 

t h e A G s a n d t h e pr o st at e n ot o nl y p h y si ol o gi c all y, b ut al s o g e n eti c all y ( L ei bli c h et al. 

2 0 1 2;  It o  et  al.  2 0 1 4;  Sit ni k  et  al.  2 0 1 6;  L ei bli c h  et  al.  2 0 1 9) . F u n cti o n all y,  t h e  A G 

o p er at e s  i n  a  si mil ar  m a n n er  a s  t h e  h u m a n  pr o st at e  b y  c o ntri b uti n g  t o  a n d 

tr a n sf erri n g  t h e  s e mi n al  fl ui d  d uri n g  c o p ul ati o n ( B ertr a m  et  al.  1 9 9 6;  Gil c hri st  a n d 

P artri d g e  2 0 0 0) .  U p o n  tr a n sf er,  s e v er al  c o m p o n e nt s  of  t h e  s e mi n al  fl ui d  i n d u c e 

p h y si ol o gi c al a n d b e h a vi or al r e s p o n s e s i n f e m al e fli e s ( Li u a n d K u bli 2 0 0 3; C h a p m a n 

et al. 2 0 0 3; R a vi R a m a n d W olf n er 2 0 0 7) .  

T h e A G s ar e s e cr et or y gl a n d s of t h e m al e r e pr o d u cti v e tr a ct c o n si sti n g of t w o d e a d -

e n d  l o b e s  w hi c h  br a n c h  off  of  t h e  m al e  g e nit al  tr a ct  at  t h e  a nt eri or  e n d  of  t h e 

ej a c ul at or y  d u ct ( B air ati  1 9 6 7).  A G s  d e v el o p  fr o m  a  s p e ci al  s et  of  c ell s  i n  t h e  m al e 

pri m or di u m  of  t h e  g e nit al  di s c ( N öt hi g er  et  al.  1 9 7 7) w h o s e  d e v el o p m e nt al  f at e  i s 

d et er mi n e d  d uri n g  t h e  t hir d  i n st ar  st a g e  vi a  t h e  m al e  s e x  d et er mi n ati o n  p at h w a y 

( C h a p m a n  a n d  W olf n er  1 9 8 8). S e mi n al  fl ui d  s e cr eti o n  i s  e n s ur e d  b y  s e cr et or y  c ell s 

a n d n e ur o n all y c o ntr oll e d ( T a yl er et al. 2 0 1 2) stri at e d m u s cl e c o ntr a cti o n ( S u si c-J u n g 

et al. 2 0 1 2) . E a c h gl a n d c o m pri s e s a si m pl e m o n ol a y er e pit h eli u m, w hi c h i s m a d e u p 

b y t w o diff er e nt c ell t y p e s, n a m el y m ai n ( M C) a n d s e c o n d ar y c ell s ( S C)  ( B ertr a m et 

al.  1 9 9 2) .  B ot h h a v e  a n  i ntri n si c  g e n e  e x pr e s si o n  p att er n ( B ertr a m  et  al. 1 9 9 2) . 

A m o n g t h e g e n eti c all y di sti n ct tr a n s cri pti o n al pr ofil e s of t h e t w o p o st mit oti c c ell t y p e s, 

t h e y c a n b e di sti n g ui s h e d b y t h eir m or p h ol o g y a n d t h eir a b u n d a n c e ( T a ni g u c hi et al. 

2 0 1 4) . S q u a m o u s M C s ar e fl at, h e x a g o n al bi n u cl e at e c ell s w hi c h li n e t h e e ntir e l o b e 

a n d  ar e  n u m eri c all y  m o st  str o n gl y  r e pr e s e nt e d  wit h  r o u g hl y  1 0 0 0  c ell s  p er  l o b e 

( B air ati  1 9 6 7;  B ertr a m  et  al.  1 9 9 2).  S p h eri c al,  bi n u cl e at e  S C s  c o nt ai ni n g  l ar g e 

v a c u ol e s  ar e,  h o w e v er,  l e s s  fr e q u e ntl y  a b u n d a nt  wit h  r o u g hl y  4 0 -6 0  S C s 

c o n c e ntr ati n g at t h e m o st di st al e n d of e a c h l o b e ( B air ati 1 9 6 7; B ertr a m et al. 1 9 9 2). 
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et al. 2 0 1 4; It o et al. 2 0 1 8 a; It o et al. 2 0 1 8 b) . C N P Y 2 w a s r e c entl y s h o w n t o i n hi bit 

t h e pr ot e a s o m al d e gr a d ati o n of t h e a n dr o g e n r e c e pt or ( A R), a k e y r e g ul at or i n P C a 

pr o gr e s si o n, vi a i nt erf er e n c e wit h t h e u bi q uiti n ati o n m a c hi n er y (It o et al. 2 0 1 8 b). T h e 

u bi q uiti n a ti o n of t h e st er oi d r e c e pt or b y t h e E 3 u bi q uiti n li g a s e M Y LI P/I D O L ( m y o si n 

r e g ul at or y  li g ht  c h ai n  i nt er a cti n g  pr ot ei n/i n d u ci bl e  d e gr a d er  of  t h e  L D L  r e c e pt or)  i s 

i n hi bit e d t hr o u g h a n i nt er a cti o n of C N P Y 2 wit h t h e E 2 c o nj u g ati n g e n z y m e U B E 2 D 1 

(It o  et  al.  2 0 1 8 b).  F urt h erm or e ,  a  di v er s e  s et  of  E 3  u bi q uiti n  li g a s e s  i s  k n o w n  t o 

u bi q uiti n at e s e v er al l y si n e r e si d u e s of t h e A R. T w o l y si n e r e si d u e s i n t h e C -t er mi n u s 

of t h e A R ( K 8 4 5 a n d K 8 4 7) w er e s h o w n t o b e u bi q uiti n at e d b y S K P 2, C HI P, M D M 2, 

R N F 6,  a n d  Si a h 2 ( Li  et  al.  2 0 1 4 a;  Li  et  al.  2 0 14 b) .  W hil e  t h e  u bi q uiti n ati o n  of  C-

t er mi n al  l y si n e  r e si d u e s  b y  S K P 2,  M D M 2  a n d  C HI P  r e s ult s  i n  t h e  pr ot e a s o m al 

d e gr a d ati o n of t h e A R, u bi q uiti n ati o n of t h e s a m e r e si d u e s t hr o u g h Si a h 2 a n d R N F 6 

w er e s h o w n t o e n h a n c e t h e tr a n s cri pti o n al a cti vit y of t h e r e c e pt or ( X u et al. 2 0 0 9; Li 

et al. 2 0 1 4 a) . A l y si n e r e si d u e ( K 3 1 1) l o c at e d at t h e N -t er mi n u s of t h e A R w a s f urt h er 

d e m o n str at e d  t o  b e  u bi q uiti n at e d  b y  S K P 2  ( M c Cl ur g  et  al.  2 0 1 7).  T hi s  p o st-

tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n w a s s h o w n t o b e criti c al f or A R pr ot ei n st a bilit y a s w ell a s 

it s tr a n s cri pti o n al a cti vit y ( M c Cl ur g et al. 2 0 1 7).  

T o  d at e  t h er e  i s  n o  d efi nit e A R h o m ol o g i d e ntifi e d i n Dr o s o p hil a .  H o w e v er,  s e v er al 

att e m pt s h a v e b e e n m a d e t o pr o m ot e si mil ariti e s of t h e e c d y s o n e r e c e pt or ( E c R) a n d 

t h e h u m a n A R ( B e n d er et al. 1 9 9 7; L eibli c h et al. 2 0 1 9) . T h e E c R i s a n u cl e ar st er oi d 

r e c e pt or  w hi c h  f or m s  a  f u n cti o n al  h et er o di m eri c  pr ot ei n  r e c e pt or t o g et h er  wit h  U S P 

( ultr a s pir a cl e) ( Y a o et al. 1 9 9 3 b). T h e f or m ati o n of h et er o di m er s b et w e e n t w o n u cl e ar 

r e c e pt or s  w a s  pr e vi o u sl y  al s o  s h o w n  f or  t h e  a n dr o g e n  r e c e pt or ( C h e n  et  al.  1 9 9 7; 

L e e  et  al.  1 9 9 9) .  2 0-h y dr o x y e c d y s o n e  ( 2 0 H E)  bi n d s  t o  t h e  li g a n d -a cti v at e d 

tr a n s cri pti o n f a ct or E c R, w hi c h, i n t ur n, r e g ul at e t ar g et g e n e e x pr e s si o n ( Ri d dif or d et 

al.  2 0 0 0) .  T h e  E c R  i s  k n o w n  t o  c o ntr ol  a n d  r e g ul at e  e m br y o ni c  a n d  l ar v al 

d e v el o p m e nt ( K o ell e et al. 1 9 9 1). It w a s s h o w n t o al s o c o ntri b ut e t o ot h er pr o c e s s e s 

s u c h  a s  r e pr o d u cti o n ( C ar n e y  a n d  B e n d er  2 0 0 0;  M ei s el m a n  et  al.  2 0 1 7;  S h ar m a  et 

al. 2 0 1 7) . T h e E c R i s cr u ci al f or pr o p er A G d e v el o p m e nt a n d it s f u n cti o n ( S h ar m a et 

al. 2 0 1 7) . W h er e a s  t h e E c R pr o m ot es  e n d or e pli c ati o n of S C s i n vir gi n m al e fli e s, t h e 

n u cl e ar  gr o wt h  i n  m at e d  m al e s  i s  m e di at e d  vi a  E c R -i n d e p e n d e nt  B M P  si g n ali n g 

s u g g e sti n g  m e c h a ni sti c  p ar all el s  b et w e e n  t h e  p h y si ol o gi c al,  b e h a vi or -i n d u c e d 

si g n ali n g s wit c h i n Dr o s o p hil a  m al e A G s a n d alt er e d p at h ol o gi c al si g n ali n g alt er ati o n s 

a s s o ci at e d  wit h  P C a ( L ei bli c h  et  al.  2 0 1 9). M or e o v er ,  u bi q uiti n ati o n  a n d  t h u s 
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pr ot e a s o m al  d e gr a d ati o n  of  E c R  (i s of or m  A)  vi a  t h e  E 3  u bi q uiti n  li g a s e  w a s 

d e m o n str at e d ( Gr a dill a  et  al.  2 0 1 1).  H o w e v er,  a c c or di n g  t o  Fl y B a s e  ( v er si o n 

F B 2 0 2 2 _ 0 4) t h e m o st pr o b a bl e h u m a n ort h ol o g f or t h e E c R i s t h e li v er X r e c e pt or α  

( L X R α) ( R e s c hly et al. 2 0 0 8) . A n ot h er n u cl e ar r e c e pt or, n a m el y t h e e str o g e n-r el at e d 

r e c e pt or ( E R R), al s o n e c e s s ar y f or l ar v al d e v el o p m e nt ( T e n n e s s e n et al. 2 0 1 1) a n d 

r e pr o d u cti o n s u c c e s s ( Mi sr a et al. 2 0 1 7) , i s a m or e pr o b a bl e A R ort h ol o g c o m p ar e d 

t o E c R  ( Fl y B a s e;  v er si o n  F B 2 0 2 2 _ 0 4).  H o w e v er,  gi v e n  t h e  f a ct  t h at  a  v ari et y  of 

si mil ariti e s c o n c er ni n g f u n cti o n, g e n eti c s a n d p h y si ol o g y ar e c o n s er v e d b et w e e n t h e 

A G  a n d  t h e  h u m a n  pr o st at e r e n d er s t h e  A G  a  r o b u st  m o d el  t o  st u d y  s e v er al, 

alt h o u g h  n ot  e ntir el y,  a s p e ct s  i n  r el ati o n  t o  t h e  h u m a n  pr o st at e  a s  w ell  a s  it s 

p at h ol o gi e s.  

1. 7   Ai m of t hi s w o r k  

Fir st,  t hi s  w or k  ai m s  at  i n v e sti g ati n g w h et h er Dr o s o p hil a  st ur k o pf  aff e ct s  c ell ul ar 

pr o c e s s e s  s u c h  a s  pr olif er ati o n  i n  a  si mil ar  m a n n er  a s  it  w a s  s h o w n  f or  L D A H  i n 

pr o st at e c a n c er c ell s. S e c o n d , t h e eff e ct of st ur k o pf  pr ot ei n a b u n d a n c e alt er ati o n s i n 

vi v o  i n  t h e  a c c e s s or y  gl a n d  of  m al e Dr o s o p hil a  fli e s i s  a n al y z e d wit h  r e g ar d  t o 

pr olif er ati o n  a n d  t h e  r e g ul ati o n  of  ot h er  c ell ul ar  pr o c e s s e s  s u c h  a s  a p o pt o si s.  L a st, 

r e s e ar c h  i nt o  t h e  m e c h a ni s m  of  h o w  t h e  l o s s  of  a  L D A P  pr o m ot e s  or  c a u s e s 

m ali g n a nt n e o pl a sti c e v e nt s w a s ai m e d . H er e, s p e ci al f o c u s w a s p ut o n t h e p ut ati v e 

st ur k o pf -m e di at e d  st a bilit y  r e g ul ati o n  of  t ar g et  pr ot ei n s. In  vitr o  a n d  i n  vi v o 

e x p eri m e nt s  w er e c o n d u ct e d  t o  i d e ntif y  t h e  r ol e  of  t h e  L D A P st ur k o pf  a n d h u m a n 

L D A H  p arti all y, i n  pr of o u n d  c ell ul ar  pr o c e s s e s  a s  w ell  a s  a c c o m p a n yi n g  e n d o cri n e 

p h y si ol o g y r e g ul ati o n.  
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2   R e s ult s  

St ur k o pf a n d it s m a m m ali a n h o m ol o g s, n a m el y L D A H, c o m pri s e a c o n s er v e d gr o u p 

of  L D A P s,  w hi c h  h a v e  b e e n  c h ar a ct eri z e d  t o w ar d s  t h eir  p ut ati v e  r ol e  a s  s eri n e 

h y dr ol a s e s or li p a s e s wit hi n t h e s c o p e of t h e c a n o ni c al li pi d m et a b oli s m ( T hi el et al. 

2 0 1 3;  G o o  et  al.  2 0 1 4) .  T h e s e  c h ar a ct eri z ati o n s  w er e  b a s e d  o n  t h e  pr e s e n c e  of  a 

c o n s er v e d  s eri n e  h y dr ol a s e/li p a s e  G X S X G  m otif  w hi c h  all  of  t h e  pr ot ei n  f a mil y 

m e m b er s h a v e i n c o m m o n ( T hi el et al. 2 0 1 3; G o o et al. 2 0 1 4; N ar e s h K u m ar et al. 

2 0 1 8) .  H o w e v er,  w hil e s o m e st u d i e s d e m o n st r at e d  a r ol e  i n  li pi d  m et a b oli s m f or 

m uri n e L D A H ( G o o et al. 2 0 1 4) a n d f or t h e y e a st ort h ol o g Y pr 1 4 7 c p ( N ar e s h K u m ar 

et  al.  2 0 1 8) ,  ot h ers  w er e  u n a bl e  t o  fi n d  e vi d e n c e  f or a  T A G  or  C E  h y dr ol a s e/li p a s e 

f u n cti o n  f or  m uri n e  L D A H or  t h e Dr o s o p hil a  ort h ol o g st ur k o pf ,  f or m erl y  k n o w n  a s 

C G 9 1 8 6 ( T hi el et al. 2 0 1 3; K or y et al. 2 0 1 7; W ert h e b a c h et al. 2 0 1 9). T h u s, t h e r ol e 

of t h i s L D A P f a mil y i n t h e c a n o ni c al li pi d m et a b oli s m i s still i n q u e sti o n a n d n ot cl e ar  

y et .  

A r e p ort fr o m 2 0 1 8 pr e s e nt e d a n a ct u al c a s e st u d y of a n e arl y -o n s et P C a p ati e nt wit h 

a d e  n o v o ,  g er mli n e,  b al a n c e d  c hr o m o s o m al  tr a n sl o c ati o n  r e s ulti n g  i n  a  s u g g e st e d 

h a pl oi n s uffi ci e n c y eff e ct fr o m t h e di sr u pti o n of a si n gl e c o di n g L D A H all el e a n d t h u s a 

h e t er o z y g o u s  m ut ati o n  of h s L D A H  r e s ulti n g  i n  l o w er e d  L D A H  m R N A  a n d  pr ot ei n 

l e v el s  w a s  pr e s e nt e d ( C urr all  et  al.  2 0 1 8). C urr all  a n d  c oll e a g u e s  c o n cl u d e d  a 

d e ci si v e r ol e of L D A H  l o s s i n t h e o n s et a n d pr o gr e s si o n of pr o st at e c a n c er ( C urr all et 

al.  2 0 1 8) .  T h e s e  fi n di n g s  w er e  i n  li n e  wit h  pr o st at e  c a n c er  ri s k-a s s o ci at e d  si n gl e 

n u cl e oti d e  p ol y m or p hi s m s i d e ntifi e d  pr e vi o u sly i n  t h e  h u m a n L D A H  g e n e  l o c u s 

C 2 O R F 4 3 ( T a k at a et al. 2 0 1 0; I n n o c e nti et al. 2 0 1 1; Li n d str ö m et al. 2 0 1 2; L o n g et 

al.  2 0 1 2;  W a n g  et  al.  2 0 1 3;  S h ui  et  al.  2 0 1 4;  P e n n e y  et  al.  2 0 1 5;  D u  et  al.  2 0 1 6) . 

F urt h er m or e,  a  r ol e  o ut si d e  of  t h e  c a n o ni c al  li pi d  m et a b oli s m  w a s s h o w n  f or 

Dr o s o p hil a  st ur k o pf , aff e cti n g  pr of o u n d  p h y si ol o gi c al  pr o c e s s e s  i n cl u di n g  n utriti o n al 

s e n si n g,  d e v el o p m e nt  a n d  a c c o m p a n yi n g  e n d o cri n e  pr o c e s s e s,  t h u s  r e g ul ati n g 

or g a ni s m al  p h y si ol o g y ( W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9).  A d diti o n all y,  L D A H  a s  w ell  a s 

st ur k o pf  h a v e b e e n a s s o ci at e d wit h t h e u bi q uiti n ati o n m a c hi n er y, eit h er b y t h e s h e er 

f a ct t h at t h e pr ot ei n( s) g et u bi q uiti n at e d t h e m s el v e s ( K ol k h of et al. 2 0 1 7), or b y b ei n g 

i n v ol v e d i n  pr ot ei n  st a bilit y  r e g ul ati o n a s  s h o w n  f or  a  L D A H-m e di at e d  st a bilit y 

r e g ul ati o n of t h e a di p o s e tri gl y c eri d e li p a s e ( A T G L) ( G o o et al. 2 0 1 7) or h y p ot h e si z e d 

f or  a st ur k o pf -m e di at e d  pr ot ei n  st a bilit y  r e g ul ati o n  of  j u v e nil e  h or m o n e  d e gr a di n g 

e n z y m e s, n a m el y J H E H ( W ert h e b a c h et al. 2 0 1 9). 



  R e s ult s  
 

2 2  
 

A s  s e v er al  li n e s  of  e vi d e n c e  c o n v er g e  t o w ar d s  a  r ol e  of  st ur k o pf  a n d  m a m m ali a n 

L D A H  i n  p h y si ol o gi c al,  c ell ul ar,  a n d  e n d o cri n e  pr o c e s s e s,  t h e s e  a s p e ct s  w er e 

i n v e sti g at e d  wit hi n  t h e  s c o p e  of  t hi s  w or k.  H er e,  t h e  r ol e  of  t h e s e  L D A P s  i n  t h e 

c o nt e xt  of  pr o st at e  c a n c er -r el e v a nt  a s p e ct s  w a s  i n v e sti g at e d p arti c ul arl y .  A 

Dr o s o p hil a  st ur k o pf  l o s s  of  f u n cti o n  ( L O F)  fl y  li n e  a n d  c ult ur e d  c ell s  w er e  u s e d  a s 

m o d el s y st e m s t o s cr uti ni z e a p ot e nti al r ol e of st ur k o pf  i n c ell pr olif er ati o n i n vitr o a n d 

i n vi v o a s t h e Dr o s o p hil a  a c c e s s or y gl a n d h a s b e e n r e c e ntl y pr o p a g at e d a s m o d el t o 

i n ve sti g at e  s e v er al  a s p e ct s  of  pr o st at e  c a n c er ( Wil s o n  et  al.  2 0 1 7;  R a m b ur  et  al. 

2 0 2 1) . F urt h er m or e, bi o c h e mi c al m et h o d s w er e a p pli e d t o i n v e sti g at e st ur k o pf ’ s r ol e 

i n e n d o cri n e p h y si ol o g y r e g ul ati o n a s st ur k o pf  L O F i s a s s u m e d t o i nfl u e n c e e c d y s o n e 

si g n ali n g ( W ert h e b a c h et al. 2 0 1 9) w hi c h a ct s i n a si mil ar m a n n er a s t e st o st er o n e i n 

P C a ( L ei bli c h  et  al.  2 0 1 9).  L a st,  l u cif er a s e  c o m pl e m e nt ati o n  e x p eri m e nt s  w er e 

p erf or m e d t o g et i n si g ht i nt o a p ot e nti al m e c h a ni sti c m o d e of st ur k o pf  a cti o n a s w ell 

a s  t o  i n v e sti g at e  t h e  h y p ot h eti c al  c o n s er v ati o n  of  pr ot ei n -pr ot ei n -i nt er a cti o n s  i n  t hi s 

c o nt e xt.  

2. 1   St u r k o pf aff e ct s c ell p r olif e r ati o n i n c ult u r e d c ell s  

T h er e i s gr o wi n g e vi d e n c e i n s ci e ntifi c lit er at ur e t h at m a m m ali a n L D A H pl a y s a r ol e i n 

c ell ul ar pr o c e s s e s i n cl u di n g pr olif er ati o n ( C urr all et al. 2 0 1 8) . A k n o c k d o w n of L D A H  

i n  t h e  pr o st at e  c ell  li n e  R W P E-1  w a s  s h o w n  t o  i n cr e a s e  pr olif er ati o n  of  t h e s e  c ell s 

w hil e ot h er p ar a m et er s s u c h a s c ell mi gr ati o n a n d i n v a si o n w er e u n aff e ct e d ( C urr all 

et al. 2 0 1 8) . O v er e x pr e s si o n of L D A H i n t h e hi g hl y t u m ori g e ni c P C a c ell li n e P C 3 ( T ai 

et  al.  2 0 1 1)  r e s ult e d  i n  a  pr olif er ati o n  d e cr e a s e  a s  w ell  a s  d e cr e a s e d  P C 3  c ell 

mi gr ati o n  a n d  i n v a si o n  c a p a citi e s ( C urr all  et  al.  2 0 1 8) w hi c h  u s u all y  ar e 

c h ar a ct eri sti c s of t hi s pr o st at e c a n c er c ell li n e ( Y a m a z a ki et al. 1 9 9 4; Zi et al. 2 0 0 5; 

H u a n g et al. 2 0 1 1; R aj a Si n g h et al. 2 0 1 7) .  

T h u s, it w a s of i nt er e st w h et h er t h e s e o b s er v ati o n s  c o ul d b e r e c a pit ul at e d u si n g t h e 

Dr o s o p hil a  L D A H  ort h ol o g st ur k o pf  i n  c ult ur e d  c ell s.  C urr e ntl y,  t h er e  i s  n o  c ell  li n e 

a v ail a bl e ori gi n ati n g  fr o m  t h e Dr o s o p hil a  a c c e s s or y  gl a n d  w hi c h m a y  b e  t h e  m o st 

a c c ur at e c ell li n e t o t e st f or t h e p ut ati v e r ol e of st ur k o pf  i n pr olif er ati o n wit h r e g ar d s t o 

pr o st at e  c a n c er.  H o w e v er, st u r k o pf a s  w ell  a s  v ari o u s st ur k o pf  v ari a nt s  w er e  st a bl y 

o v er e x pr e s s e d i n S 2 R + c ell s ( Y a n a g a w a et al. 1 9 9 8) o n t o p of e n d o g e n o u s st ur k o pf  

e x pr e s si o n  i n  t h e s e  c ell s  ( Fl y B a s e  [ v er si o n  F B 2 0 2 2 _ 0 5])  w hi c h  ar e  l at e -e m br y o ni c 

c ell s  of  m al e  ori gi n ( L e e  et  al.  2 0 1 4).  B e si d e s wil d  t y p e  st ur k o pf  ( T hi el  et  al.  2 0 1 3), 
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  R e s ult s  
 

2 8  
 

ar e  m aj or  a s p e ct s  of  pr o st at e  c a n c er  i niti ati o n,  pr o gr e s si o n,  or  a g gr e s si v e n e s s  a n d  

pl a y a n i m p ort a nt r ol e i n t h er a p y o pti o n s ( C uli g a n d S a nt er 2 0 1 4). 

A s s h o w n pr e vi o u sl y,  Dr o s o p hil a  st ur k o pf  i s e x pr e s s e d i n t h e A G s ( W ert h e b a c h et al. 

2 0 1 9).  It w a s, t h u s, of gr e at i nt er e st t o i n v e sti g at e a p ut ati v e r ol e f or st ur k o pf  i n t h e 

A G s  a n d  i n  p arti c ul ar  i n  t h e  S C s  u si n g  b ot h  a  pr e vi o u sl y  g e n er at e d  C RI S P R/ C a s 9 -

d eri v e d st ur k o pf  n ull m ut a nt fl y ( W ert h e b a c h et al. 2 0 1 9) a s w ell a s a g e n eti c s y st e m 

w hi c h  w a s  cr o s s e d  i n  t h e st ur k o pf  n ull  m ut a nt  b a c k gr o u n d .  T hi s  d o e s n ot  o nl y 

vi s u ali z e  t h e  S C s  b y  S C -s p e cifi c  G F P  e x pr e s si o n  b ut  al s o  all o w s  f or t e m p or al 

m a ni p ul ati o n of tr a n s g e n e e x pr e s si o n. T h e  pri n ci pl e of t hi s g e n eti c s y st e m ( Ji a n g et 

al. 2 0 0 9; Mi c c h elli a n d P erri m o n 2 0 0 6)  r e q uir e s t h e d e v el o p m e nt of a ni m al s o n 1 8 ° C 

d u e t o t h e pr e s e n c e of a t e m p er at ur e s e n siti v e G al 8 0 r e pr e s s or e n s uri n g a bl o c k i n 

tr a n s g e n e e x pr e s si o n ( M c G uir e et al. 2 0 0 4). U p o n h at c hi n g, a ni m al s w er e tr a n sf err e d 

t o 2 9 ° C t o e n s ur e s p ati al a n d t e m p or al c o ntr ol of tr a n s g e n e e x pr e s si o n.  

 

2. 2. 1   st u r k o pf  L O F r e s ult s i n d e c r e a s e d S C a b u n d a n c e  

A G s of 7 -d a y s ol d fli e s of b ot h g e n ot y p e s w; e s g -G al 4, U A S s er G F P,t u b G al 8 0 t s; + (fr o m 

n o w  o n  r ef err e d  t o  a s e s g; Ctrl ,  e x pr e s si n g wil d  t y p e  l e v el s  of st ur k o pf )  a n d w; e s g -

G al 4, U A S s er G F P,t u b G al 8 0 t s; st ur k o pf[ 3 5. 7] (fr o m  n o w  o n  r ef err e d  t o  a s e s g; 3 5. 7 ) 

e x pr e s si n g  t hi s  g e n eti c  c o n str u ct  i n  t h e st ur k o pf  n ull  m ut a nt  b a c k gr o u n d , w er e 

di s s e ct e d,  st ai n e d,  r e c or d e d  i n  Z -st a c k s,  a n d  a n al y z e d  f or  m or p h ol o gi c  a n d 

p h e n ot y pi c c h a n g e s r e g ar di n g t h e o v er all A G m or p h ol o g y a n d i n p arti c ul ar S C s. N o 

diff er e n c e s i n o v er all A G m or p h ol o g y a s w ell a s S C si z e, s h a p e, a n d l o c ati o n (fi g ur e 

1 1) h a v e b e e n  i d e ntifi e d. 
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2. 3   T h e r ol e of st u r k o pf i n e n d o c ri n e p h y si ol o g y r e g ul ati o n  

2. 3. 1   st u r k o pf  L O F r e s ult s i n a d e c r e a s e i n e n d o r e pli c ati o n of 

S C s  

E n d or e pli c ati o n i s r ef err e d t o a s t h e r e pli c ati o n of t h e g e n o m e i n a b s e n c e of mit oti c 

di vi si o n s ( E d g ar  a n d  Orr-W e a v er  2 0 0 1)  a n d  w a s  d e s cri b e d  a s  i m p ort a nt  pr o g n o sti c 

m ar k er f or P C a ( D eit c h et al. 1 9 9 3; B a d al a m e nt et al. 1 9 9 1). E n d or e pli c ati o n o c c ur s  

i n t h e S C s of t h e A G i n m al e Dr o s o p hil a ( L ei bli c h et al. 2 0 1 2). T hi s n u cl e ar gr o wt h of 

S C s i s m e di at e d  b y  E c R  si g n ali n g  i n  vir gi n  m al e Dr o s o p hil a  a n d  vi a  B M P  ( b o n e 

m or p h o g e ni c  pr ot ei n)  si g n ali n g  i n  m at e d  fli e s ( L ei bli c h  et  al.  2 0 1 9).  A s  a  p ut ati v e 

eff e ct of st ur k o pf  i n e c d y s o n e si g n ali n g w a s pr e vi o u sl y h y p ot h e si z e d ( W ert h e b a c h et 

al. 2 0 1 9) , it w a s of i nt er e st t o a n al y z e  w h et h er diff er e n c e s i n e n d or e pli c ati o n o c c ur i n 

st ur k o pf  n ull m ut a nt a ni m al s. T h e m et h o d t o m e a s ur e e n d or e pli c ati o n i s d e s cri b e d i n 

4. 2. 4. 2 ( L ei bli c h et al. 2 0 1 2).  

T o d et er mi n e  e n d or e pli c ati o n,  n u cl e ar  ar e a s  of  b ot h  M C s  a n d  S C s  n e e d e d  t o  b e 

m e a s ur e d b ef or e h a n d. U p o n m e a s ur e m e nt of n u cl e ar ar e a s of M C s a n d S C s of b ot h 

e s g; Ctrl  a n d e s g; 3 5. 7 hi g hl y si g nifi c a nt diff er e n c e s i n b ot h M C a n d S C n u cl e ar ar e a 

b et w e e n e s g; Ctrl  a n d  e s g; 3 5. 7  w er e i d e ntifi e d (fi g ur e 1 9).  
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  R e s ult s  
 

4 1  
 

a s II S n ot o nl y aff e ct s e c d y s o n e s y nt h e si s ( C al d w ell et al. 2 0 0 5; Mirt h et al. 2 0 0 5) b ut 

al s o  b e c a u s e  e c d y s o n e  a n d  II S  si g n ali n g  w er e  s h o w n  t o  a nt a g o ni z e  e a c h  ot h er 

( C ol o m b a ni  et  al.  2 0 0 5;  D el a n o u e  et  al.  2 0 1 0).  I n  t h e f at  b o d y of st ur k o pf  m ut a nt 

l ar v a e t h e l o c ali z ati o n of d F o x O w a s s h o w n t o b e alt er e d ( W ert h e b a c h et al. 2 0 1 9). 

d F o x O  i s  a  tr a n s cri pti o n  f a ct or  w hi c h  i s  a  dir e ct  d o w n str e a m  t ar g et  of  II S  si g n ali n g 

a n d  r e g ul at e d  b y  j u v e nil e  h or m o n e  si g n ali n g ( Mirt h  et  al.  2 0 1 4).  L o w er e d  II S 

si g n ali n g r e s ult s i n i n i n cr e a s e d n u cl e ar l o c ali z ati o n of d F o x O, a s c o u l d b e d et e ct e d 

f or st ur k o pf  m ut a nt a ni m al s (fi g ur e 2 2) ( W ert h e b a c h et al. 2 0 1 9). 

 

Fi g ur e  2 2:  ( A )  A nti b o d y  st ai ni n g  a g ai n st  d F o x O  ( gr e e n)  of  f at b o di e s  of  w a n d eri n g  L 3  l ar v a e  of 

st ur k o pf  Ctrl a n d st ur k o pf[ 3 5. 7]  a ni m al s.  Ti s s u e s w er e a d diti o n all y st ai n e d wit h H o e c h st 3 3 2 5 8 ( bl u e) t o 

m ar k n u cl ei. ( B ) Q u a ntifi c ati o n of t h e n u cl e ar d F o x O l e v el s b y m e a s ur e m e nt of m a xi m al fl u or e s c e n c e 

i nt e n sit y. T h e b o x pl ot s r e pr e s e nt t h e d at a f or 3 1 5 st ur k o pf  Ctrl a n d 4 2 7 st ur k o pf[ 3 5. 7]  n u cl ei a n d ar e 

a n  r e pr e s e nt ati v e  e x a m pl e  fr o m  t hr e e  bi ol o gi c all y  i n d e p e n d e nt  e x p eri m e nt s.  All  p  v al u e s  w er e 

o bt ai n e d b y a n u n p air e d t w o -s a m pl e t t e st wit h si g nifi c a n c e l e v el s: n. s., p ≥ 0. 0 5, * p < 0. 0 5, ** p < 0. 0 1, 

*** p < 0. 0 0 1 ( a d a pt e d fr o m  W ert h e b a c h et al. ( 2 0 1 9) wit h p er mi s si o n of t h e j o ur n al, a s it “i s u n d er t h e 

t er m s of Cr e ati v e C o m m o n s C C-B Y ( C C -B Y 4. 0) li c e n s e w hi c h p er mit s u nr e stri cti v e u s e [ …] pr o vi d e d 

t h e ori gi n al w or k i s pr o p erl y cit e d” C o p yri g ht Cl e ar a n c e C e nt er, I n c.). 

st ur k o pf  L O F  w a s  h y p ot h e si z e d  t o  alt er  t h e  st a bilit y  a n d , t h u s,  t h e a cti vit y  of  J H E H 

e n z y m e s  r e s ulti n g  i n  a n  el e v ati o n  i n  J H E H  a cti vit y  a n d  l o w er e d  J H  l e v el s  a s  a 

c o n s e q u e n c e ( W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9).  T h er ef or e,  g e n e  e x pr e s si o n  c h a n g e s  of 

J H E H 1 -3  tr a n s cri pt l e v el s w er e t e st e d vi a q R T-P C R t o e v al u at e t h e st a bili zi n g r ol e of 

st ur k o pf  L O F wit h r e g ar d t o t h e j u v e nil e h or m o n e e p o xi d e h y dr ol a s e s (fi g ur e 2 3).  
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a b u n d a n c e  w a s  i n cr e a s e d  i n wil d  t y p e  st ur k o pf  o v er e x pr e s si n g  c ell s  a s  w ell  a s  i n 

st ur k o pf ( S 1 1 9 A)  a n d h s L D A H  o v er e x pr e s si n g  c ell s,  all  E c R  i s of or m s  i n 

st ur k o pf ( 1 6 K 2 R)-o v er e x pr e s si n g  c ell s  s h o w e d  a  pr ot ei n  a b u n d a n c e  c o m p ar a bl e  t o 

t h e  c o ntr ol  c ell  li n e  (fi g ur e  2 8). T hi s  d at a  s u g g e st  a  st a bili zi n g  r ol e  of wil d  t y p e  

st ur k o pf  o v er e x pr e s si o n  f or  t h e  diff er e nt  E c R  i s of or m s.  F urt h er m or e,  b ot h 

st ur k o pf ( S 1 1 9 A)  a n d h s L D A H  o v er e x pr e s si o n  i n cr e a s e d  i s o f or m-s p e cifi c  pr ot ei n 

a b u n d a n c e  of  E c R  A/ B 1  i n  c o m p ari s o n  t o  t h e  c o ntr ol. st ur k o pf ( 1 6 K 2 R) 

o v er e x pr e s si o n  i s  t h e  o nl y  c o n diti o n  w hi c h  s h o w e d  n o  diff er e n c e  i n  E c R  pr ot ei n 

a b u n d a n c e c o m p ar e d t o t h e c o ntr ol.  

It w a s i niti all y pl a n n e d t o p erf or m c y cl o h e xi mi d e pul s e -c h a s e e x p eri m e nt s wit h t h e s e 

c ell  li n e s ,  t o o.  Ho w e v er , t h e s e  e x p eri m e nt s  w er e  n ot  e x e c ut e d  d u e  t o  t h e  n ot  v er y 

c o n vi n ci n g  d at a  o bt ai n e d  fr o m  t h e  c y cl o h e xi mi d e  c h a s e  e x p eri m e nt s  i n cl u di n g 

M G 1 3 2 a n d P yr -4 1 tr e at m e nt p erf or m e d u si n g S 2 R + c ell s (fi g ur e 2 7 ). 

E c R  pr ot ei n  a b u n d a n c e  w a s  al s o  c h e c k e d i n  vi v o u si n g  l y s at e s  of  w a n d eri n g  L 3 

l ar v a e  a n d  7-d a y s  ol d  f e m al e  a n d  m al e  fli e s  of  t h e  g e n ot y p e s st ur k o pf  Ctrl  a n d 

st ur k o pf[ 3 5. 7] . H o w e v er, t h e E c R si g n al c o ul d o nl y b e d et e ct e d i n L 3 l ar v a e b ut d u e 

t o e xtr e m el y hi g h l e v el s of b a c k gr o u n d si g n al it w a s i m p o s si bl e t o dr a w c o n cl u si o n s 

fr o m  t hi s  d at a  s et ( d at a  n ot  s h o w n).  F urt h er m or e,  E c R-s p e cifi c  a nti b o d y  st ai ni n g s 

w er e  p erf or m e d  t o  t e st  f or  diff er e n c e s  i n  i s of or m -s p e cifi c  E c R  pr ot ei n  a b u n d a n c e  i n 

st ur k o pf  n ull m ut a n t a ni m al s. T hi s  d at a di d li k e wi s e n ot r e s ult i n cl e ar -c ut diff er e n c e s 

t o w ar d s E c R pr ot ei n a b u n d a n c e ( d at a n ot s h o w n). 

2. 4  M a ni p ul ati o n of st u r k o pf  p r ot ei n l e v el s i n vi v o 

Wit hi n  t h e  s c o p e  of  t hi s  w or k  t h e st ur k o pf  L O F  w a s  i d e ntifi e d  a s  t h e  r e a s o n  f or  t h e 

o b s er v e d  l o s s  of  S C  p h e n ot y p e  i n  t h e  a c c e s s or y  gl a n d s  (fi g ur e s  1 2 A  a n d  1 6).  T h e 

p h e n ot y p e  w a s  f urt h er  i n v e sti g at e d  a s  it  w a s  c o m pl et el y  u n cl e ar  w h et h er  t h e 

o b s er v e d  p h e n ot y p e  r e s ult s  fr o m  a  ti s s u e  or  e v e n  c ell  s p e c ifi c st ur k o pf  m o d e  of 

a cti o n  or  w h et h er  it  i s  b a s e d  o n  a  l o n g -r a n g e  eff e ct  i n  a n ot h er  ti s s u e  a n d, t h u s, 

aff e cti n g n u m b er s of S C s i n t h e A G s.  

2. 4. 1   Si n gl e m ol e c ul e  FI S H f o r t h e d et e r mi n ati o n of st u r k o pf  

t r a n s c ri pti o n sit e 

St ur k o pf  w a s  i d e ntifi e d  a s  L D A P  s h uttli n g  b et w e e n  t h e  e n d o pl a s mi c  r eti c ul u m  a n d 

L D s o n c e t h e s e b e c o m e a v ail a bl e ( T hi el et al. 2 0 1 3). F urt h er m or e, it i s k n o w n t o b e 
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  R e s ult s  
 

5 1  
 

 

Fi g ur e  3 1:  Fl u or e s c e n c e i n  sit u h y bri di z ati o n  of  a  r e pr e s e nt ati v e  l ar v al Dr o s o p hil a  g ut.  FI S H  w a s 

p erf or m e d wit h C ar n o y’ s s ol uti o n -fi x e d l ar v al Dr o s o p hil a  g ut s u si n g t h e g e n er a -s p e cifi c pr o b e s A c et o 

( gr e e n)  a n d  L a ct o 7 2 2  (r e d).  A n  o v er vi e w  of  t h e  e ntir e  g ut  w a s  i m a g e d  a n d  d et ail e d  z o o m -i n s  of  6 

diff er e nt r e gi o n s ar e s h o w n. E x e m pl ar y A c et o b a ct er  c ell s ar e m ar k e d wit h a st eri s k s a n d L a ct o b a cill u s  

c ell s  ar e  i n di c at e d  b y  arr o w h e a d s.  S c al e b ar s  =  5 0 0  μ m  ( o v er vi e w);  1 0  μ m  ( z o o m -i n s).  ( Fi g ur e  w a s 

t a k e n fr o m wit h ( A k ht ar et al. 2 0 2 1) wit h p er mi s si o n of t h e j o ur n al, a s it “i s u n d er t h e t er m s of Cr e ati v e 

C o m m o n s C C -B Y ( C C -B Y 4. 0) li c e n s e w hi c h p er mit s u nr e stri cti v e u s e [ …] pr o vi d e d t h e ori gi n al w or k 

i s pr o p erl y cit e d” C o p yri g ht Cl e ar a n c e C e nt er, I n c.). 

2. 4. 2  O r g a ni s mi c st u r k o pf  p r ot ei n m o d ul ati o n  

T o  i n v e sti g at e st ur k o pf ’ s  p h e n o criti c  ti s s u e, st ur k o pf  pr ot ei n  l e v el  a b u n d a n c e  w a s 

alt er e d  b y  a  R N Ai -m e di at e d  k n o c k d o w n  of s t ur k o pf i n  a n  u bi q uit o u s  m a n n er.  T hi s 

m e a n s  e n a bl e d  d et e cti n g w h et h er  or g a ni s m al  d e pl eti o n  of  t h e  pr ot ei n e x hi bit e d  a 

si mil ar  l o s s  of  S C s a s  o b s er v e d  f or  t h e st ur k o pf  n ull  m ut a nt b a c k g r ou n d  pr e vi o u sl y 

( c o m p ar e  fi g ur e s  1 2 A  a n d  1 6). T h er ef or e,  t h e  G al 4/ U A S  s y st e m  w a s  h ar n e s s e d  b y 

m e a n s of  a n a cti n  G al 4  dri v er li n e  i n or d er t o dri v e s t ur k o pf R N Ai tr a n s g e n e a cti v ati o n 

a n d , t h u s, d e pl et e st ur k o pf  pr ot ei n l e v el s o n a n or g a ni s mi c s c al e.  
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  R e s ult s  
 

5 6  
 

S y st e m  u si n g  a  5 x  air  o bj e cti v e  t o  i d e ntif y  a n d  s el e ct  ti s s u e s  a n d  a  4 0 x  air  o bj e cti v e  t o  o bt ai n  hi g h 

r e s ol uti o n i m a g e s of t h e s el e ct e d fi el d s. S c al e b ar = 2 0 0 µ m.  

T h e a n al y si s of t h e s e ti s s u e s r e v e al e d t h at n ot all S C s o v er e x pr e s si n g s t ur k o pf ( a nti-

H A st ai ni n g) al s o e x pr e s s e d G F P a s it h a s b e e n t h e  c a s e f or , b ot h , e s g; Ctrl - (fi g ur e 

3 5) a n d e s g; 3 5. 7 -dri v e n e x pr e s si o n ( d at a n ot s h o w n) dri v e n cr o s si n g s. H o w e v er, S C 

q u a ntifi c ati o n  of  h o m o z y g o u s e s g; Ctrl a n d e s g; 3 5. 7  fl y  li n e s  s h o w e d  eit h er  a 

c o m pl et e  si g n al  o v erl a p  w h e n  c o -st ai n e d  wit h  a n  α -A N C E  a nti b o d y  ( c o m p ar e  e. g., 

fi g ur e 1 4) or S C n u m b er s w er e c o m p ar a bl e t o t h o s e o bt ai n e d b y a nti b o d y st ai ni n g s 

a g ai n st A b d -B or A N C E i n t h e st ur k o pf  Ctrl a n d st ur k o pf[ 3 5. 7]  fl y li n e s ( c o m p ar e d at a 

fr o m fi g ur e s 1 6, 3 2, 3 3 a n d 3 4). F urt h er cr o s si n g s of t h e e s g; Ctrl  a n d e s g; 3 5. 7  wit h 

ot h er  eff e ct o r  li n e s  r e v e al e d  t h e  s a m e  i s s u e  of  i n s uffi ci e nt  S C-s p e cifi c  G F P 

e x pr e s si o n  ( d at a  n ot  s h o w n).  T h u s,  it  n e e d e d  t o  b e  a s s u m e d  t h at  u p o n 

h et er o z y g o sit y  of  t h e e s c ar g ot  c o n str u ct  n ot  all  S C s  e x pr e s s  G F P  r o b u stl y .  Th e 

q u a ntifi c ati o n  of  S C s  o n  t h e  m er e  G F P  e x pr e s si o n  w a s ,  h e n c e, n ot  s uffi ci e nt  t o 

o bt ai n  r o b u st  d at a  i n  cr o s si n g s  u si n g  t h e e s g; Ctrl  or e s g; 3 5. 7  dri v er  li n e s  t o  dri v e 

tr a n s g e n e  e x pr e s si o n.  T h er ef or e,  a d diti o n al  a nti b o d y  st ai ni n g s  w er e  p erf or m e d.  A s 

d e s cri b e d  i n  4. 2. 5. 1,  a ni m al s  of  t h e  g e n ot y p e e s g; Ctrl  a n d e s g; 3 5. 7  a s  w ell  a s 

cr o s si n g s wit h t h e s e li n e s  r e q uir e t h e c ulti v ati o n o n 1 8 ° C u ntil h at c hi n g a n d t h e n g et 

s hift e d t o 2 9 ° C t o e n s ur e G al 4/ U A S -m e di at e d tr a n s g e n e e x pr e s si o n . T h e e x pr e s si o n 

i s bl o c k e d at 1 8 ° C b a s e d o n a t e m p er at ur e-s e n siti v e G al 8 0 t s pr ot ei n i n hi biti n g G al 4. 

B ot h a v ail a bl e S C m ar k er s , A N C E a n d A b d-B w er e t e st e d i n t hi s r e s p e ct. H o w e v er, 

b ot h f ail e d t o d et e ct S C s i n t h e t e m p er at ur e -s hift e d cr o s si n g s (fi g ur e 3 6).  
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  R e s ult s  
 

7 2  
 

C o m p ari s o n  b et w e e n  S C  n u m b er s  of  st a n d ar d  a n d  L 3 -s hift e d e s g; 3 5. 7  cr o s si n g s 

r e v e al e d r e p e at e dl y n o stri ki n g diff er e n c e s c o m p ari n g d at a f or b ot h c o n diti o n s (fi g ur e 

5 0). H o w e v er, f or t h e L 3 -s hift e d st ur k o pf  o v er e x pr e s si o n a hi g hl y si g nifi c a nt i n cr e a s e 

i n S C n u m b er w a s d et er mi n e d c o m p ar e d t o t h e r e s p e cti v e c o n diti o n f or t h e st a n d ar d 

s hift.  

All  i n  all, t h e  d at a  s u g g e sts  t h at  a  t e m p er at ur e  s hift  e n s uri n g  tr a n s g e n e  e x pr e s si o n 

d uri n g  t h e  s e n siti v e  p h a s e  of  S C  p h y si ol o g y  di d  n ot  alt er  t h e  a b u n d a n c e  of  S C s 

f oll o wi n g  diff er e nti al  t e m p er at ur e  s hift  p att er n s.  Si g nifi c a nt  i n cr e a s e s  i n  S C 

a b u n d a n c e p erf or mi n g t h e L 3 s hift c o m p ar e d t o t h e st a n d ar d s hift w er e o nl y o bt ai n e d 

f or  t h e  c o ntr ol  cr o s si n g e s g; Ctrl  / w[ -] (fi g ur e  4 8)  a n d  f or st ur k o pf  o v er e x pr e s si o n  i n 

t h e st ur k o pf  m ut a nt b a c k gr o u n d (fi g ur e 5 0).  

2. 5   A p o pt o si s -m e di at e d r e g ul ati o n of S C a b u n d a n c e   

2. 5. 1   S e c o n d a r y c ell -s p e cifi c i n hi biti o n of a p o pt o si s a s 

p o s si bl e r e g ul at o r of S C n u m b e r ( “ st a n d a r d s hift ”)  

A s all b ot h c ell t y p e s of t h e a c c e s s or y gl a n d ar e k n o w n t o b e p o st mit oti c ( T a ni g uc hi 

et  al.  2 0 1 4) ,  it  w a s  i ntri g ui n g  t h at  t h e  n u m b er  of  S C s c h a n g e d  d e p e n di n g  o n  t h e 

a b u n d a n c e of st ur k o pf  pr ot ei n l e v el s . T hi s s u g g e st s  a st ur k o pf -d e p e n d e nt r e g ul ati o n 

of  S C  n u m b er  p o st  e cl o si o n  a n d  t h e  l a st  mit oti c  c y cl e  of  t h e s e  c ell s t a ki n g pl a c e 

d uri n g  t h e  tr a n siti o n  fr o m  L 3  l ar v a e  t o  t h e  pr e p u p al  st a g e.  It  w a s  pr e vi o u sl y  s h o w n 

t h at  t h e  S C-s p e cifi c  o v er e x pr e s si o n  of  a  c o n stit uti v el y  a cti v e  i n s ul i n  r e c e pt or  (I n R) 

r e s ult e d i n a hi g hl y si g nifi c a nt i n cr e a s e i n S C n u m b er s ( K u b o et al. 2 0 1 8). H o w e v er, 

t hi s  w a s  o nl y  t h e  c a s e f or  t h e  c o n diti o n  i n  w hi c h  tr a n s g e n e  e x pr e s si o n  w a s  dri v e n 

a c c or di n g t o t h e L 3 s hift p att er n. F urt h er, a r e g ul ati o n of S C n u m b er vi a t h e i n hi biti o n 

of a p o pt o si s w a s d e m o n str at e d a s w ell ( K u b o et al. 2 0 1 8). T h er ef or e, it w a s of gr e at 

i nt er e st  t o  i n v e sti g at e  w h et h er  a p o pt o si s  w a s  t h e  u n d erl yi n g  c ell ul ar  pr o c e s s 

r e g ul ati n g  S C  n u m b er  i n  c a s e  of  m o d ul ati o n  of st ur k o pf  pr ot ei n  a b u n d a n c e  p o st 

e cl o si o n.  

T h e  vir al  a p o pt o si s  i n hi bit or p 3 5  w a s  o v er e x pr e s s e d  i n  a  S C -s p e cifi c  m a n n er  u si n g 

t h e e s g; Ctrl  a n d e s g; 3 5. 7  dri v er  li n e s.  At  fir st p 3 5  o v er e x pr e s si o n  w a s  t e st e d  i n  t h e 

st ur k o pf  c o ntr ol  b a c k gr o u n d  f oll o wi n g  t h e  st a n d ar d  t e m p er at ur e  s hift  p att er n.  T h e 

r e s ult s ar e d e pi ct e d i n fi g ur e 5 1. 
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( L ei bli c h  et  al.  2 0 1 9) a n d  p at h o p h y si ol o gi c al  si g n ali n g  s wit c h  of  t h e  a n dr o g e n 

r e ce pt or ( A R) w ell -k n o w n i n P C a ( N a v arr o et al. 2 0 0 2). T h e d y sr e g ul ati o n of t h e A R 

i s a k e y f a ct or i n t h e pr o m oti o n a n d pr o gr e s si o n of P C a ( N a v arr o et al. 2 0 0 2; H ei nl ei n 

a n d  C h a n g  2 0 0 4;  C uli g  a n d  S a nt er  2 0 1 4) .  P o sttr a n sl atio n al  m o difi c ati o n , s u c h  a s 

u bi q uiti n ati o n  a m o n g  ot h er s , c o ntri b ut e  t o  P C a  dir e ctl y  a n d  i n dir e ctl y  vi a  diff er e nti al 

r e g ul ati o n  of  t h e  A R  ( e. g.,  r e vi e w e d  i n ( Li  et  al.  2 0 1 4 a).  F or  i n st a n c e,  t hr e e  l y si n e 

r e si d u e s of t h e A R ar e k n o w n t o b e u bi q uiti n at e d b y a v ari et y of E 3 u bi q uiti n li g a s e s 

r e s ulti n g  i n  diff er e nt  E 3  li g a s e-d e p e n d e nt  o ut c o m e s  f or  t h e  r e c e pt or.  T h e  t w o  C -

t er mi n al  l y si n e  r e si d u e s  K 8 4 5  a n d  K 8 4 7  g et  u bi q uiti n at e d  b y  R N F 6,  SI A H,  S K P 2, 

M D M,  a n d  C HI P ( Li  et  al.  2 0 1 4 a) wit h  u bi q uiti n ati o n  b y  S K P 2,  M D M  a n d  C HI P 

r e s ulti n g  i n  pr ot e a s o m al  d e gr a d ati o n  of  t h e  A R,  w hil e  R N F 6- a n d  SI A H 2 -m e di at e d 

u bi q uiti n ati o n  e n h a n c e s  t h e  A R  tr a n s cr i pti o n al  a cti vit y ( Li  et  al.  2 0 1 4 a).  M or e o v er, 

o n e  N -t er mi n al  l y si n e  r e si d u e  ( K 3 1 1)  w a s  r e c e ntl y i d e ntifi e d t o  b e  u bi q uiti n at e d  b y 

S K P 2  w hi c h  w a s  s h o w n  t o  b e  criti c al  f or  A R  pr ot ei n  st a bilit y  a n d  tr a n s cri pti o n al 

a cti vit y ( M c Cl ur g  et  al.  2 0 1 7).  A d diti o n al  f a ct or s  c o ntri b uti n g  t o  A R  si g n ali n g 

r e g ul ati o n  a n d  A R  st a bilit y  s u c h  a s  t h e  C a n o p y  F G F  si g n ali n g  r e g ul at or  2  ( C N P Y 2) 

w er e r e c e ntl y i d e ntifi e d (It o et al. 2 0 1 8 b). C N P Y 2 i n hi bits  t h e u bi q uiti n ati o n of t h e A R 

t hr o u g h  t h e  E 3  u bi q uiti n  li g a s e m y o si n  r e g ul at or y  li g ht  c h ai n  i nt er a cti n g  pr ot ei n 

( M Y LI P) vi a i nt er a cti o n wit h t h e E 2 u bi q uiti n-c o nj u g ati n g e n z y m e U B E 2 D 1 i n pr o st at e 

c a n c er c ell s (It o et al. 2 0 1 8 b). A s L D A H w a s r e c e ntl y s h o w n t o aff e ct pr ot ei n st a bilit y 

( G o o et al. 2 0 1 7), w hi c h w a s al s o h y p ot h e si z e d f or Dr o s o p hil a  st ur k o pf  ( W ert h e b a c h 

et al. 2 0 1 9) , it w a s of i nt er e st t o i n v e sti g at e w h et h er it i s p o s si bl e t o u s e Dr o s o p hil a  

n ot  o nl y  a s  m o d el  t o  r e c a pit ul at e  t h e  u bi q uiti n ati o n  c a s c a d e  d e m o n str at e d  f or  P C a 

c ell s (It o  et  al.  2 0 1 8 b),  b ut  al s o  t o  i nt e gr at e st ur k o pf  or  L D A H  i n  t hi s  r e s p e ct si n c e  

L D A H  w a s  pr e vi o u sl y  a s s o ci at e d  wit h  P C a  i niti ati o n,  pr o gr e s si o n  a n d  i n v a si v e n e s s 

( C urr all et al. 2 0 1 8). 

T h e Dr o s o p hil a  h o m ol o g s of C N P Y 2, U B E 2 D 1, a n d M Y LI P n a m el y s e el e, C G 1 0 8 6 2, 

a n d  d ef e n s e  r e pr e s s or  1  ( d nr 1)  w er e  t e st e d  f or  c o n s er v e d  i nt er - a n d  i ntr a s p e ci e s 

pr ot ei n  i nt er a cti o n s . St ur k o pf  a n d  h u m a n  L D A H  w er e al s o i n cl u d e d  utili zi n g  t h e 

l u cif er a s e-fr a g m e nt  c o m pl e m e nt ati o n a s s a y ( K ol k h of  et  al.  2 0 1 7).  F urt h er m or e, 

Dr o s o p hil a  ort h ol o g s of s e v er al E 3 u bi q uiti n li g a s e s k n o w n t o u bi q uiti n at e t h e A R a s 

w ell  a s  t h e  n u cl e ar  r e c e pt or  pr ot ei n s  E c R  a n d  E R R  a s  p ot e nti al  A R  ort h ol o g s  w er e 

p art  of  t hi s  pr ot ei n-pr ot ei n  i nt er a cti o n  st u d y.  A  vi s u ali z ati o n  of  t h e  i nt er a ct o m e 



  R e s ult s  
 

8 1  
 

n et w or k i s d e pi ct e d i n fi g ur e s 5 8 a n d d at a f or s el e ct e d i nt er a cti o n s i n pl ott e d i n fi g ur e 

5 9 , r e s p e cti v el y. 

 

Fi g ur e  5 8: R e pr e s e nt ati o n  of  a  c o n s er v e d  i nt er a ct o m e of Dr o s o p hil a  pr ot ei n s  a n d  t h e  h u m a n 

c o u nt er p art s of  a  u bi q uiti n ati o n  c a s c a d e  d e m o n str at e d  i n  P C a.  C o nti n u o u s  li n e s  r e pr e s e nt 

e x p eri m e nt all y  a s s e s s e d  i nt er a cti o n s  i d e ntifi e d  u si n g  t h e  s plit  l u cif er a s e  c o m pl e m e nt ati o n  a s s a y, 

d ott e d li n e s s h o w i nt er a cti o n s w hi c h w er e i d e ntifi e d b y ot h er s ( K o v al e n k o et al. 2 0 1 9; It o et al. 2 0 1 8 b). 

D ar k bl u e li n e s r e pr e s e nt str o n g i nt er a cti o n s, m e di u m bl u e li n e s ar e s h o wi n g i nt er a cti o n s c at e g ori z e d 

a s s i g nifi c a nt a n d li g ht bl u e li n e s s h o w w e a k i nt er a cti o n s.  
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2 0 1 7; G o o et al. 2 0 1 7) . B ot h v er y str o n gl y i nt er a ct e d wit h s e el e a n d/ or C N P Y 2, w hi c h 

m a y p oi nt t o w ar d s a r ol e of st ur k o pf / L D A H i n t h e t e st e d i nt er a cti o n c a s c a d e. E c R a n d 

E R R  w er e  al s o  i n cl u d e d  a s  p ot e nti al  ort h ol o g s  of  t h e  A R  (fi g ur e  5 8). E s p e ci all y  f or 

E R R, a n i nt er a cti o n n et w or k c o m pri si n g st ur k o pf , s e el e, a s w ell a s L D A H a n d C N P Y 2 

c o ul d b e  i d e ntifi e d. T h e E c R w a s o nl y i d entifi e d t o i nt er a ct wit h s e el e wit hi n t h e s c o p e 

of  t hi s  pr ot ei n -pr ot ei n  i nt er a cti o n  st u d y.  A d diti o n all y,  t h e Dr o s o p hil a  E 3  u bi q uiti n 

li g a s e s  d S K P 2,  d R N F 1 1  a n d  d R N F 3 8  w hi c h  ar e  ort h ol o g s  of  t h e  h u m a n  S K P 2  a n d 

e v e nt u all y  R N F 6  E 3  u bi q uiti n  li g a s e s  k n o w n  t o  u bi q uiti n at e  t h e  A R ( Li  et  al.  2 0 1 4 b; 

X u  et  al.  2 0 0 9)  w er e  i n cl u d e d.  F or  t h e s e  E 3  u bi q uiti n  li g a s e s, i nt er a cti o n s  wit h 

st ur k o pf , s e el e , a n d E R R w er e i d e ntifi e d wit hi n t h e pr e s e nt e d i nt er a ct o m e m o d el.  

All  i n  all,  t h e  pr e s e nt e d  i nt er a ct o m e  m o d el  r e v e al e d  i ntr a - a n d  i nt er s p e ci e s 

c o n s er v ati o n  of  t h e  i nt er a cti o n  n et w or k  pr e vi o u sl y  d e m o n str at e d  i n  P C a  c ell s (It o  et 

al.  2 0 1 8 b) .  F urt h erm or e ,  t h e  i n cl u si o n  of st ur k o pf  or  L D A H  wit hi n  t hi s  n et w or k 

r e v e al e d  str o n g  i nt er a cti o n s  of  b ot h st ur k o pf  a n d  L D A H  wit h  t h e  m ai n  c o m p o n e nt 

s e el e/ C N P Y 2 a s w ell a s t h e n u cl e ar r e c e pt or E R R a n d diff er e nt E 3 u bi q uiti n li g a s e s . 

T h e s e r e s ult s p a v e  a p at h t o e v al u at e a p ot e nti al r ol e of st ur k o pf  or L D A H r e g ar di n g 

u bi q uiti n ati o n pr o c e s s e s a n d i n P C a pr o gr e s si o n a n d/ or i niti ati o n . 
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3   Di s c u s si o n  

Li pi d dr o pl et s ( L D s) h a v e r e c e ntl y g ai n e d r e c o g niti o n a s hi g hl y di v er s e a n d d y n a mi c 

or g a n ell e s.  T h e y  h a v e  a  u ni q u e  str u ct ur e  c o m pri si n g  a  h y dr o p h o bi c  c or e  of  n e utr al 

li pi d s w hi c h i s e n v el o p e d b y a p h o s p h oli pi d m o n ol a y er wit h pr ot ei n s att a c h e d ( B ell er 

et al. 2 0 0 6; H e n n e et al. 2 0 1 8; Ol z m a n n a n d C ar v al h o 2 0 1 9) . L D s ar e i n c h ar g e of 

r e g ul ati n g st or a g e a n d r e m o bili z ati o n of n e utr al li pi d s o n a c ell ul ar l e v el ( F ar e s e a n d 

W alt h er 2 0 0 9; T hi a m a n d B ell er 2 0 1 7) .  

B e si d e s pl a yi n g a  m a j or r ol e i n li pi d m et a b oli s m a n d e n er g y h o m e o st a si s, L D s s er v e  

v ari o u s  ot h er  f u n cti o n s .  T h e y  f u n cti o n a s  a  r e s er v oir  f or  m et a b oli c  b uil di n g  bl o c k s 

( W elt e  a n d  G o ul d  2 0 1 7), c o ntri b ut e  t o E R  pr ot ei n  h o m e o st a si s ( W elt e  a n d  G o ul d 

2 0 1 7) ,  a n d  ar e  i n v ol v e d  i n d e gr a d ati o n  or  a ct  a s  s e q u e str ati o n  sit e s  f or  pr ot ei n s  or 

li pi d s ( W elt e  a n d  G o ul d  2 0 1 7).  T h e  L D-a s s o ci at e d  pr ot ei n s  ( L D A P s)  ar e  k e y  t o  L D 

f u ncti o n alit y a n d di v er sit y. W hil e s o m e L D A P s s u c h a s pr ot ei n s of t h e p erili pi n -pr ot ei n 

f a mil y ( Gr e e n b er g et al. 1 9 9 1; L o n d o s et al. 1 9 9 9; Br a s a e ml e et al. 2 0 0 9; N ajt et al. 

2 0 2 2)  h a v e  ar e  w ell  c h ar a ct eri z e d  a n d  a s s o ci at e d  wit h  li pi d  m et a b oli s m,  ot h er 

pr ot ei n s  a n d  t h eir  f u n cti o n s  ar e  l e s s k n o w n  i n  t hi s  m att er s . A p art  fr o m  li pi d  

m et a b oli s m, s o m e L D A P s w er e f o u n d t o pl a y i m p ort a nt r ol e s i n di v er s e f u n d a m e nt al 

bi ol o gi c al  pr o c e s s e s  aff e cti n g  or g a ni s m al  p h y si ol o g y  pr of o u n dl y ( W ert h e b a c h  et  al. 

2 0 1 9; C urr all et al. 2 0 1 8) . T h u s, it i s n ot s ur pri si n g t h at a v ari et y of p at h o p h y si ol o gi c al 

c o n diti o n s i n cl u di n g v ari o u s  t y p e s  of  c a n c e r ar e  a s s o ci at e d  wit h  L D s  i n  g e n er al 

( P et a n  2 0 2 0) a n d  wit h  t h e  d er e g ul ati o n  of  s p e cifi c  L D A P  f u n cti o n s ( C urr all  et  al. 

2 0 1 8) .  

O n e  L D A P aff e cti n g or g a ni s m al  p h y si ol o g y  r at h er  t h a n  li pi d  m et a b oli s m  i s  t h e 

Dr o s o p hil a  L D A P st ur k o pf  ( W ert h e b a c h et al. 2 0 1 9). T hi s  pr ot ei n b el o n g s t o a hi g hl y 

e v ol uti o n ar y  c o n s er v e d  pr ot ei n  f a mil y  of  a n n ot at e d  s eri n e  h y dr ol a s e s/li p a s e s 

h ar b ori n g a t y pi c al c at al yti c tri a d wit h a p ut ati v e c at al yti c all y a cti v e s eri n e  ( T hi el et al. 

2 0 1 3;  G o o  et  al.  2 0 1 4) . H o w e v er,  s e v er al  st u di e s  ar g u e  a g ai n st  s u c h  a n  e n z y m ati c 

f u n cti o n  of  t h e  pr ot ei n  a s  n o cl e ar -c ut eff e ct s  o n  li pi d  m et a b oli s m  w er e  i d e ntifi e d 

n eit h er f or st ur k o pf  i n Dr o s o p hil a  n or f or t h e m a m m ali a n ort h ol o g L D A H (li pi d dr o pl et 

a s s o ci at e d h y dr ol a s e) i n mi c e ( T hi el et al. 2 0 1 3; K or y et al. 2 0 1 7; W ert h e b a c h et al. 

2 0 1 9) . I nt er e sti n gl y, m ut ati o n  i n  t h e  g e n e  l o c u s  of  t h e  m a m m ali a n  h o m ol o g L D A H  

(li pi d  dr o pl et  a s s o ci at e d  h y dr ol a s e)  c orr el at e  wit h  t h e  i niti ati o n  a n d  pr o gr e s si o n  of 

pr o st at e c a n c er  ( T a k at a et al. 2 0 1 0; I n n o c e nti et al. 2 0 1 1; Li n d str ö m et al. 2 0 1 2; L o n g 
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et al. 2 0 1 2; W a n g et al. 2 0 1 3; S h ui et al. 2 0 1 4; P e n n e y et al. 2 0 1 5; D u et al. 2 0 1 6; 

C urr all  et  al.  2 0 1 8) . T o  d at e , t h e  m ol e c ul ar  m e c h a ni s m  of  h o w l o s s  of t hi s  L D A P  i s 

i n v ol v e d i n pr o st at e c ar ci n o g e n e si s i s, h o w e v er, n ot  u n d er st o o d. Wit hi n t h e s c o p e of 

t hi s  w or k,  t h e Dr o s o p hil a  L D A H  h o m ol o g st ur k o pf  w a s ,  h e n c e, st u di e d  t o i d e ntif y a 

p ot e nti al  m ol e c ul ar  m e c h a ni s m  of  h o w l o s s  of st ur k o pf  aff e ct s  pr olif er ati o n  a n d 

e n d o cri n e  p h y si ol o g y.  T h e  ai m  w a s  t o  c o ntri b ut e  t o  a  b ett er  u n d er st a n di n g  of  h o w 

l o s s of m a m m ali a n L D A H  pr o m ot e s pr o st at e  c ar ci n o g e n e si s. V ari o u s  i n vitr o a n d  i n 

vi v o  a p pr o a c h e s w er e a p pli e d t o u nr a v el t h e u n cl e ar r ol e of t hi s L D A P i n t u m ori g e ni c 

pr o c e s s e s .  T h e  w or k  f urt h er  ill u str at e s  h o w t h e Dr o s o p hil a  a c c e s s or y  gl a n d  a n d 

st ur k o pf  c a n b e u s e d a s m e a n s  t o m o d el t h e r ol e of h u m a n L D A H i n t h e i niti ati o n a n d 

pr o m oti o n of pr o st at e c ar ci n o g e n e si s.  

3. 1   T h e D r o s o p hil a  a c c e s s o r y gl a n d a s a m o d el ti s s u e t o 

st u d y p r o st at e c a n c e r -r el e v a nt a s p e ct s  

Pr o st at e  c a n c er  ( P C a)  i s  t h e  s e c o n d  m o st  fr e q u e nt  n e o pl a sti c  m ali g n a n c y  aff e cti n g 

ol d er m e n pri m aril y a n d i s t h e fift h l e a di n g c a u s e f or c a n c er -r el at e d d e at h s ( S mit h et 

al.  2 0 0 0;  L ui ni n g  et  al.  2 0 2 2) . Li k e  m a n y  t y p e s  of c a n c er,  it  i s c h ar a ct eri z e d  b y a n 

u n c o ntr oll e d  gr o wt h  of  pr o st at e  c ell s,  ul ti m at el y  l e a di n g  t o  p ai n  or  ot h er  s y m pt o m s 

aff e cti n g  p h y si ol o gi c al  pr o c e s s e s  s u c h  a s  uri n ati o n  or  ej a c ul ati o n ( R e b ell o  et  al. 

2 0 2 1) . A n dr o g e n si g n ali n g t hr o u g h t h e a n dr o g e n r e c e pt or ( A R) i s k n o w n t o b e o n e of 

t h e k e y f a ct or s b ot h f or t h e n or m al pr o st at e p h y si ol o g y a s w ell as f or pr o st at e c a n c er. 

I n e arl y-st a g e P C a h or m o n e -d e pri v ati o n t h er a p y i s t h e t h er a p e uti c m et h o d  of c h oi c e 

( H u g gi n s a n d H o d g e s 1 9 7 2) a s  e m er gi n g  P C a d e p e n d s  o n a n dr o g e n si g n ali n g f or it s 

gr o wt h  a n d  m et a st ati c  c a p a cit y ( C uli g  a n d  S a nt er  2 0 1 4). O v er  ti m e ,  P C a  c ell s 

a c q uir e  h or m o n e -i n d e p e n d e n c e r e s ulti n g  i n  c a str ati o n-r e si st a nt  pr o st at e  c a n c er 

( C R P C) ( Cr o wl e y  et  al.  2 0 2 1).  A s  m a nif e st ati o n s  i n  t h e  i niti al  p h a s e  of  pr o st at e 

c ar ci n o g e n e si s  ar e  li k el y  a s y m pt o m ati c,  t h e  di s e a s e  oft e n  g et s d et e ct e d  i n  l at e 

st a g e s.  M or e  t h a n  9 5  %  of  P C a  ar e  of  e pit h eli al  ori gi n , c h ar a ct eri z e d  a s 

a d e n o c ar ci n o m a s  b y  d efi niti o n,  w hil e  l e s s  t h a n  2  %  of  P C a  d eri v e  fr o m 

n e ur o e n d o cri n e c ell s of t h e pr o st at e ( Gri g n o n 2 0 0 4). T h e e v ol uti o n of pr o st at e c a n c er 

i s  m ar k e d  b y  it s  i niti ati o n,  pr o m oti o n,  a n d  pr o gr e s si o n.  T h e  i niti ati o n  i s  li k el y 

c h ar a ct eri z e d  b y  l o s s -of -f u n cti o n  m ut ati o n  i n  t u m or  s u p pr e s s or  g e n e s  of  o n e  c ell, 

l a yi n g t h e f o u n d ati o n f or c ar ci n o g e n e si s. N or m all y, a m ut ati o n c a n n ot b e r e p air e d a s 

it i s  p o s si bl e  f or  D N A  d a m ag e  c a u s e d  b y  b ot h  e n d o g e n o u s  a n d  e x o g e n o u s  n o x a e 
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s u c h  a s  i o ni zi n g  r a di ati o n  or  t h e  e x p o s ur e  t o  c h e mi c al s ( S ai ni  2 0 1 5).  T h e  o nl y  w a y 

f or  t h e  c ell  t o a b oli s h  of  t h e  m ut ati o n  i s  t o  u n d er g o  a p o pt o si s,  t h e  pr o gr a m m e d  c ell 

d e at h ( Ul u k a y a et al. 2 0 1 1). T h e m ut ati o n i n a t u m or s u p pr e s s or g e n e, s u c h a s p 5 3  

or P T E N ,  r e s ult s  i n  e x c e s si v e  pr olif er ati o n  of  t he  aff e ct e d  c ell  w hi c h  i s  o n e  of  t h e 

m o st di sti n g ui s hi n g f e at ur e s of c a n c er c ell s ( H a n a h a n a n d W ei n b er g 2 0 0 0). G e n o mi c 

st u di e s r e v e al e d m or e t h a n 2 0 0 0 g e n eti c alt er ati o n s f or pri m ar y P C a a n d m or e t h a n 

9 0 0 0 alt er ati o n s f or C R P C, ill u str ati n g t h e g e n eti c h et er o g e n eit y of P C a ( v a n D e s s el 

et al. 2 0 1 9) . T h e m o st fr e q u e nt g e n eti c alt er ati o n s of P C a i n cl u d e l o s s of f u n cti o n of 

diff er e nt t u m or s u p pr e s s or s s u c h a s N K X 3. 1  ( B et h el et al. 2 0 0 6) or P T E N ( Y u e et al. 

2 0 1 4; J a m a s pi s h vili et al. 2 0 1 8) , a s w ell a s  g e n e f u si o n s s u c h a s E T S -r el at e d g e n e 

E R G  a n d  s eri n e  pr ot e a s e T M P R S S 2  ( T M P R S S 2-E R G)  b ei n g  t h e  m o st  fr e q u e nt 

f u si o n i n P C a ( F a n g et al. 2 0 2 2). B e si d e s g e n eti c f a ct or s c h ar a ct eri zi n g  t h e n at ur e of 

t h e t u m or, ot h er f a ct or s i n cl u di n g t h e t u m or mi cr o e n vir o n m e nt a s w ell a s t h e i m m u n e 

s y st e m ar e k e y f a ct or s d et er mi ni n g  t h e di v er sit y of P C a ( R a m b ur et al. 2 0 2 1). a s w ell 

a s t h e s e f a ct or s h a v e si g nifi c a nt i m p a ct o n t h er a p y s u c c e s s ( R a m b ur et al. 2 0 2 1). It 

i s, t h er ef or e, of  ut m o st  i m p ort a n c e  t o  u s e  s uit a bl e  m o d el  s y st e m s  t o  st u d y diff er e nt 

a s p e ct s of P C a  a c c ur at el y . 

T h e  e xi sti n g  m o d el  s y st e m s  t o  st u d y  pr o st at e  c a n c er  i n cl u d e  diff er e nt  2 -D  P C a  c ell 

li n e s, 3-D P C a or g a n oi d s/ s p h er oi d s a n d  s e v er al m o u s e m o d el s i n cl u di n g x e n o gr aft s 

a s  w ell  a s  g e n eti c  m o u s e  m o d el s ( Wil s o n  et  al.  2 0 1 7;  R a m b ur  et  al.  2 0 2 1). T h e s e  

m o d el s h a v e a d v a nt a g e s a n d di s a d v a nt a g e s d e p e n di n g  o n t h e r e s e ar c h f o c u s. W hil e 

2 -D  c ell  c ult ur e  i s  r o uti n el y  u s e d  t o  g ai n  i n si g ht  i nt o  f u n cti o n al  a n d  m e c h a ni sti c 

pr o c e s s e s, t h e s e m o d el s ar e u n a bl e t o r e pr o d u c e t h e e ntir et y a n d c o m pl e xit y of t h e 

t u m or ( R a m b ur  et  al.  2 0 2 1).  F urt h er m or e,  c ell  li n e s  ar e  m ai nl y  d eri v e d  fr o m 

m et a st ati c  l e si o n s,  m a ki n g  t h e m  i n a p pr o pri at e m e a s ur e s  t o  st u d y  e arl y  st e p s  of 

pr o st at e  c ar ci n o g e n e si s ( R a m b ur  et  al.  2 0 2 1).  3-D  c ell  c ult ur e  m o d el s  s u c h  a s 

or g a n oi d s  a n d  s p h er oi d s ,  i n  t ur n, r e pr e s e nt  c ell  c ult ur e  m o d el s  w hi c h  ar e  cl o s er  t o 

t h e  n ati v e  t u m or  b e c a u s e  of  a  ( p arti al)  c o n s er v ati o n  of  t u m or  h et er o g e n eit y,  c ell 

m or p h ol o g y  a s  w ell  a s  c ell -c ell  a n d  c ell -m atri x  i nt er a cti o n s ( R a m b ur  et  al.  2 0 2 1). 

H o w e v er, t h e s e 3 -D c ell m o d el s ar e n ot f ull y e st a bli s h e d P C a m o d el s  a n d t h e u s a g e 

of hi g hl y a g gr e s si v e c ell li n e s c o m pli c at e t h e st u d y of e arl y st e p s of P C a ( R a m b ur et 

al. 2 0 2 1) . I n vi v o m o u s e m o d el s r e pr e s e nt a t o ol t o st u d y t h e c o m pl e xit y of pr o st ati c 

t u m or s w hi c h t a k e f a ct or s s u c h a s t h e t u m or mi cr o e n vir o n m e nt, it s h et er o g e n eit y, a n 

i nt a ct  i m m u n e  s y st e m,  a n d  a  f u n cti o n al  i nt er a cti o n  of  t h e  ti s s u e  wit h  ot h er  or g a n s 
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wit hi n  a  c o m pl e x  or g a ni s m  i nt o  a c c o u nt ( Wil s o n  et  al.  2 0 1 7;  R a m b ur  et  al.  2 0 2 1). 

H o w e v er,  di s a d v a nt a g e s  b e c o m e  o b vi o u s w h e n  t a ki n g t h e  ti m e-c o n s u mi n g  pr o c e s s 

t o  d e v el o p  a  t u m or,  t h e  diff er e nti al  or g a ni z ati o n  of  t h e  m o u s e  pr o st at e,  a n d  g e n eti c 

r e d u n d a n ci e s  b et w e e n  h u ma n s  a n d  mi c e  w hi c h  c o m pli c at e  si g n ali n g  p at h w a y 

a n al y si s  i nt o c o n si d er ati o n ( Wil s o n et al. 2 0 1 7; R a m b ur et al. 2 0 2 1).  

F or s e v er al d e c a d e s,  Dr o s o p hil a  h a s b e e n u s e d e xt e n si v el y t o st u d y v ari o u s h u m a n 

di s e a s e s  i n cl u di n g  diff er e nt  t y p e s  of  c a n c er ( H al d er  a n d  Mill s  2 0 1 1;  Mir z o y a n  et  al. 

2 0 1 9) . M or e  r e c e ntl y, t h e a c c e s s or y gl a n d of th e fr uit fl y i s u s e d a s m o d el ti s s u e f or 

t h e st u d y of a s p e ct s r e g ar di n g pr o st at e c a n c er (It o et al. 2 0 1 4). Si n c e t h e n, t hi s or g a n 

b e c a m e  a  wi d el y  a c c e pt e d  m o d el  t o  st u d y  diff er e nt  a s p e ct s  of  t h e  h u m a n  pr o st at e 

a n d pr o st at e c a n c er (It o et al. 2 0 1 4; Wil s o n et al. 2 0 1 7; L ei bli c h et al. 2 0 1 9; R a m b ur 

et  al.  2 0 2 0;  R a m b ur  et  al.  2 0 2 1) .  It  i s  n ot  o nl y  t h e  f u n cti o n al  a n al o g  of  t h e  h u m a n 

pr o st at e c o ntri b uti n g f a ct or s t o t h e s e mi n al fl ui d a n d t o m ati n g s u c c e s s  ( Gli g or o v et 

al. 2 0 1 3; Sit ni k et al. 2 0 1 6) , b ut i s al s o  e ntir el y c o m pri s e d of e pit h eli al c ell s w hi c h ar e 

t h e k n o w n c ell ul ar origi n of t h e m aj orit y of P C a ( Gri g n o n 2 0 0 4). T h e gl a n d c o n si st s of 

t w o d e a d-e n d l o b e s w hi c h ar e c o m pri s e d of t w o bi n u cl e at e a n d p o st mit oti c c ell t y p e s, 

i. e., t h e  hi g hl y  a b u n d a nt  m ai n  c ell s  ( M C s) c o m pri si n g  r o u g hl y  9 5  %  of  t h e  e ntir e 

gl a n d,  a n d t h e  m u c h l e s s  fr e q u e nt se c o n d ar y c ell s ( S C s)  wit h a pr o p orti o n of o nl y 5 

%  of  t h e  ti s s u e  ( B ertr a m  et  al.  1 9 9 2).  T h e  pr o st at e,  i n  c o ntr a st,  c o m pri s e s  t hr e e 

diff er e nt c ell t y p e s  ( L o n g et al. 2 0 0 5). Ba s al a n d l u mi n al c ell s ar e t h e m o st a b u n d a nt 

c ell s  i n  t h e  pr o st at e,  w h er e a s  n e ur o e n d o cri n e  c ell s  o c c ur  t o  a m u c h s m all er  e xt e nt 

( L o n g et al. 2 0 0 5). H o w e v er, t h e l o w er c ell ul ar di v er sit y of  t h e a c c e s s or y gl a n d li mit s 

m o d elli n g t h e c o m pl e xit y of , b ot h , t h e pr o st at e a n d it s mi cr o e n vir o n m e nt ( R a m b ur et 

al.  2 0 2 1) , b ut  r e pr e s e nt s  a  si m plifi ed  m o d el  wit h  f e w  g e n eti c  r e d u n d a n ci e s  t o 

i n v e sti g at e g e n er ali z e d pr o c e s s e s a n d m e c h a ni s m s of e pit h eli al c ar ci n o g e n e si s s u c h 

a s b a s al e xtr u si o n , o n t h e ot h er h a n d ( R a m bur et al. 2 0 2 0) .  

S e c o n d ar y  c ell s  h a v e  b e e n  p arti c ul arl y  u s e d  t o  st u d y  pr o st at e  c a n c er -r el e v a nt 

a s p e ct s. F or i n st a n c e, t h e y h a v e b e e n u s e d a s pl atf or m t o p erf or m a g e n eti c s cr e e n 

wit h  r e g ul at or s  of  pr o st at e  c a n c er  pr o gr e s si o n (It o  et  al.  2 0 1 4).  Wit hi n  t hi s  s cr e e n, 

t hr e e g e n e s w er e i d e ntifi e d w hi c h pr o m ot e d S C gr o wt h a n d mi gr ati o n n a m el y s e el e , 

Mr g B P  (M R G/ M O R F 4 L  bi n di n g  pr ot ei n ),  a n d S e m p -1  (s e mi n al  m et all o pr ot e a s e -1 ) 

(It o  et  al.  2 0 1 4).  F or  t h e  h u m a n  ort h ol o g s  of  t h e s e  i d e ntifi e d  g e n e s  (C a n o p y  F G F 

si g n ali n g r e g ul at or 2  [C N P Y 2 ], M R G d o m ai n bi n di n g pr ot ei n  [M R G B P ], a n d M e pri n A 
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s u b u nit α [M E P 1 A ]), t h er e i s e vi d e n c e s h o wi n g a n i n v ol v e m e nt i n t h e i ni ti ati o n a n d/ or 

pr o gr e s si o n  of  ot h er  c a n c er s  s u c h  a s  c ol or e ct al  c a n c er ( R ö s m a n n  et  al.  2 0 0 2; 

Y a m a g u c hi  et  al.  2 0 1 1)  a n d  gli o m a ( B or n h a u s er  a n d  Li n d h ol m  2 0 0 5).  T h e s e  g e n e s 

al s o  pr o m ot e i n v a si o n c a p a cit y i n t h e 2 2 R v 1 pr o st at e c a n c er c ell li n e (It o et al. 2 0 1 4), 

i n di c ati n g t h at  t h e  S C  of  t h e  A G  c a n  b e  u s e d a s  a  m e a n s  t o  st u d y  A R  si g n ali n g-

i n d e p e n d e nt  a s p e ct s  of  P C a b e c a u s e  a n dr o g e n  si g n ali n g  t hr o u g h  t h e  a n dr o g e n 

r e c e pt or i s n ot pr e s e nt i n Dr o s o p hil a  ( R a m b ur et al. 2 0 2 1).  

S C s ar e fill e d wit h gr a n ul e s f or t h e s e cr eti o n of diff er e nt f a ct or s i nt o t h e s e mi n al fl ui d 

vi a  e x o s o m e s  or  r e g ul ar  e x cr eti o n ( Wil s o n  et  al.  2 0 1 7).  S C  mi gr ati o n  t hr o u g h  t h e 

a c c e s s or y gl a n d  i s e n h a n c e d d u e t o m ati n g of t h e fli e s ( L ei bli c h et al. 2 0 1 2; L ei bli c h 

et al. 2 0 1 9) . B ot h , e x o s o m e s a n d mi gr ati o n h a v e pr of o u n d r ol e s i m pli c at e d i n c a n c er 

bi ol o g y ( D ai et al. 2 0 2 0; Li u et al. 2 0 2 1; Fri e dl a n d W olf 2 0 0 3; W u et al. 2 0 2 1), t h u s 

off eri n g  t h e  o p p ort u nit y  t o  u s e  t h e  a c c e s s or y  gl a n d  t o  st u d y  b a s al,  h o w e v er 

p ot e nti all y c o n s er v e d m e c h a ni s m s of t h e s e pr o c e s s e s. Gr o wt h or e n d or e pli c ati o n of 

S C s w a s al s o o b s er v e d  i n pr e vi o u s st u di e s ( L ei bli c h et al. 2 0 1 2; L ei bli c h et al. 2 0 1 9). 

E n d or e pli c ati o n  i s  al s o  a  v er y  c o m m o n  p h e n o m e n o n  of  c a n c er  c ell s ( Z h a n g  et  al. 

2 0 2 2) .  I n  t h e  S C s  of  t h e  a c c e s s or y  gl a n d, gr o wt h i s d e p e n d e nt  o n  t h e  st er oi d 

h or m o n e  e c d y s o n e  i n  vir gi n  m al e  fli e s  w hi c h  s wit c h e s  t o  h or m o n e -i n d e p e n d e nt 

st er oi d  r e c e pt or – m e di at e d  gr o wt h  u p o n  m ati n g ( L ei bli c h  et  al.  2 0 1 9), s u g g e sti n g 

m e c h a ni sti c  p ar all el s  b et w e e n  t hi s  p h y si ol o gi c al  si g n ali n g  s wit c h  a n d  alt er e d 

p at h ol o gi c al  si g n ali n g  a s  it  i s  k n o w n  f or  C R P C ( L ei bli c h  et  al.  2 0 1 9).  H o w e v er,  a s 

si g n ali n g i n t h e a c c e s s or y gl a n d of Dr o s o p hil a  i s m e di at e d t hr o u g h e c d y s o n e a n d it s 

c orr e s p o n di n g  r e c e pt or  ( E c R), a n d si g n ali n g  i n  t h e  h u m a n  pr o st at e ,  i n  t ur n, i s 

d e p e n d e nt  o n  t e st o st er o n e  a n d  t h e  a n dr o g e n  r e c e pt or  ( A R),  st u di e s  r e g ar di n g  P C a 

m e c h a ni s m s i n v ol vi n g A R -si g n ali n g still a p p e ar diffi c ult ( R a m b ur et al. 2 0 2 1). 

All i n all, t h e A G s  of Dr o s o p hil a  r e pr e s e nt s uit a bl e m o d el t o st u d y c ert ai n  a s p e ct s of 

pr o st at e c ar ci n o g e n e si s . It s u s e a s e a sil y a c c e s si bl e, si m plifi e d i n vi v o m o d el h a s t h e 

o p p ort u nit y  t o  st u d y  c o n s er v e d  f u n d a m e nt al  pr o c e s s e s  i n cl u di n g  g e n er al  st e p s  of 

e pit h eli al  c ar ci n o g e n e si s  or  e x o s o m e  bi ol o g y ( R a m b ur  et  al.  2 0 2 1;  Wil s o n  et  al. 

2 0 1 7) .  R e c e nt  r e s e ar c h pr o v e d  a  c a u s al  a s s o ci ati o n  b et w e e n  t h e  l o s s  of  t h e  L D A P 

L D A H  (li pi d  dr o pl et  a s s o ci at e d  h y dr ol a s e)  a n d  t h e  i niti ati o n  a n d  pr o gr e s si o n  of 

pr o st at e  c a n c er ( C urr all  et  al.  2 0 1 8). M or e o v er,  t h e Dr o s o p hil a  L D A H  ort h ol o g 
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st ur k o pf  i s pr o mi n e ntl y e x pr e s s e d  i n  t h e  A G  a n d i nfl u e n c e s a  v ari et y  of  pr o c e s s e s 

r e g ul ati n g or g a ni s m al e n d o cri n e p h y si ol o g y ( W ert h e b a c h et al. 2 0 1 9).  

A s d er e g ul ati o n of e n d o cri n e si g n ali n g i s a h all m ar k of pr o st at e c a n c er ( H ei nl ei n a n d 

C h a n g 2 0 0 4; C uli g a n d S a nt er 2 0 1 4; Mi c h a u d et al. 2 0 1 5; D ai et al. 2 0 1 7)  t h e A G of 

Dr o s o p hil a  r e pr e s e nt s a s uit a bl e m o d el s y st e m  t o st u d y st ur k o pf -m e di at e d eff e ct s of 

pr o st at e  c a n c er -r el e v a nt  a s p e ct s s u c h  a s  a  d er e g ul ati o n  of  e c d y s o n e  si g n ali n g. 

E c d y s o n e  i s  k n o w n  t o  m e di at e  a  v ari et y  of  si g n ali n g  pr o c e s s e s  w hi c h  ar e  e s s e nti al 

f or pr o p er a c c e s s or y gl a n d d e v el o p m e nt a n d f u n cti o n ( S h ar m a et al. 2 0 1 7). A s st at e d 

e arli er,  i t  i s  n ot  p o s si bl e  t o  h o m ol o gi z e  e c d y s o n e  si g n ali n g  t hr o u g h  t h e a s s o ci at e d 

E c R  a n d  a n dr o g e n  si g n ali n g  t hr o u g h  t h e  A R  ( R a m b ur  et  al.  2 0 2 1).  H o w e v er,  it  i s 

a s s u m e d  t h at t h e  r e g ul ati o n  of b ot h  si g n ali n g  p at h w a y s  u n d erli e  at  l e a st  p arti all y 

c o n s er v e d  m e c h a ni s m s  ( L ei bli c h  et  al.  2 0 1 9).  A s  a n  i m p air m e nt  of  e c d y s o n e 

si g n ali n g  w a s  h y p ot h e si z e d  f or  st ur k o pf  L O F  a ni m al s ( W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9),  t h e 

a c c e s s or y  gl a n d  i s  a n  i nt er e sti n g  m o d el  ti s s u e  t o  i n v e sti g at e  eff e ct s  of  s u c h 

d er e g ul ati o n m e di at e d b y st ur k o pf  l o s s of f u n cti o n.  

3. 2   T h e r ol e of st u r k o pf  i n c ell p r olif e r ati o n 

G e n o m e -wi d e  a s s o ci ati o n  st u di e s  h a v e  i d e ntifi e d  s e v er al  pr o st at e  c a n c er  ri s k -

a s s o ci at e d si n gl e -n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m s ( S N P s) i n t h e g e n e l o c u s of t h e h u m a n 

st ur k o pf  ort h ol o g o u s  g e n e, C 2 orf 4 3  ( T a k at a  et  al.  2 0 1 0;  I n n o c e nti  et  al.  2 0 1 1; 

Li n d str ö m et al. 2 0 1 2; L o n g et al. 2 0 1 2; W a n g et al. 2 0 1 3; S h ui et al. 2 0 1 4; P e n n e y et 

al.  2 0 1 5;  D u  et  al.  2 0 1 6) .  H o w e v er,  t h e s e  a s s o ci ati o ns  w er e  fir st  p ut  i nt o  c a u s al 

c o nt e xt  i n  2 0 1 8,  w h e n  B e nj a mi n  C urr all  a n d  c oll e a g u e s  pr e s e nt e d  a n  e arl y -o n s et 

pr o st at e  c a n c er  p ati e nt  wit h  a d e  n o v o ,  g er mli n e,  b al a n c e d  c hr o m o s o m al 

tr a n sl o c ati o n  i n  t h e L D A H  g e n e ( C urr all  et  al.  2 0 1 8).  I n  t hi s  st u d y,  L D A H  w a s  al s o 

st u di e d  u si n g  diff er e nt i n  vitr o a n d i n vi v o  a p pr o a c h e s  r e g ar di n g  it s  r ol e  i n 

pr olif er ati o n, mi gr ati o n a n d i n v a si o n c a p a cit y i n pr o st at e c a r ci n o g e n e si s ( C urr all et al. 

2 0 1 8) .  C h an g e s  i n  t h e  af or e m e nti o n e d  pr o c e s s e s  w er e  a n al y z e d  b y  p erf or mi n g 

tr a n si e nt L D A H  k n o c k d o w n i n R W P E -1 c ell s a n d L D A H o v er e x pr e s si o n i n P C 3 c ell s. 

T h e R W P E -1 c ell  li n e i s a n o n-t u m ori g e ni c pr o st at e c ell li n e wit h a hi g h e n d o g e n o u s 

L D A H  e x pr e s si o n,  w hil e  t h e  hi g hl y  t u m ori g e ni c  li n e  P C 3 ,  i n  c o ntr a st, e x hi bit s  l o w er 

e n d o g e n o u s L D A H e x pr e s si o n ( C urr all et al. 2 0 1 8). W hil e k n o c k d o w n of L D A H  w a s 

s h o w n  t o  hi g hl y  i n cr e a s e  pr olif er ati o n  of  R W P E -1  c ell s,  mi gr ati o n  a n d  i n v a si o n 

c a p a cit y  w a s  u n aff e ct e d ( C urr all  et  al.  2 0 1 8).  O n  t h e c o ntr ar y,  o v er e x pr e s si o n  of 
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L D A H  i n  t h e  P C a  c ell  li n e  P C 3  r e s ult e d  i n  t h e  o p p o sit e  eff e ct  a s  pr olif er ati o n  w a s 

si g nifi c a ntl y d e cr e a s e d i n t h e s e c ell s ( C urr all et al. 2 0 1 8). F urt h er m or e, c ell mi gr ati o n 

a s w ell a s i n v a si o n w a s si g nifi c a ntl y r e d u c e d u p o n L D A H o v er e x pr e s si o n ( C urr all et 

al. 2 0 1 8)  w hi c h ar e a s p e ct s u s u all y c h ar a ct eri zi n g t hi s pr o st at e c a n c er c ell li n e ( Zi et 

al. 2 0 0 5; T ai et al. 2 0 1 1; R aj a Si n g h et al. 2 0 1 7) .  

A n al o g o u s  e x p eri m e nt s  r e g ar di n g  pr olif er ati o n  i n Dr o s o p hil a  S 2 R +  c ell s  u si n g  t h e 

Dr o s o p hil a  L D A H  ort h ol o g st ur k o pf  r e v e al e d  an  i m p a ct  of  alt er e d st ur k o pf  pr ot ei n 

l e v el s  o n c ell  pr olif er ati o n  li k e wi s e (fi g ur e s  7  a n d  8).  U p o n  o v er e x pr e s si o n  of wil d 

t y p e st ur k o pf  i n S 2 R + c ell s, a si g nifi c a nt d e cr e a s e i n c ell pr olif er ati o n w a s o bt ai n e d 

w hi c h  i s  i n  li n e  wit h  t h e  o v er e x pr e s si o n  of  h u m a n  L D A H  i n  P C 3  c ell s  ( C urr all  et  al. 

2 0 1 8).  H et er ol o g o u sl y  e x pr e s s e d  h u m a n  L D A H  w a s  u n a bl e  t o  i n d u c e  c h a n g e s  i n 

pr olif er ati o n  b e h a vi or  w h e n  o v er e x pr e s s e d  i n Dr o s o p hil a  S 2 R +  c ell s.  T h e 

o v er e x pr e s si o n of t h e st ur k o pf ( S 1 1 9 A) tr u n c ati o n c o n str u ct i n w hi c h t h e h y p ot h eti c al 

c at al yti c s eri n e i s m ut at e d ( T hi el  et al. 2 0 1 3) di d n ot r e s ult i n a n y si g nifi c a nt c h a n g e s 

r e g ar di n g  pr olif er ati o n.  Th e  c h a n g e s  i n  pr olif er ati o n  o b s er v e d  f or wil d  t y p e  st ur k o pf  

o v er e x pr e s si o n a n d al s o li k el y f or h u m a n L D A H  o v er e x pr e s si o n  i n pr o st at e ( c a n c er) 

c ell  li n e s ( C urr all  et  al.  2 0 1 8) c a n ,  t h u s, b e  tr a c e d  b a c k  t o t h e  p ut ati v e e n z y m ati c 

f u n cti o n of t h e pr ot ei ns a s t h e a mi n o a ci d e x c h a n g e  S 1 1 9 A a b oli s h e s t h e i n cr e a s e i n 

pr olif er ati o n .  T h e  i n cl u si o n  of  t h e st ur k o pf ( 1 6 K 2 R)  c o n str u ct  i n  w hi c h  all  1 6  l y si n e s 

w er e  m ut at e d  t o  ar gi ni n e s,  9  of  w hi c h  ar e  l o c at e d  i n  t h e  C -t er mi n u s ( K ol k h of  et  al. 

2 0 1 7) ,  r e v e al e d  a  si g nifi c a nt  i n cr e a s e  i n  pr olif er ati o n  of  t h e  S 2 R +  c ell s. T h e  C -

t er mi n u s  of st ur k o pf  i s of  i m p ort a n c e  f or  t h e  pr ot ei n  f u n cti o n a s st ur k o pf 

o v er e x pr e s si o n w a s  s h o w n t o i n d u c e a L D cl u st eri n g p h e n ot y p e ( T hi el et al. 2 0 1 3). At 

l e a st  t wo  l y si n e  r e si d u e s  ( K 2 7 1  a n d K 2 8 0)  l o c at e d  i n  t h e  C-t er mi n u s  of  t h e  pr ot ei n 

c a n  g et  u bi q uiti n at e d  ( K ol k h of  et  al.  2 0 1 7). H o w e v er,  a n  a mi n o  a ci d  e x c h a n g e  of 

t h e s e  t w o  l y si n e  r e si d u e s  t o  ar gi ni n e s  ( K 2 7 1 R  a n d  K 2 8 0 R) i s u n a bl e  t o  a b oli s h  t h e 

L D  cl u st eri n g ( W ert h e b a c h  2 0 1 9). T h e  a mi n o  a ci d  e x c h a n g e  of  all st ur k o pf  l y si n e 

r e si d u e s  t o  ar gi ni n e s  ( 1 6 K 2 R)  a b oli sh e s  t hi s  cl u st eri n g  p h e n ot y p e ( K ol k h of  et  al. 

2 0 1 7; W ert h e b a c h 2 0 1 9) . T hi s s u g g e st s t h at f urt h er l y si n e r e si d u e s of t h e pr ot ei n o n 

t o p of t h e t w o r e si d u e s K 2 7 1 a n d K 2 8 0 m u st b e  u bi q uiti n at e d , o n t h e o n e h a n d, a n d 

t h at t h e C-t er mi n al l y si n e r e si d u e s ar e r e q uir e d f or t h e i n d u cti o n of L D cl u st eri n g, o n 

t h e  ot h er  h a n d, w hi c h  i s  li k el y  m e di at e d  t hr o u g h  h o m o -di m eri z ati o n  of st ur k o pf  

( K ol k h of  et  al.  2 0 1 7;  W ert h e b a c h  2 0 1 9). C o n si d eri n g  t h e  f a ct  t h at  t h e  pr ot ei n  w a s 

pr e s u m a bl y  u n a bl e  t o  b e  u bi q uiti n at e d ( K ol k h of  et  al.  2 0 1 7) t h e  d at a  o bt ai n e d  f or 
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st ur k o pf ( 1 6 K 2 R)  r e g ar di n g  pr olif er ati o n w a s  p arti c ul arl y  i ntri g ui n g  a s  t hi s  fi n di n g 

r e s e m bl e s  t h e  pr olif er ati o n  b e h a vi or  o b s erv e d  i n  h u m a n  c ell  c ult ur e  u p o n L D A H  

k n o c k d o w n  ( C urr all  et  al.  2 0 1 8) .  H e n c e, t h e m e di at e d  eff e ct s  o n  pr olif er ati o n  mi g ht 

b e  d e p e n d e nt  o n a  s y n er gi sti c  eff e ct  of t h e p ut ati v e  e n z y m ati c  f u n cti o n,  t h e C -

t er mi n u s of st ur k o pf  a s w ell a s u bi q uiti n ati o n pr o c e s s e s . Si mil arl y, t h e C -t er mi n u s of 

m a m m ali a n  L D A H  w a s  s h o w n  t o  b e  r e q uir e d f or  u bi q uiti n ati o n-d e p e n d e nt  pr ot ei n 

st a bilit y r e g ul ati o n of t h e m aj or tri a c yl gl y c er ol li p a s e A T G L. I n t er m s of pr olif er ati o n, a 

si mil ar st ur k o pf / L D AH -m e di at e d st a bilit y r e g ul ati o n of a n y et u n k n o w n t ar g et pr ot ei n 

c o ul d  h a v e  r e s ult e d  i n  t h e  o b s er v e d  pr olif er ati o n  d e cr e a s e  u p o n st ur k o pf  (fi g ur e  7) 

a n d  L D A H  o v er e x pr e s si o n ( C urr all  et  al.  2 0 1 8). O v er e x pr e s si o n  of st ur k o pf ( S 1 1 9 A) 

di d  n ot  alt er  t h e  pr olif er ati o n  b e h a vi or  of  t h e  c ell s,  y et  h ar b ori n g  a  f u n cti o n al  C -

t er mi n u s ( T hi el  et  al.  2 0 1 3) ar g ui n g  a g ai n st  a  r ol e  of  a  f u n cti o n al  C -t er mi n u s i n 

pr olif er ati o n . H o w e v er,  wit h  r e g ar d  t o  t h e  L D  cl u st eri n g  p h e n ot y p e  o b s er v e d  f or 

st ur k o pf  o v er e x pr e s si o n ( T hi el et al. 2 0 1 3) , t h e p oi nt m ut ati o n of t h e p ut ati v e c at al yti c 

s eri n e S 1 1 9 w a s d e m o n str at e d t o c o u nt er -b al a n c e i n d u cti o n of L D cl u st eri n g ( T hi el et 

al.  2 0 1 3) .  C o n s e q u e ntl y, t h e  p ut ati v e  c at al yti c  s eri n e  at  p o siti o n  1 1 9  a n d  t h e  C-

t er mi n u s  a ct  i n  a n  a nt a g o ni sti c  m a n n er  p ert ai ni n g  t o  L D  cl u st eri n g.  T hi s  mi g ht  al s o 

s er v e  a s  a n  e x pl a n ati o n  f or  t h e  i n a bilit y  of  t h e s t ur k o pf( S 1 1 9 A)  c o n str u ct  t o  i n d u c e 

pr olif er ati o n  c h a n g e s  s u g g e sti n g a  s y n er gi sti c  eff e ct  m e di at e d  t hr o u g h  b ot h  t h e  still 

u n k n o w n e n z y m ati c f u n cti o n of st ur k o pf  a n d a f ull y f u n cti o n al C -t er mi n u s. T o t e st t hi s 

h y p ot h e si s,  a  d o u bl e  m ut a nt  c o n str u ct  b ot h  h ar b ori n g  t h e  m ut ati o n  i n  t h e  p ut ati v e 

c at al yti c al s eri n e at a a 1 1 9 a s w ell a s t h e 1 6 K 2 R m o difi c ati o n c o ul d b e g e n er at e d t o 

a n al y z e  w h et h er t hi s c o m bi n ati o n h a s a di ff er e nti al i nfl u e n c e t o w ar d s pr olif er ati o n. It 

i s  n ot e w ort h y,  t h at  t h e  d e s cri b e d  d e cr e a s e  i n  pr olif er ati o n  u p o n  st ur k o pf 

o v er e x pr e s si o n  c o ul d  al s o  b e  t h e  r e s ult  of  i n cr e a s e d  c ell  d e at h  e v e nt s  a s  cr y st al 

vi ol et  e x p eri m e nt s  o nl y  a s s a y  c ell  pr e s e n c e.  T hi s  p o s si bilit y  a p pli e s  al s o  t o  t h e 

a n al o g o u s  e x p eri m e nt s  i n  h u m a n  c ell  c ult ur e ( C urr all  et  al.  2 0 1 8) a n d  s h o ul d  b e 

a d dr e s s e d i n f ut ur e st u di e s.  

I nt er e sti n gl y,  t h e  pr olif er ati o n  b e h a vi or  c h a n g e d  c o m pl et el y i n  r e s p o n s e  t o  O A 

l o a di n g  of  t h e  c ell s (fi g ur e s  9  a n d  1 0).  T h e  i n d u cti o n  of  L D s  a n d, t h u s, t h e 

tr a n sl o c ati o n  of st ur k o pf  o n  L D s  ( T hi el  et  al.  2 0 1 3;  G o o  et  al.  2 0 1 7)  r e s ult e d  i n  a 

si g nifi c a nt  i n cr e a s e  i n  c ell  pr olif er ati o n  u p o n wil d  t y p e  st ur k o pf  o v er e x pr e s si o n, 

w h er e a s  all  ot h er  t e st e d  c o n str u ct s  di d  n ot  s h o w  a n y  diff er e n c e  i n  pr olif er ati o n 

b e h a vi or. T h e s e r e s ult s s u g g e st t h at st ur k o pf  h a s diff er e nt m o d e s of a cti o n r e g ar di n g 
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pr olif er ati o n d e p e n di n g  o n  it s  l o c ali z ati o n.  W hil e  m o stl y  l o c at e d  i n  t h e  e n d o pl a s mi c 

r eti c ul u m  a s  it  i s  pr o b a bl y  t h e  c a s e  f or  t h e  d at a  pr e s e nt e d  i n  fi g ur e  7, st ur k o pf  

o v er e x pr e s si o n s u p pr e s s e d  pr olif er ati o n of t h e c ell s. H o w e v er, r el o c ati o n of st ur k o pf  

o nt o L D s i n cr e a s e d  pr olif er ati o n (fi g ur e 9)  i n di c ati n g t h at t h e o b s er v e d s up pr e s si o n of 

pr olif er ati o n  u p o n st ur k o pf  o v er e x pr e s si o n  i s  r e g ul at e d  w h e n  l o c ali z e d  i n  t h e  E R , 

w hil e st ur k o pf  o v er e x pr e s si o n  e n h a n c e s  pr olif er ati o n  u p o n  li pi d  l o a di n g  of  t h e  c ell s 

a n d  tr a n sl o c ati o n of st ur k o pf  o nt o li pi d dr o pl et s c o n s e q u e ntl y (fi g ur e 9). H o w e v er,  f or 

t h e o v er e x pr e s si o n of  st ur k o pf ( 1 6 K 2 R) it w a s e x p e ct e d  t o al s o pr o m ot e pr olif er ati o n 

of  O A -tr e at e d  c ell s si mil ar  t o t h e  u ntr e at e d  c o n diti o n  (fi g ur e  7). A s s u mi n g  t h at  t h e 

a b oli s h m e nt  of  C -t er mi n al  l y si n e r e si d u e s i s ( c o-)r e s p o n si bl e  f or  t h e  pr olif er ati o n 

i n cr e a s e a s  s e e n  i n  fi g ur e  7 , a n  i n cr e a s e  i n  pr olif er ati o n  w a s  al s o  e x p e ct e d ,  w hi c h 

w a s,  h o w e v er,  n ot  t h e  c a s e.  O v er e x pr e s si o n  of  st ur k o pf ( S 1 1 9 A) i n O A-tr e at e d  c ell s 

di d n ot alt er t h e pr olif er ati o n b e h a vi or. A g ai n, t hi s fi n di n g p oi nt s t o w ar d s a n i m p ort a nt 

r ol e  of t h e  h y p ot h eti c al  e n z y m ati c  f u n cti o n  of st ur k o pf  r e g ar di n g  pr olif er ati o n. 

Alt er n ati v el y ,  a n  a nt a g o ni sti c  eff e ct  of  t h e  e n z y m ati c  c or e  of st ur k o pf  a n d  it s  C -

t er mi n u s ( T hi el et al. 2 0 1 3) i s al s o h er e c o n c ei v a bl e .  

C ert ai nl y , it w o ul d al s o b e of i nt er e st t o i n v e sti g at e w h et h er a s t ur k o pf k n o c k d o w n i n 

S 2 R + c ell s r e s ult i n i n cr e a s e d c ell pr olif er ati o n u n d er b a s al c o n diti o n s d e m o n str at e d 

f or L D A H  k n o c k d o w n  b ef or e  ( C urr all et al. 2 0 1 8). A s t h e h et er ol o g o u s h u m a n L D A H 

o v er e x pr e s si o n di d  n ot  alt er  t h e  pr olif er ati o n  b e h a vi or  of  t h e  c ell s  i n  b ot h  t e st e d 

c o n diti o n s  (fi g ur e s  7  a n d  9) ,  it  c o ul d  b e s u p p o s e d  t h at  h u m a n  L D A H  i s  n ot  a bl e  t o 

p h e n o c o p y  t h e  eff e ct s  o n  pr olif er ati o n  w hi c h  w er e  o b vi o u s  f or st ur k o pf  

o v er e x pr e s si o n.  T hi s  c o ul d  b e  d u e  t o  t h e  c ell ul ar  s y st e m  u s e d.  T h e  u s e  of  S 2 R + 

c ell s, w hi c h ar e c ell s d er i v e d fr o m m al e Dr o s o p hil a  e m br y o s o n t h e v er g e of h at c hi n g 

( Y a n a g a w a  et  al.  1 9 9 8),  mi g ht  n ot  b e  i d e al  t o  st u d y  h u m a n  L D A H-i n d u c e d 

pr olif er ati o n c h a n g e s wit h r e g ar d s t o pr o st at e c a n c er  a s d e m o n str at e d i n pr o st at e c ell 

li n e s ( C urr all  et  al.  2 0 1 8).  E v e n st ur k o pf  o v er e x pr e s si o n  u si n g t hi s  c ell ul ar  s y st e m 

w a s n ot i d e al c o n si d eri n g a r ol e of st ur k o pf  i n t h e a c c e s s or y gl a n d a s m o d el t o st u d y 

pr o st at e  c a n c er -r el e v a nt  pr o c e s s e s. I d e all y,  a n  a c c e s s or y  gl a n d-d eri v e d  c ell  li n e 

s h o ul d  b e  util iz e d  i n  t hi s  p arti c ul ar  c a s e t o  b e  a bl e  t o  r e c a pit ul at e  t h e  e x p eri m e nt s 

s h o w n f or L D A H o v er e x pr e s si o n/ k n o c k d o w n a n d t h e eff e ct s o n pr olif er ati o n ( C urr all 

et  al.  2 0 1 8) . H o w e v er,  t h e p ur p o s e  of  t h e s e  e x p eri m e nt s  w a s  t o  t e st  f or  a  p ot e nti al 

c a p a cit y  of Dr o s o p hil a  st ur k o pf  t o  alt er  pr olif er ati o n  u p o n  pr ot ei n  a b u n d a n c e 

alt er ati o n s.  A s  c h a n g e s  i n st ur k o pf  pr ot ei n  l e v el s  w er e  s h o w n  t o  i nfl u e n c e 
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g er mli n e ( Qi a n et al. 2 0 1 4) a n d m al e c o urt s hi p b e h a vi or ( G a nt er et al. 2 0 1 1) a m o n g st  

ot h er s. F urt h er m or e, e c d y s o n e a n d it s a s s o ci at e d r e c e pt or ( E c R) ar e e s s e nti al f or t h e 

pr o p er d e v el o p m e nt of t h e a c c e s s or y gl a n d ( S h ar m a et al. 2 0 1 7; v a n L o m m el et al. 

2 0 2 2) . E n d or e pli c ati o n  of  S C s i s d e p e n d e nt  o n  t h e  E c R  a n d  e c d y s o n e  si g n ali n g  i n 

vir gi n  m al e  fli e s  ( L ei bli c h  et  al.  2 0 1 9). R N Ai -m e di at e d E c R  k n o c k d o w n  l e a d s  t o  a 

hi g hl y si g nifi c a nt r e d u cti o n of n u cl e ar gr o wt h  i n t h e s e c o n d ar y c ell s of t h e a c c e s s or y 

gl a n d u p o n ( L ei bli c h et al. 2 0 1 9). A s a r e d u cti o n i n e c d y s on e si g n ali n g w a s pr o p o s e d 

f or st ur k o pf  m ut a nt a ni m al s, it w a s of i nt er e st t o i n v e sti g at e w h et h er t h e st ur k o pf  L O F 

r e s ult e d i n si mil ar fi n di n g s. I n d e e d, a hi g hl y si g nifi c a nt r e d u cti o n i n n u cl e ar si z e a n d , 

t h u s, of  S C s  w a s  o b s er v e d  i n st ur k o pf  n ull  m ut a nt  a n i m al s  (fi g ur e s  1 9 B  a n d  2 0) 

w hi c h  mi g ht  b e  d u e  t o  l o w er e d  e c d y s o n e  si g n ali n g.  I nt er e sti n gl y,  t h e  m ai n  c ell 

n u cl e ar  ar e a,  w hi c h  al s o  n e e d e d  t o  b e  d et er mi n e d  f or  t h e  e v al u ati o n  of  S C 

e n d or e pli c ati o n,  i s  si g nifi c a ntl y  i n cr e a s e d  i n  t h e st ur k o pf  m ut a nt  st at e  (fi g ur e  1 9 A). 

T h e s e c ell s ar e , a s w ell a s t h e S C s , of e pit h eli al ori gi n  ( Wil s o n et al. 2 0 1 7; R a m b ur et 

al.  2 0 2 1) .  Whil e  m o st  st u di e s  f o c u s  o n  t h e  S C s  u si n g  t h e A G s  a s P C a  m o d el,  t h e 

m ai n c ell s mi g ht al s o b e a n i nt er e sti n g t ar g et t o f o c u s o n i n t hi s s p e cifi c r e g ar d . M ai n 

c ell s  m a k e  u p  m or e  t h a n  9 5  %  of  t h e  e ntir e  gl a n d ( B ertr a m  et  al.  1 9 9 2) a n d  t h e 

m aj orit y  of  pr o st at e  c a n c er s ari s e  fr o m  t h e  m o st  a b u n d a nt  c ell s  i n  t h e  pr o st at e  

( Gri g n o n 2 0 0 4).  

T h e alt er ati o n s of e n d or e pli c ati o n r e pr e s e nt e d  fir st t a n gi bl e e x p eri m e nt al d at a hi nti n g 

t o w ar d s p ert ur b e d e c d y s o n e si g n ali n g i n st ur k o pf  m ut a nt a ni m al s. T h e i m p air m e nt i n 

e c d y s o n e  si g n ali n g  w a s  f urt h er  i n v e sti g at e d  vi a  t h e  m e a s ur e m e nt  of  2 0 -

h y dr o x y e c d y s o n e  h e m ol y m p h  tit er s.  A  hi g hl y  si g nifi c a nt  r e d u cti o n  i n  e c d y s o n e 

h e m ol y m p h  tit er s  i n st ur k o pf  n ull  m ut a nt  m al e s c o ul d  b e  di s c o v er e d  (fi g ur e  2 5).  I n 

f e m al e fli e s, h o w e v er, n o si g nifi c a nt c h a n g e s w er e o b s er v e d (fi g ur e 2 5). M a n y of t h e 

p h e n ot y p e s di s c o v er e d i n st ur k o pf  m ut a nt a ni m al s  s u c h a s t h e e arl y st o c h a sti c d e at h 

ar e  s e x -s p e cifi c  a n d  aff e ct  m al e s  m or e  dr a sti c all y  t h a n  f e m al e s ( W ert h e b a c h  et  al. 

2 0 1 9) . T a ki n g t h e l o w er e d e c d y s o n e tit er s a s w ell a s t h e r e d u c e d e n d or e pli c ati o n i n 

st ur k o pf  m ut a nt m al e s i nt o c o n si d er ati o n , t hi s d at a p arti all y i n di c at e  a n i m p air m e nt i n  

e c d y s o n e si g n ali n g. F urt h er d at a s u c h a s t h e i n cr e a s e i n tr e h al o s e l e v el s w hi c h w a s 

e x cl u si v el y  f o u n d  i n st ur k o pf  m ut a nt  m al e s  al s o  hi nt  t o w ar d s  t hi s  h y p ot h e si s  

( W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9).  Tr e h al o s e  i s  a  n o nr e d u ci n g  di s a c c h ari d e  a n d  c om pri s e s 

t h e m ai n s u g ar i n i n s e ct s h e m ol y m p h ( B e c k er et al. 1 9 9 6). Tr e h al o s e c at a b oli s m w a s 

s h o w n  t o  b e  r e g ul at e d b y  e c d y s o n e  si g n ali n g  i n  a  d o s e -d e p e n d e nt  m a n n er 
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( Ni s hi m ur a  2 0 2 0;  Li  et  al.  20 2 0) . T h e  d el a y  i n  d e v el o p m e nt al  ti mi n g  o b s er v e d  i n 

st ur k o pf  m ut a nt a ni m al s  w a s a s s o ci at e d wit h alt er e d J H si g n ali n g ( W ert h e b a c h et al. 

2 0 1 9) . Ho w e v er,  it c o ul d al s o b e a n i n di c ati o n of p ert ur b e d e c d y s o n e si g n ali n g  w hi c h 

w a s al s o h y p ot h e si z e d ( W ert h e b a c h et al. 2 0 1 9). A s j u v e nil e h or m o n e si g n ali n g a n d 

e c d y s o n e si g n ali n g ar e cl o s el y i nt er w o v e n d uri n g d e v el o p m e nt  e s p e ci all y  ( D u br o v s k y 

2 0 0 5) , f urt h er  r e s e ar c h i s  n e e d e d t o  di s cri mi n at e  b et w e e n  eff e ct s  m e di at e d  b y 

alt er e d J H si g n ali n g a n d e c d y s o n e si g n ali n g i n st ur k o pf  m ut a nt a ni m al s.  

T h e  d at a  o bt ai n e d  f or  diff er e nti al  e x pr e s si o n  of  e c d y s o n e  t ar g et  g e n e s,  h o w e v er, 

ar g u e  a g ai n st  t hi s  h y p ot h e si s  (fi g ur e  2 4).  N o  si g nifi c a nt  diff er e n c e s  i n  tr a n s cri pt 

e x pr e s si o n of t h e e c d y s o n e d o w n str e a m t ar g et g e n e s E 7 4 A , E 7 5 A , a n d E 7 5 B  a s w ell 

a s t h e E c R  w er e f o u n d i n a c c e s s or y gl a n d s st ur k o pf  m ut a nt m al e s.  H o w e v er, t h e s e 

r e s ult s r e q uir e f urt h er r e vi si o n d u e t o t h e hi g h st a n d ar d d e vi ati o n o bt ai n e d a s s e s si n g 

t h e g e n e e x pr e s si o n d at a (fi g ur e 2 4). I n c o ntr a st, t h e tr a n s cri pt e x pr e s si o n of j u v e nil e 

h or m o n e  e p o xi d e  h y dr ol a s e s  (J H E H ) 1 -3  r e v e al e d  a  1. 5-f ol d  i n cr e a s e  i n J H E H 1  

e x pr e s si o n  i n st ur k o pf  m ut a nt  a c c e s s or y  gl a n d s,  w hil e t h e e x pr e s si o n  of  t h e  ot h er 

t w o J H E H 2  a n d J H E H 3  w a s u n aff e ct e d (fi g ur e 2 3). J H E H s d e gr a d e j u v e nil e h or m o n e 

vi a  h y dr ol y si s  of  t h e  f u n cti o n al  e p o xi d e  gr o u p  i nt o  di ol s ( Ott e a  et  al.  1 9 8 7). 

Pr e vi o u sl y, i nt er a cti o n s b et w e e n all t hr e e J H E H a n d st ur k o pf  w er e s h o w n  ( K ol k h of et 

al.  2 0 1 7;  W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9;  G ur u h ar s h a  et  al.  2 0 1 1) .  J u v e nil e  h or m o n e 

r e g ul at e s e c d y s o n e s y nt h e si s ( Mirt h et al. 2 0 1 4), pr o vi di n g  a n ot h er hi nt f or i m p air e d 

e c d y s o n e si g n ali n g.  A F A C S -b a s e d i s ol ati o n of S C R N A b a s e d o n e n d o g e n o u s G F P 

r e p ort er  e x pr e s si o n  of  g e n eti c all y  e n gi n e er e d  m al e Dr o s o p hil a  (I m m ari g e o n  et  al. 

2 0 1 9)  m a y  b e  u s e d  i n  f ut ur e  st u di e s t o a n al y z e  ot h er  t ar g et  g e n e s  s u c h  a s  t h e 

H all o w e e n  g e n e s,  w hi c h  ar e  e s s e nti al  f or  e c d y s o n e  s y nt h e si s ( R e wit z  et  al.  2 0 0 6) 

a n d t h eir e x pr e s si o n i n t h e st ur k o pf  L O F b a c k gr o u n d . 

E c d y s o n e  i s  pri m aril y  pr o d u c e d  i n  t h e  pr ot h or a ci c  gl a n d s ( H u a n g  et  al.  2 0 0 8). 

H o w e v er, g r o wi n g e vi d e n c e s u g g e st S C s a s a sit e of e c d y s o n e s y nt h e si s ( H e nt z e et 

al. 2 0 1 3; L ei bli c h et al. 2 0 1 9)  a n d e c d y s o n e si g n ali n g w a s al m o st e x cl u si v el y st u di e d 

i n S C s ( H e nt z e et al. 2 0 1 3; S h ar m a et al. 2 0 1 7; L ei bli c h et al. 2 0 1 9). F urt h er m or e, a 

si g nifi c a nt r e d u cti o n i n S C s w a s d et er mi n e d i n st ur k o pf  m ut a nt m al e s ( e. g., fi g ur e s 1 2 

a n d 1 6), w hi c h will b e di s c u s s e d l at er i n gr e at er d et ail. It i s, h o w e v er, q u e sti o n a bl e i n 

h o w f ar t hi s r e d u cti o n of S C s a s p ot e nti al  sit e s  of e c d y s o n e s y nt h e si s mi g ht i nfl u e n c e 

of  t h e  o v er all  h e m ol y m p h  e c d y s o n e  tit er s . T h u s,  t h e F A C S -b a s e d i s ol ati o n  of  S C s 
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(I m m ari g e o n et al. 2 0 1 9) c o ul d s er v e a s h el pf ul m e a s ur e t o st u d y e c d y s o n e si g n ali n g 

i n S C s e x cl u si v el y.  

3. 4   St u r k o pf -m e di at e d p r ot ei n st a bilit y r e g ul ati o n  

St ur k o pf  a s  w ell  a s  L D A H  h a v e  b e e n a s s u m e d  t o  r e g ul at e  pr ot ei n  st a bilit y 

( W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9;  G o o  et  al.  2 0 1 7).  F or  L D A H,  a n  i n v ol v e m e nt  i n  st a bilit y 

r e g ul ati o n  of  t h e  m aj or  tri a c yl gl y c er ol  li p a s e  A T G L  ( a di p o c yt e  tri gl y c eri d e  li p a s e) 

( Zi m m er m a n n et al. 2 0 0 4) w a s i d e ntifi e d ( G o o et al. 2 0 1 7). O v er e x pr e s si o n of L D A H 

r e s ults  i n a n e n h a n c e m e nt of A T G L p ol y u bi q uiti n ati o n ( G o o et al. 2 0 1 7). T hi s r e s ult s 

i n  t h e  pr ot e a s o m al L D A H -m e di at e d  d e gr a d ati o n  of A T G L ( G o o  et  al.  2 0 1 7) vi a  t h e 

pr ot e a s o m e -u bi q uiti n  p at h w a y  c o n s e q u e ntl y  ( Ol z m a n n  et  al.  2 0 1 3;  D ai  et  al.  2 0 1 3). 

H o w e v er,  A T G L  i s  pr ot e ct e d  fr o m  pr ot e a s o m al  d e gr a d ati o n  w h e n  b o u n d  t o  L D s 

( Ol z m a n n  et  al.  2 0 1 3;  Li  et  al.  2 0 1 4 c). I n  t h e or y,  thi s  p ol y u bi q uiti n ati o n  c o ul d  b e 

tr a c e d  b a c k  t o  a  dir e ct  eff e ct  of  L D A H  o n  pr ot ei n  u bi q uiti n ati o n  e. g.,  vi a  a  L D A H-

m e di at e d  r e cr uit m e nt of E 3 u bi q uiti n li g a s e s. H o w e v er, i n t h e fr uit fl y st ur k o pf  h a s a 

hi g h er  affi nit y  t o  L D s  t h a n b r u m m er ( T hi el  et  al.  2 0 1 3;  K or y  et  al.  2 0 1 5), i. e., t h e 

A T G L ort h ol o g i n Dr o s o p hil a . P ol y u bi q uiti n ati o n of A T G L m a y e m a n at e fr o m  p h y si c al 

pr o p erti e s  s u c h  a s  c o m p etiti o n  of  L D  bi n di n g  sit e s  r e s ulti n g  i n  c yt o pl a s m ati c 

s e q u e str ati o n of t h e pr ot ei n a n d h e n c e it s pr ot e a s o m al d e gr a d ati o n ( G o o et al. 2 0 1 7). 

H o w e v er, t h e l att er d o e s n ot n e c e s s aril y e x cl u d e a p ot e nti al r ol e of st ur k o pf / L D A H i n 

u bi q uiti n ati o n  pr o c e s s e s b e c a u s e  t h e s e  r e s ult s  w er e m ai nl y  g e n er at e d  u si n g 

o v er e x pr e s si o n  c o n str u ct s  of st ur k o pf  a n d b r u m m er ( T hi el  et  al.  2 0 1 3;  K or y  et  al. 

2 0 1 5)  a n d  n ot  wit h  e n d o g e n o u sl y  e x pr e s s e d  pr ot ei n  l e v el s  w hi c h m a y  b e  m or e 

pr o mi si n g  i n  i d e ntif yi n g  a  p ut ati v e  r ol e  of st ur k o pf -/ L D A H-m e di at e d  u bi q uiti n ati o n  of 

b r u m m er/ A T G L. F urt h er m or e,  t he h y p ot h e si s of pr ot ei n cr o w di n g a n d c o m p etiti o n of 

L D -bi n di n g  sit e s  w o ul d  o nl y  a p pl y  t o  L D A P s. S t ur k o pf w a s a s s u m e d  t o  r ei nf or c e 

pr ot ei n  st a bilit y  of  t h e  J H E H  e n z y m e s  a s  vi s u ali z e d  i n  fi g ur e  6 0 ( W ert h e b a c h  et  al. 

2 0 1 9) .  T h e s e  e n z y m e s  d o  n ot  b el o n g  t o  t h e  f a mil y  of  L D A P.  Th e st ur k o pf / L D A H-

m e di at e d r e g ul ati o n of pr ot ei n st a bilit y mi g ht , t h u s, b e d u e t o a n a ct u al f u n cti o n of t h e 

pr ot ei n s.   

A s  m e nti o n e d  b ef or e, st ur k o pf  L O F  w a s a s s u m e d  ( W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9) a n d 

pr o v e n  b y cir c u m st a nti al e vi d e n c e (fi g ur e s 2 0 a n d 2 5) t o i m p air e c d y s o n e si g n ali n g. 

A s  e c d y s o n e  si g n ali n g  f u n cti o n s  t hr o u g h  t h e  bi n di n g  of  2 0 -h y dr o x y e c d y s o n e  t o  it s 

a s s o ci at e d h et er o di m eri c r e c e pt or, c o m pri s e d o f E c R a n d U S P (u ltr a s pir a cl e) ( Y a o et 
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al.  1 9 9 2;  Y a o  et  al.  1 9 9 3 a) ,  t h e  i m p air m e nt  i n  e c d y s o n e  si g n ali n g  d u e  t o st ur k o pf  

L O F m a y  al s o  b e  i nfl u e n c e d  b y  diff er e nti all y  r e g ul at e d  E c R  pr ot ei n  a b u n d a n c e. 

Alt h o u g h tr a n s cri pt e x pr e s si o n of E c R  w a s n ot alt er e d i n a c c e s s or y gl a n d s of st ur k o pf  

l o s s of f u n cti o n m al e s (fi g ur e 2 4) t hi s di d n ot n e c e s s aril y e x cl u d e a p ut ati v e st ur k o pf -

m e di at e d  i nfl u e n c e  o n  E c R  pr ot ei n  st a bilit y.  I n v e sti g at i n g of  E c R  pr ot ei n  st a bilit y 

r e g ul ati o n  ai m e d at  m o nit ori n g  p r ot ei n  d e gr a d ati o n  b a s e d  o n c y cl o h e xi mi d e -c h a s e 

e x p eri m e nt s u si n g S 2 R + c ell s (fi g ur e 2 7) ( B u c h a n a n et al. 2 0 1 6). T o f urt h er t e st f or 

u bi q uiti n ati o n -m e di at e d  pr ot e a s o m al  d e gr a d ati o n  of  t h e  E c R,  c y cl o h e xi mi d e -

tr e at m e nt  w a s  c o m pl e m e nt e d  u si n g  t h e  pr ot e a s o m e  i n hi bit or  M G 1 3 2 ( L e e  a n d 

G ol d b er g 1 9 9 8) . F urt h er m or e, P yr -4 1, a s a n i n hi bit or of u bi q uiti n -a cti v ati n g e n z y m e s 

( E 1) ( Y a n g  et  al.  2 0 0 7) f or  t h e  i n hi biti o n  of  t h e  u bi q uiti n-pr ot e a s o m e  s y st e m  w a s 

i n cl u d e d.  U si n g  a n  a nti b o d y  a g ai n st  c o m m o n  E c R  i s of or m s,  a n  i n st a nt  i s of or m-

s p e cifi c r e d u cti o n E c R -A/ B 1 pr ot ei n si g n al c o ul d b e  o b s er v e d, w hil e E c R i s of or m B 2 

pr ot ei n  l e v el s  sl o wl y  r e d u c e d  o v er  t h e  c o ur s e  of  ti m e  (fi g ur e  2 7).  E c R -A g et s  

u bi q uiti n at e d  a n d  d e gr a d e d vi a  t h e  pr ot e a s o m al  s y st e m ( Gr a dill a  et  al.  2 0 1 1). 

H o w e v er, a s n o diff er e n c e s i n t h e M G 1 3 2 - a n d P yr -4 1 -tr e at e d c ell s c o m p ar e d  t o t h e 

D M S O -tr e at e d  c o ntr ol b e c a m e  a p p ar e nt,  it  w a s  i m p o s si bl e  t o  dr a w  c o n cl u si o n s  o n 

E c R  pr ot ei n  st a bilit y  r e g ul ati o n  vi a  u bi q uiti n ati o n  of  t h e  diff er e nt  i s of or m s  d et e ct e d 

wit h  t h e  a nti b o d y. Ori gi n all y ,  a n  i n cr e a s e  i n  pr ot ei n l e v el s w a s  e x p e ct e d  f or  t h e 

M G 1 3 2 - a n d P yr -4 1 -tr e at e d c o n diti o n s o v er ti m e .  

T o  t e st  f or  diff er e n c e s  i n  E c R  pr ot ei n  l e v el s dir e ctl y ,  t h e  st a bl y  tr a n sf e ct e d  c ell s 

o v er e x pr e s si n g  diff er e nt st ur k o pf  v ari a nt s  w er e  a n al y z e d  (fi g ur e  2 8).  I nt er e sti n gl y, 

diff er e n c e s  i n  E c R  pr ot ei n  a b u n d a n c e  w er e e vi d e nt .  O v er e x pr e s si o n  of wil d  t y p e  

st ur k o pf ,  a s  w ell  a s st ur k o pf ( S 1 1 9 A)  a n d  h u m a n  L D A H  i n cr e a s e d t h e  pr ot ei n 

a b u n d a n c e of E c R A/ B 1 . Ov er e x pr e s si o n of t h e st ur k o pf ( 1 6 K 2 R) v ari a nt, i n c o ntr a st, 

di d n ot c h a n g e E c R pr ot ei n a b u n d a n c e at all. T hi s i n di c at e s a st a bili zi n g f u n cti o n  of 

st ur k o pf  o n  t h e  E c R  w hi c h m i g ht b e  a s s o ci at e d  wit h  t h e  C -t er mi n al  f u n cti o n of 

st ur k o pf  a n d  it s  c a p a bilit y  t o  g et u bi q uiti n at e d  ( K ol k h of  et  al.  2 0 1 7).  I n li n e wit h  t h e 

h y p ot h e si s  t h at st ur k o pf ( 1 6 K 2 R)  o v er e x pr e s si o n  “ p h e n o c o pi e s”  t h e L D A H  

k n o c k d o w n  i n  m a m m ali a n  c ell  c ult u r e  s y st e m  r e s ulti n g  i n  a n  i n cr e a s e  i n  c ell 

pr olif er ati o n (fi g ur e 7, ( C urr all et al. 2 0 1 8)). A  st a bili zi n g r ol e f or E c R of t hi s st ur k o pf  

v ari a nt  c o ul d  n ot  b e  d et er mi n e d .  A s  a  r e s ult, t hi s  c o n str u ct  m a y  f u n cti o n  a s  a 

“ d o mi n a nt  n e g ati v e” st ur k o pf  v ari a nt. I n  t hi s c a s e,  o n e  mi g ht  e x p e ct  a  r e d u cti o n  i n 

E c R pr ot ei n a b u n d a n c e f or t hi s s p e cifi c c o n diti o n. H o w e v er, t h e s e c ell s o v er e x pr e s s 
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st ur k o pf ( 1 6 K 2 R) o n t o p of e n d o g e n o u s st ur k o pf  pr ot ei n e x pr e s si o n ( Fl y B a s e, v er si o n 

F B 2 0 2 2 _ 0 5) . Th e E c R pr ot ei n e x pr e s si o n a p p ar e nt i n  fi g ur e 2 8 f or st ur k o pf ( 1 6 K 2 R) 

o v er e x pr e s si o n  d o e s  n ot  diff er  fr o m  E c R  pr ot ei n l e v el s i n  t h e  c o ntr ol  c ell  li n e.  T h e 

a b s e n c e  of  a st ur k o pf ( 1 6 K 2 R)-m e di at e d  eff e ct  c o ul d al s o  b e a  r e s ult  of  t h e 

o v er e x pr e s si o n m a g nit u d e of t hi s c o n str u ct a s it s h o w e d t h e w e a k e st o v er e x pr e s si o n 

of all st a bl e c ell li n e s g e n er at e d (fi g ur e 6) . 

B e y o n d t h at , a dir e ct i nt er a cti o n of st ur k o pf  a n d E c R a s w ell a s U S P, a s  t h e s e c o n d 

c o m p o n e nt  of  a  f u n cti o n al  E c R  h et er o di m eri c  n u cl e ar  r e c e pt or,  w a s  t e st e d  (fi g ur e 

2 6) . T hi s pr ot ei n co ul d s e r v e a s a n a d diti o n al i n di c ati o n of a st ur k o pf  L O F -a s s o ci at e d 

i m p air m e nt i n e c d y s o n e si g n ali n g. N o dir e ct i nt er a cti o n b et w e e n st ur k o pf  a n d n eit h er 

E c R, n or U S P , w a s i d e ntifi e d (fi g ur e 2 6 B). I nt er e sti n gl y, a dir e ct i nt er a cti o n b et w e e n 

st ur k o pf  a n d  t h e  e str o g e n -r el at e d  r e c e pt or  ( E R R)  w a s f o u n d i n  t hi s  c o nt e xt.  T hi s 

r e c e pt or  i s  c o n si d er e d  a  p ot e nti al  ort h ol o g  of  t h e  h u m a n  a n dr o g e n  r e c e pt or 

c o m p ar e d t o t h e E c R ( Fl y B a s e, v er si o n F B 2 0 2 2 _ 0 5). H o w e v er, a s st at e d b ef or e , t h e 

r e g ul ati o n of t h e E c R a n d/ or U S P mi g ht f u n cti o n  i n dir e ctl y t hr o u g h t h e r e cr uit m e nt of 

ot h er c o m p o n e nt s, w hi c h, i n t ur n, dir e ctl y r e g ul at e E c R pr ot ei n st a bilit y.  

E c R  i s  t h e  o nl y  st er oi d  r e c e pt or  i n Dr o s o p hil a ( K o ell e  et  al.  1 9 9 1).  Att e m pt s  w er e 

m a d e t o i n v e sti g at e p ar all el s b et w e e n E c R si g n ali n g a n d A R si g n ali n g ( L ei bli c h et al. 

2 0 1 9) . Alt h o u g h  t h e  E c R  i s  n ot t h e  ort h ol o g  of  t h e  h u m a n  A R  ( Fl y B a s e,  v er si o n 

F B 2 0 2 2 _ 0 5), it s h ar e s si mil ar f u n cti o n s a s t h e A R. F or i n st a n c e, it i s r e s p o n si bl e f or 

pr o p er a c c e s s or y gl a n d d e v el o p m e nt ( S h ar m a et al. 2 0 1 7), w hi c h al s o a p pli e s t o  t h e 

A R  i n  t h e  pr o st at e  a s  it  h e a vil y  r eli e s  o n  t e sti c ul ar  a n dr o g e n  si g n ali n g  d uri n g  it s 

d e v el o p m e nt a n d f or t h e m ai nt e n a n c e of ti s s u e i nt e grit y ( Vi c k m a n et al. 2 0 2 0) . T h u s, 

it i s n ot c o m pl et el y i m p o s si bl e t h at st a bilit y r e g ul ati o n of t h e s e t w o n u cl e ar r e c e pt or s 

mi g ht b e c o n s er v e d. It w a s, f or i n st a n c e, s h o w n t h at v ari o u s l y si n e r e si d u e s i n t h e A R 

g et u bi q uiti n at e d b y s e v er al E 3 u bi q uiti n li g a s e s ( X u et al. 2 0 0 9; Li et al. 2 0 1 4 a; Li et 

al. 2 0 1 4 b; M c Cl ur g et al. 2 0 1 7; It o et al. 2 0 1 8 b) . T h e f at e of t h e A R i s d e p e n d e nt o n 

w hi c h E 3 u bi q uiti n li g a s e u bi q uiti n at e s w hi c h l y si n e r e si d u e. U bi q uiti n ati o n of t h e C-

t er mi n al l y si n e r e si d u e s K 8 4 5 a n d K 8 4 7 vi a t h e E 3 u bi q uiti n li g a s e s S K P 2 ( S-p h a s e 

ki n a s e -a s s o ci at e d  pr ot ei n -2),  C HI P  ( C -t er mi n u s  of  H s c 7 0-i nt er a cti n g  pr ot ei n)  a n d 

M D M 2  ( m o u s e  d o u bl e  mi n ut e  2  h o m ol o g)  l e a d s  t o  t h e  pr ot e a s o m al  d e gr a d ati o n  of 

t h e  A R ( Li  et  al. 2 0 1 4 a;  Li  et  al.  2 0 1 4 b) . I n  c o ntr a st, u bi q uiti n ati o n  of  t h e  K 8 4 5  a n d 

K 8 5 7  l y si n e  r e si d u e s  b y  S K P 2  a n d  SI A H 2  ( s e v e n  i n  a b s e nti a  h o m ol o g  2)  r e s ult s  i n 
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e n h a n c e d  A R  tr a n s cri pti o n al  a cti vit y ( Li  et  al.  2 0 1 4 a).  T h e  N-t er mi n al  K 3 1 1  r esi d u e 

w a s r e c e ntl y s h o w n t o g et u bi q uiti n at e d b y S K P 2 w hi c h i s cr u ci al f or b ot h A R st a bilit y 

a n d  tr a n s cri pti o n al  a cti vit y ( M c Cl ur g  et  al.  2 0 1 7).  A n ot h er  E 3  li g a s e,  n a m el y 

M Y LI P/I D O L  ( m y o si n  r e g ul at or y  li g ht  c h ai n  i nt er a cti n g  pr ot ei n/i n d u ci bl e  d e gr a d er  of 

t h e L D L-r e c e pt or) w a s al s o i d e n tifi e d t o u bi q uiti n at e t h e A R (It o et al. 2 0 1 8 b). I n t hi s 

st u d y,  C N P Y 2  w a s  s h o w n  t o  i n hi bit  M Y LI P -m e di at e d  A R  d e gr a d ati o n  t hr o u g h  a n 

i nt er a cti o n wit h t h e E 2-c o nj u g ati n g e n z y m e U B E 2 D 1 pr o m oti n g  pr o st at e c a n c er c ell 

gr o wt h (It o  et  al.  2 0 1 8 b). M or e o v er,  a n  i n cr e a s e i n C N P Y 2 -m e di at e d  M Y LI P 

d e gr a d ati o n  w a s  pr e vi o u sl y  i d e ntifi e d  a s  w ell ( D o  et  al.  2 0 1 2).  T h e  C N P Y 2 

Dr o s o p hil a  ort h ol o g s e el e  pr o m ot e s  S C  mi gr ati o n  i n  t h e  a c c e s s or y  gl a n d (It o  et  al. 

2 0 1 4) .  A s  E R-r e si d e nt  pr ot ei n, s e el e  w a s  t e st e d  f or  i nt er a cti o n  wit h st ur k o pf  

p erf or mi n g  pr ot ei n -pr ot ei n  i nt er a cti o n  st u di e s  u si n g  t h e  l u cif er a s e  c o m pl e m e nt ati o n 

a s s a y.  T hi s  a s s a y  r e v e al e d  a  hi g hl y  si g nifi c a nt  i nt er a cti o n  b et w e e n st ur k o pf  a n d 

s e el e (fi g ur e 5 8 a n d 5 9 A). A s t hi s i nt er a cti o n o n t o p of t h e r e c e nt c a u s al a s s o ci ati o n 

of  L D A H  a n d  pr o st at e  c a n c er (C urr all  et  al.  2 0 1 8)  w a s  i ntri g ui n g,  t h e  i nt er a cti o n s 

wit hi n  t h e  u bi q uiti n ati o n  c a s c a d e  i d e ntifi e d  f or  M Y LI P -m e di at e d  A R  u bi q uiti n ati o n  

b ef or e  (It o et al. 2 0 1 8 b), w er e r e c a pit ul at e d wit h t h e h u m a n pr ot ei n s (fi g ur e s 5 8 a n d 

5 9 B) . F urt h er m or e, t h e Dr o s o p hil a  ort h ol o g s of e a c h c o m p o n e nt w er e al s o t e st e d i n  

pr ot ei n -pr ot ei n  i nt er a cti o n  a s s a y s  (fi g ur e s  5 8  a n d  5 9 A). It  w a s p o s si bl e  t o  n ot  o nl y  

mirr or  t h e  i nt er a cti o n s  n e e d e d  f or  u bi q uiti n ati o n  u si n g  t h e Dr o s o p hil a  ort h ol o g s  a n d 

t h u s  u n c o v er  a  c o n s er v ati o n  of  t h e  i nt er a cti o n  c a s c a d e  a s  d e m o n str at e d  f or  t h e 

h u m a n  pr ot ei n s (It o  et  al.  2 0 1 8 b),  b ut  al s o  t o  i d e ntif y  i nt er-s p e ci e s  i nt er a cti o n s 

b et w e e n  t h e  s i n gl e  c o m p o n e nt s  w hi c h  hi g hl y  s u g g e st s  c o n s er v ati o n  of  t h e  pr ot ei n-

pr ot ei n -i nt er a cti o ns  t e st e d  (fi g ur e s  5 8  a n d  5 9 C).  F urt h er m or e,  a s  a  si g nifi c a ntl y 

str o n g  i nt er a cti o n  b et w e e n st ur k o pf  a n d s e el e,  a s  w ell  a s  L D A H  a n d  C N P Y 2  w a s 

u n c o v er e d .  T hi s c o ul d  b e  o n e  of  t h e st ur k o pf / L D A H  bi n di n g  p art n er s  or  r e cr uit e d 

c o m p o n e nt s  w hi c h  h el p  t o  r e g ul at e  pr ot ei n  st a bilit y.  C N P Y 2  w a s  al s o  s h o w n  t o 

pr o m ot e  pr olif er ati o n,  mi gr ati o n  a n d  a n gi o g e n e si s  of  c ol or e ct al  c a n c er  c ell s  vi a 

a p o pt o si s i n hi biti o n t hr o u g h n e g ati v e r e g ul ati o n of t h e p 5 3 p at h w a y ( Y a n et al. 2 0 1 6). 

p 5 3  i s  al s o  k n o w n  a s  t h e  “ g u ar di a n  of  t h e  g e n o m e”  a n d  i s  o n e  of  t h e  m o st  st u di e d 

t u m or  s u p pr e s s or s  b e st  k n o w n  f or  m ai nt ai ni n g  g e n o m e  i nt e grit y  a n d  pr e v e nti n g 

t u m ori g e n e si s ( L a n e  1 9 9 2).  U B E 2 D 1  i s  t h e  i d e ntifi e d  E 2  u bi q uiti n-c o nj u g ati n g 

e n z y m e i n t h e u bi q uiti n ati o n c a s c a d e m e di at i n g p 5 3 pr ot e a s o m al d e gr a d ati o n ( Z h o u 

et  al.  2 0 1 8) .  I nt er e sti n gl y,  U B E 2 D 1  i s a l s o  t h e  E 2 u bi q uiti n -c o nj u g ati n g  e n z y m e 
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i nt er a cti n g  wit h  C N P Y 2  a n d,  t h u s, i n hi biti n g  A R  pr ot ei n  d e gr a d ati o n  i n  pr o st at e 

c a n c er  c ell s (It o  et  al.  2 0 1 8 b).  T h u s,  a n  i n v ol v e m e nt  of  C N P Y 2  i n  t h e  r e g ul ati o n  of 

p 5 3  a p p e ar s  li k el y. A d diti o n all y,  m ut ati o n s  i n  t h e p 5 3  g e n e  ar e  a m o n g  t h e  m o st 

fr e q u e nt g e n eti c a b err ati o n s i n c a n c er, i n cl u di n g pr o st at e c a n c er ( W a n et al. 2 0 1 8). A 

c o n c ei v a bl e  e x pl a n ati o n  c o ul d  b e  a  s e q u e str ati o n  or  bi n di n g  of  C N P Y 2  t hr o u g h/t o 

L D A H  e n a bli n g e. g., M Y LI P -m e di at e d pr ot ei n d e gr a d ati o n of t h e A R w hi c h w o ul d b e 

t h e c a s e f or pr o st at e c a nc er (It o et al. 2 0 1 8 b).  

L D A H  w a s a s s u m e d  t o  e x hi bit  c h ol e st er yl  e st er  h y dr ol a s e  a cti vit y  i n  m uri n e 

m a cr o p h a g e s ( G o o  et  al.  2 0 1 4).  Be si d e s  a n ot h er  st u d y  of  t h e  L D A H  y e a st  ort h ol o g 

Y pr 1 4 7 c p fi n di n g si mil ar  r e s ult s ( N ar e s h  K u m ar  et  al.  2 0 1 8),  s e v er al  ot h er  st u di e s 

w er e  u n a bl e  t o  i d e ntif y  t hi s  e n z y m ati c  f u n cti o n  f or  m a m m ali a n  L D A H ( K or y  et  al. 

2 0 1 7)  a s  w ell  a s Dr o s o p hil a  st ur k o pf  ( T hi el  et  al.  2 0 1 3;  W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9). 

Wit hi n  t h e  s c o p e  of  t h e  pr ot ei n-pr ot e i n  i nt er a cti o n s, h o w e v er,  hi g hl y  si g nifi c a nt 

i nt er a cti o n s  w er e  i d e ntifi e d  b et w e e n st ur k o pf  a n d  t h e  li p o p h ori n  r e c e pt or  1  a n d  2 

( a p p e n di x,  fi g ur e  6 1).  T h e s e  r e c e pt or s  ar e  t h e  ort h ol o g s  of  h u m a n  ( V) L D L R  ([ v er y] 

l o w d e n sit y li p o pr ot ei n r e c e pt or) w hi c h ar e c h ol e st er ol r e c e pt or s ( J e o n a n d Bl a c kl o w 

2 0 0 5) .  M Y LI P  a n d  C N P Y 2  al s o  pl a y  d e m o n str at e d  r ol e s  i n  c h ol e st er ol  m et a b oli s m. 

M Y LI P i s al s o k n o w n a s i n d u ci bl e d e gr a d er of L D L r e c e pt or (I D O L) a n d w a s s h o w n 

t o b e i n d u c e d b y t h e st er ol-r e s p o n si v e n u cl e ar r e c e pt or L X R (li v er X r e c e pt or) ( Z el c er 

et al. 2 0 0 9) , w hi c h, i nt er e sti n gl y, h a p p e n s t o b e t h e h u m a n h o m ol o g of t h e E c R ( Will y 

et  al.  1 9 9 5)  a n d  C N P Y 2  w a s  s h o w n  t o  n e g ati v el y  r e g ul at e  M Y LI P -m e di at e d 

u bi q uit i n ati o n a n d t h u s pr ot e a s o m al d e gr a d ati o n of t h e L D L R ( D o et al. 2 0 1 2). T a ki n g  

t h e  i nt er a cti o ns  b et w e e n st ur k o pf / L D A H  wit h s e el e/ C N P Y 2  (fi g ur e  5 9) , b et w e e n 

st ur k o pf  a n d  L p R 1 /L p R 2  r e c e pt or s  ( a p p e n di x,  fi g ur e  6 1),  a s  w ell  a s st ur k o pf ’ s 

p ut ati v e  r ol e  i n  E c R  pr ot ei n  r e g ul ati o n  i nt o  c o n si d er ati o n,  a n  i n v ol v e m e nt  of 

st ur k o pf / L D A H  i n  t h e  c o nt e xt  of  c h ol e st er ol  h o m e o st a si s  mi g ht  a p p e ar  r e a s o n a bl e 

al s o c o n si d eri n g it s pr e di ct e d f u n cti o n a s li p ol yti c e n z y m e ( T hi el et al. 2 0 1 3; G o o et 

al. 2 0 1 4) . H o w e v er, a s s e v er al li n e s of e vi d e n c e ar g u e a g ai n st a r ol e i n t h e c a n o ni c al 

li pi d  m et a b oli s m ( T hi el  et  al.  2 0 1 3;  K or y  et  al.  2 0 1 7;  W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9),  a 

f u n cti o n  i n  li pi d  m et a b oli s m  mi g ht  j u st  b e  a n  a d diti o n al  f u n cti o n  o n  t o p  of  it s  still 

u n k n o w n m ai n f u n cti o n. S u c h a p ut ati v e a u xili ar y f u n cti o n of L D A H h a s b e e n s h o w n 

b y  ot h er s  pr e vi o u sl y ( D u b e y  et  al.  2 0 2 0). L D A H  w a s  i d e ntifi e d  a s  m e di at or  of 

h y dr ol y si s  of la s o n oli d e  A  ( L a s A),  a  m ari n e  s p o n g e -d eri v e d  m a cr oli d e  wit h  a nti -

c a n c er pr o p erti e s, t o it s a cti v e a n d t o xi c m et a b olit e L a s F ( Wri g ht et al. 2 0 0 4; D u b e y 
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et  al.  2 0 2 0) .  Alt h o u g h  t h e  a ut h or s  u n d erli n e  t h e  s p e cifi cit y  of  L D A H-m e di at e d  L a s A 

h y dr ol y si s r at h er t h a n b ei n g a pr o d u ct of g e n eri c e st er h y dr ol y si s ( D u b e y et al. 2 0 2 0), 

it  i s  q u e sti o n a bl e  w h et h er  t hi s  L D A H-m e di at e d  h y dr ol y si s  i s  i n d e e d  a  s p e cifi c 

e n z y m ati c r e a cti o n of t h e d e di c at e d e n z y m e a n d it s p h y si ol o gi c al t ar g et s u b str at e a s 

t h e s e  m a cr oli d e s  ar e  a b s e nt  i n  h u m a n s, Dr o s o p hil a ,  a n d  ot h er  s p e ci e s.  H o w e v er, 

w h at  c a n n ot b e  r ul e d  o ut  i s  a n  e v ol uti o n ar y  a d a pt ati o n  of  a  p ut ati v e  ort h ol o g  of 

st ur k o pf / L D A H  i n  t h e  m ari n e  s p o n g e F or c e pi a  s p. ,  m a ki n g  L a s A  t h e  p h y si ol o gi c al 

s u b str at e of t h e e n z y m e. F urt h er m or e, it i s p o s si bl e t h at L a s A c oi n ci d e nt all y s h ar e s 

si mil ar  pr o p erti e s  a s  t h e  still  u n k n o w n  p h y si ol o gi c al  s u b str at e( s)  of st ur k o pf / L D A H 

t h u s r e s ulti n g i n t h e f or m ati o n of a f u n cti o n al e n z y m e-s u b str at e -c o m pl e x.  

3. 5   St u r k o pf p r ot ei n l e v el m o d ul ati o n i n t h e D r o s o p hil a  A G  

a n d it s eff e ct o n S C n u m b e r  

T h e  n u m b er  of  S C s  h a s  b e e n  pr e vi o u sl y  u s e d  i n  a  g e n eti c  s cr e e n  a s  a  r e a d o ut  t o 

st u d y eff e ct s of Dr o s o p hil a  ort h ol o g s of k n o w n h u m a n pr o st at e c a n c er m e di at or s (It o 

et  al.  2 0 1 4) .  T h e s e  c ell s  h a v e  t h e  a bilit y  t o  mi gr at e ( L ei bli c h  et  al.  2 0 1 2;  It o  et  al. 

2 0 1 4) ,  e n d or e pli c at e ( L ei bli c h  et  al.  2 0 1 2;  L ei bli c h  et  al.  2 0 1 9) a n d  ar e  a  s uit a bl e 

pl atf or m  t o  st u d y  e x o s o m e  bi ol o g y ( C orri g a n  et  al.  2 0 1 4;  R e d h ai  et  al.  2 0 1 6).  All 

t h e s e a s p e ct s  ar e  al s o i m p ort a nt a n d  d er e g ul at e d  i n  pr o st at e  c a n c er ( Wil s o n  et  al. 

2 0 1 7;  R a m b ur  et  al.  2 0 2 1) .  A s  it  i s  still  i n  q u e sti o n  w h er e  e x a ctl y st ur k o pf  i s 

e x pr e s s e d  i n  t h e  A G,  s mi FI S H  e x p eri m e nt s  w er e  p erf or m e d  t o  i d e ntif y  t h e  ori gi n  of 

st ur k o pf  tr a n s cri pt  e x pr e s si o n  (fi g ur e  3 0).  H o w e v er,  t h e  d at a  o bt ai n e d  f or st ur k o pf  

tr a n s cri pt  e x pr e s si o n  i s  h ar d  t o  i nt er pr et.  Th e  si g n al s  o bt ai n e d  f or  s mi FI S H 

e x p eri m e nt s w er e , w hil e  ni c el y li mit e d t o t h e S C s, al s o d et e ct e d i n t h e st ur k o pf  n ull 

m ut a nt  sit u ati o n (fi g ur e  3 0). It  i s  hi g hl y  li k el y  t h at  t h e  o bt ai n e d  si g n al  i n  b ot h 

c o n diti o n s  i s  d u e  t o  u n s p e cifi c  bi n di n g  of  t h e  pr o b e s  a s  n o  di s cri mi n ati o n  c a n  b e 

m a d e  b et w e e n  t h e st ur k o pf  n ull  m ut a nt  b a c k gr o u n d  a n d  t h e  r e s p e cti v e  c o ntr ol. 

Alt h o u g h  r e si d u al st ur k o pf  tr a ns cri pt s  ar e  pr e s e nt  i n  t h e st ur k o pf  n ull  m ut a nt 

c o n diti o n, it  r at h er  d o e s n ot  e x pl ai n  t h e  o bt ai n e d  si g n al,  a s  t h e  p arti al  tr a n s cri pt s  i s 

f airl y s h ort ( W ert h e b a c h et al. 2 0 1 9) a n d a s u b st a nti al n u m b er of s mi FI S H pr o b e s ar e 

n e c e s s ar y f or r o b u st d et e cti o n of m R N A tr a n s cri pt s ( C al v o et al. 2 0 2 1).  

H o w e v er, o n e m ai n  ai m  of  t hi s di s s ert ati o n  w a s  t o  i d e ntif y  w h et h er  it  i s  p o s si bl e  t o 

m o d el  a n d  tr a n sl at e  t h e L D A H  l o s s-m e di at e d  P C a  a s s o ci ati o n ( C urr all  et  al.  2 0 1 8) 

u si n g  t h e D r os o p hil a  a c c e s s or y  gl a n d  a n d st ur k o pf . L D A H  k n o c k d o w n  pr o m ot e s  
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pr olif er ati o n,  w h er e a s  L D A H  o v er e x pr e s si o n  r e d u c e s  c ell  pr olif er ati o n  a s  w ell  a s 

mi gr ati o n  a n d  i n v a si o n  c a p a cit y  i n  c ult ur e d  c ell s ( C urr all  et  al.  2 0 1 8). L D A H  l o s s i n 

vi v o  r e s ult s  i n  pr o st at e  c ar ci n o g e n e si s ( C urr all  et  al.  2 0 1 8).  It  w a s,  t h u s, a s s u m e d 

t h at m o d ul ati o n of st ur k o pf  pr ot ei n a b u n d a n c e i n t h e Dr o s o p hil a  a c c e s s or y gl a n d al s o 

r e s ult s i n diff er e n c e s i n c ell a b u n d a n ci e s . W hil e c ell a b u n d a n c e of t h e m ai n c ell s w a s 

n ot  t e st e d,  l o s s  of st ur k o pf  w a s  si g nifi c a ntl y  l o w er e d  S C  n u m b er s  ( e. g.,  fi g ur e s  1 2 

a n d  1 6)  w hi c h  w a s  a  c o u nt eri nt uiti v e r e s ult a s  e x c e s si v e  pr olif er ati o n  i s  o n e  of  t h e 

k e y f e at ur e s of c a n c er c ell s i n g e n er al ( F eit el s o n et al. 2 0 1 5) a n d  l o s s of L D A H  w a s 

a s s o ci at e d  wit h  pr o st at e  c ar ci n o g e n e si s  a n d  o v er -pr olif er a ti o n  of  t h e  P C a  c ell s 

c o n s e q u e ntl y  ( C urr all et al. 2 0 1 8). H o w e v er, a s t hi s S C l o s s p h e n ot y p e w a s s h o w n t o 

b e st ur k o pf - (fi g ur e s 1 7 a n d 1 8) a n d pr e s u m a bl y  S C -s p e cifi c ( c o m p ar e fi g ur e s 3 3 a n d 

3 4  wit h  fi g ur e  3 8)  it  w a s  i n v e sti g at e d  f urt h er.  It  i s  w ort h w hil e  t o  m e nti o n t h at i n all 

e x p eri m e nt s  i n cl u d i n g tr a n s g e n e  a cti v ati o n  i n  a “S C -s p e cifi c ” m a n n er  u si n g  t h e 

e s g; Ctrl  a n d e s g ; 3 5. 7, tr a n s g e n e  a cti v ati o n  t o o k  al s o  pl a c e  i n  ot h er  c ell  t y p e s 

e x pr e s si n g  t h e e s c ar g ot  tr a n s cri pti o n f a ct or e. g., i nt e sti n al st e m c ell s ( K or z eli u s et al. 

2 0 1 4) . T h e s e e s g c ar g ot -b a s e d dri v er li n e s ar e a d v erti s e d i n s ci e ntifi c lit er at ur e t o b e 

S C -s p e cifi c  i n si d e  t h e  a c c e s s or y  gl a n d s ,  ho w e v er,  c o m pl et el y n e gl e cti n g  t h e 

p o s si bilit y of tr a n s g e n e e x pr e s si o n i n ot h er c ell s e x pr e s si n g e s c ar g ot  ( L ei bli c h et al. 

2 0 1 9; L ei bli c h et al. 2 0 1 2; H o p ki n s et al. 2 0 1 9) . T h u s, t h e p o s si bilit y of a l o n g -r a n g e 

eff e ct  m e di at e d  b y  c ell s  of  a n ot h er  ti s s u e/ c ell  t y p e  e x pr e s si n g e s c ar g ot  c a n n ot  b e 

e ntir el y r ul e d o ut a n d r e q uir e s f urt h er i n v e sti g ati o n. H er e, a dri v er li n e w hi c h f u n cti o n s 

a n d  dri v e s  tr a n s g e n e  e x pr e s si o n  i n  S C s  e x cl u si v el y  i s  r e q uir e d  t o  f ull y  r ul e  o ut  a n y  

l o n g-r a n g e eff e ct s  w hi c h  mi g ht  b e  m e di at e d  b y  ot h er  c ell s  e x pr e s si n g e s c ar g ot . 

H o w e v er, a s t h e s e dri v er li n e s ar e a d v erti s e d t o f u n cti o n i n a S C -s p e cifi c m a n n er, it 

w a s al s o a s s u m e d f or t h e r e s ult s pr e s e nt e d i n t hi s st u d y.  

U p o n  S C  q u a ntifi c ati o n  of  cr o s si n g s  b et w e e n  t h e  S C-s p e cifi c  dri v er  li n e  e s g; Ctrl  

e x pr e s si n g wil d  t y p e  st ur k o pf  pr ot ei n  l e v el s or e s g; 3 5. 7  a s  a  st ur k o pf m ut a nt S C -

s p e cifi c dri v er  li n e  wit h  a n y eff e ct or  fl y  li n e t o  e n s ur e  S C-s p e cifi c  tr a n s g e n e 

e x pr e s si o n  i n si d e  t h e  A G s,  t h e  pr o bl e m  of  di mi ni s hi n g  G F P  e x pr e s si o n  w a s 

e n c o u nt er e d ( e. g., fi g ur e 3 5). G F P e x pr e s si o n w a s o nl y e x pr e s s e d b y a f e w, if a n y, 

S C s.  A  si mil ar  o b s er v ati o n  w a s  m a d e  b y  ot h er s ( L ei bli c h  et  al.  2 0 1 2).  H o w e v er,  i n 

t hi s c a s e, t h e di mi ni s hi n g S C-s p e cifi c G F P e x pr e s si o n w a s tr a c e d b a c k t o t h e g e n eti c 

s y st e m  u s e d  w hi c h  e n a bl e d  t h e  S C -s p e cifi c  G F P  e x pr e s si o n  o nl y  i n  t h e  fir st  d a y  of 

a d ult h o o d ( Mi c c h elli  a n d  P erri m o n  2 0 0 6;  Ji a n g  a n d  E d g ar  2 0 0 9).  T h e u s e  of  a 
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c o m bi n ati o n of a n e s g t s Fl p -O ut (F/ O ) s y st e m (Ji a n g et al. 2 0 0 9)  a n d a n u bi q uit o u sl y 

e x pr e s s e d,  t e m p er at ur e -s e n siti v e  f or m  of  t h e G A L 4  i n hi bit or G A L 8 0  (t u b-G A L 8 0 t s) 

a n d  a n  i nt err u pt e d  c o p y  of  a n a cti n  G al 4  c o n str u ct  ( M c G uir e  et  al.  2 0 0 4) w a s 

s u p p o s e dl y cir c u m v e nti n g  t hi s i s s u e ( L ei bli c h et al. 2 0 1 2). T h e a cti n  G al 4  c o n str u ct i s 

a cti v at e d  b y U A S -F L P -m e di at e d  r e c o m bi n ati o n ( L ei bli c h  et  al.  2 0 1 2).  T h e 

t e m p er at ur e  s hift  of  t h e  a ni m al s  i n d u c e  a  c o nf or m ati o n al  c h a n g e  of  t h e G al 8 0 t s 

e n a bli n g e s c ar g ot -G al 4  r e g ul at e d, F L P -i n d u c e d  e v e nt s  i n  all  S C s ( L ei bli c h  et  al. 

2 0 1 2) . H o w e v er ,  al s o  u si n g  t hi s  S C-s p e cifi c  dri v er  li n e  r e s ult e d  i n  p arti al/i m p air e d 

G F P -e x pr e s si o n  ( d at a  n ot  s h o w n). T h u s, S C s  of  t e m p er at ur e -s hift e d  a ni m al s, 

i n d e p e n d e nt  of  t h e  p erf or m e d t e m p er at ur e  s hift (fi g ur e  4 6),  n e e d e d  t o  b e 

c o u nt er st ai n e d a g ai n st S C -s p e cifi c m ar k er s ( A b d -B  ( Gli g or o v et al. 2 0 1 3; K u b o et al. 

2 0 1 8)  or  A N C E  ( H o u ar d  et  al.  1 9 9 8;  R yl ett  et  al.  2 0 0 7) [ e. g.,  fi g ur e  1 5]) d u e  t o  t h e 

i n s uffi ci e nt e x pr e s si o n of G F P i n all S C s. A n e x pl a n ati o n f or t hi s i s s u e c o ul d b e t h e 

h et er o z y g o u s st at e of t h e e s c ar g ot  c o n str u ct a s S C s i n a ni m al s h o m o z y g o u s f or t hi s 

c o n str u ct r o b u stl y e x pr e s s e d G F P i n all S C s a s c o nfir m e d b y c o u nt er st ai ni n g (fi g ur e 

1 5).  H o w e v er,  al s o  u si n g  S C -s p e cifi c  m ar k er -a nti b o di e s  r e q uir e d  a  v ari ati o n  of  t h e 

r o uti n el y p erf or m e d st a n d ar d s hift. A ni m al s n e e d e d t o b e a d diti o n all y s hift e d b a c k t o 

th e  r e stri cti v e  t e m p er at ur e  f or  3  d a y s . T hi s  s u g g e st s  t h at  t e m p er at ur e  pl a y s  a 

d e ci si v e r ol e i n t h e d et e cti o n of  t h e S C-s p e cifi c m ar k er s u s e d. H o w e v er, t hi s m e a n s 

e n a bl e d  t h e r o b u st m ar ki n g of S C n u cl ei st ai ni n g t h e ti s s u e a g ai n st A b d -B (fi g ur e 3 7) 

all o wi n g f or a n  a n al y si s  of  S C  n u m b er  i n  a ni m al s  h et er o z y g o u s  f or  t h e  c o n str u ct s 

e s g; Ctrl  a n d e s g; 3 5. 7 , r e s p e cti v el y.  

R ei ntr o d u cti o n of o n e f u n cti o n al st ur k o pf  all el e i n t h e n ull m ut a nt b a c k gr o u n d r e s ult e d  

i n a p arti al r e s c u e of t h e S C l o s s p h e n ot y p e a s e x p e ct e d ( e. g., fi g ur e s 1 7 a n d 4 1). I n 

c o ntr a st , st ur k o pf  o v er e x pr e s si o n  r e s ult e d  i n  a  hi g hl y  si g nifi c a nt  i n cr e a s e i n  t h e 

n u m b er of S C s, b ot h i n t h e st ur k o pf  c o ntr ol b a c k gr o u n d (fi g ur e 3 9) a s w ell a s i n t h e 

st ur k o pf  m ut a nt  b a c k gr o u n d  (fi g ur e  4 3) .  T hi s  r e s ult  s u g g e st s t h at st ur k o pf  pr ot ei n 

l e v el s  r e g ul at e  t h e  n u m b er  of  S C s  i n  a st ur k o pf  d o s e -d e p e n d e nt  m a n n er. A s  

s e c o n d ar y  c ell s  ar e  p o st mit oti c  u n d er g oi n g  t h eir  l a st  mit oti c  c y cl e  h alf w a y  t hr o u g h 

p u p ari ati o n ( T a ni g u c hi  et  al.  2 0 1 4;  K u b o  et  al.  2 0 1 8),  t h e  o nl y  p o s si bl e  w a y  of  h o w 

st ur k o pf  L O F  c a n  aff e ct  S C  a b u n d a n c e p o st  e cl o si o n i s  t hr o u g h  r e g ul ati o n  of 

a p o pt o si s. A p o pt o si s w a s pr e vi o u sl y s h o w n  t o r e g ul at e S C a b u n d a n c e ( Mi n a mi et al. 

2 0 1 2;  K u b o  et  al.  2 0 1 8) . I n hi biti o n  of  a p o pt o si s l e a d s t o  i n cr e a s e i n  S C  n u m b er b y 

a p pr o xi m at el y  1. 8  f ol d  s u g g e sti n g  t h at  a p o pt o si s mi g ht  b e  a  m aj or  r e g ul at or  of  S C 
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a b u n d a n c e ( K u b o et al. 2 0 1 8). C o n s e q u e ntl y , it w a s a s s u m e d t h at st ur k o pf  r e g ul at e 

t h e s e  a p o pt oti c  pr o c e s s e s  of  t h e  S C s  i n  t h e  A G.  Wit hi n  t h e  s c o p e  of  t hi s  w or k,  t h e 

vir al a p o pt o si s i n hi bit or p 3 5 w a s o v er e x pr e s s e d t o t e st f or a p o pt oti c r e g ul ati o n of S C 

n u m b er s (fi g ur e s 5 1 a n d 5 2). I n c a s e of a st ur k o pf -m e di at e d r e g ul ati o n of a p o pt o si s it 

w o ul d b e  e x p e ct e d t h at it s i n hi biti o n i n t h e st ur k o pf  c o ntr ol b a c k gr o u n d w o ul d r e s ult 

i n a n i n cr e a s e i n n u m b er s of S C s a s pr e vi o u sl y d e m on str at e d b y ot h er s ( K u b o et al. 

2 0 1 8) . I n hi biti o n of a p o pt o si s i n a st ur k o pf  m ut a nt b a c k gr o u n d  s h o ul d  i n a r e s c u e of 

S C s  c o m p ar a bl e  t o  t h e  a s s u m e d  i n cr e a s e  i n  S C  n u m b er  i n  t h e st ur k o pf  c o ntr ol 

b a c k gr o u n d u p o n  p 3 5  o v er e x pr e s si o n  a n d w o ul d  s u g g e st  a  r ol e  of st ur k o pf  i n 

a p o pt oti c  pr o c e s s e s. N ot  o nl y  di d  t h e p 3 5  o v er e x pr e s si o n l e d  t o si g nifi c a ntl y 

i n cr e a s e d  nu m b er s  of  S C s  i n  a st ur k o pf  wil d  t y p e  b a c k gr o u n d  (fi g ur e  5 1),  b ut  al s o 

o v er e x pr e s si o n of t h e s a m e tr a n s g e n e i n t h e st ur k o pf  m ut a nt b a c k gr o u n d r e s ult e d i n 

S C  n u m b er s  w hi c h  w er e  c o m p ar a bl e  t o  t h o s e  i n  t h e st ur k o pf  c o ntr ol  b a c k gr o u n d 

(fi g ur e 5 2) i n di c ati n g a r ol e of st ur k o pf  i n a p o pt o si s r e g ul ati o n. St ur k o pf i nt er a cts  wit h 

t h e  p ol y u bi q uiti n  pr e c ur s or  U bi q uiti n-6 3 E  ( U bi -p 6 3 E) ( K ol k h of  et  al.  2 0 1 7) w hi c h , i n 

t ur n, w a s d e m o n str at e d t o i nt er a ct wit h Dr o n c ( D e at h r e g ul at or N e d d 2 -li k e c a s p a s e) 

( Ka m b er K a y a et al. 2 0 1 7) . It r e pr e s e nt s a n i niti at or c a s p a s e e s s e nti al f or c a s p a s e-

d e p e n d e nt a p o pt o si s a n d i s, i nt er e sti n gl y, i n d u c e d b y e c d y s o n e ( D or st y n et al. 1 9 9 9) 

w hi c h a g ai n c o ul d cr e at e a r ef er e n c e t o a n i m p air m e nt i n e c d y s o n e si g n ali n g . Dr o n c 

i s t h e Dr o s o p hil a  ort h ol o g of t h e h u m a n  c a s p a s e 2, w hi c h i s i n v ol v e d i n t h e r e g ul ati o n 

of  t h e  a n dr o g e n  r e c e pt or  a n d  c ell  c y cl e  i n  pr o st at e  c a n c er  c ell s ( T a g hi y e v  et  al. 

2 0 1 1) . A n e g ati v e r e g ul ati o n of c a s p a s e s i n c ell d e at h c o ntr ol i s e q u all y i m p ort a nt a s 

r e g ul ati o n  of  pr o c e s s e s  pr o m oti n g  c ell  d e at h ( K or n bl ut h  a n d  W hit e  2 0 0 5).  T hi s  i s 

m ai nl y m e di at e d b y  t h e c a s p a s e i n hi bit or pr ot ei n f a mil y I A Ps  (i n hi bit ors  of a p o pt o si s) 

w hi c h  ar e  c a p a bl e  of  bi n di n g  a n d  i n hi biti n g  c a s p a s e s ( S al v e s e n  a n d  D u c k ett  2 0 0 2; 

V a u x  a n d  Sil k e 2 0 0 5) .  I n Dr o s o p hil a ,  DI A P 1  i s  o n e  of  t h e  m aj or  r e g ul at or s  of 

i n hi biti o n  of  t h e  c a s p a s e  Dr o n c.  DI A P 1,  a s  d e di c at e d  E 3  u bi q uiti n  li g a s e,  t ar g et s 

Dr o n c  f or  pr ot e a s o m al  d e gr a d ati o n  i n  li vi n g  c ell s  a n d  pr o m ot e s  DI A P 1  d e gr a d ati o n 

vi a  a ut o u bi q uiti n ati o n  w hi c h  i s  s el e cti v el y  r e g ul at e d  b y  t h e  pr ot ei n  R e a p er  u n d er 

a p o pt oti c c o n diti o n s ( R y o o et al. 2 0 0 2; Wil s o n et al. 2 0 0 2; R y o o et al. 2 0 0 4). St ur k o pf 

a n d L D A H ar e  a s s o ci at e d wit h t h e u bi q uiti n ati o n m a c hi n er y ( K ol k h of et al. 2 0 1 7; G o o 

et al. 2 0 1 7)  a n d li k el y t o b e i n v ol v e d i n pr ot ei n st a bilit y r e g ul ati o n ( G o o et al. 2 0 1 7; 

W ert h e b a c h  et  al.  2 0 1 9)  (fi g ur e  2 8). T h u s , i n v e sti g atin g st ur k o pf ’ s  r ol e  i n  a p o pt o si s 

r e g ul ati o n mi g ht b e a n i nt er e sti n g t ar g et f or f ut ur e st u di e s. Gi v e n t h e f a ct t h at l o s s of 
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L D A H  pr o m ot e s pr olif er ati o n a n d pr o st at e c ar ci n o g e n e si s ( C urr all et al. 2 0 1 8) r e s ult s 

i n  t h e  h y p ot h e si s  t h at L D A H  i s  a  n o v el  pr ot o-o n c o g e n e  i n  t h e  c o nt e xt  of  pr o st at e 

c a n c er . Dr o s o p hil a  s t ur k o pf a n d t h e  a c c e s s or y gl a n d s  c a n b e u s e d t o m o d el c ert ai n 

a s p e ct s i n t hi s r e s p e ct. 

3. 6   O utl o o k  

T h e  m ol e c ul ar m e c h a ni s m of h o w t h e l o s s of a li pi d dr o pl et a s s o ci at e d pr ot ei n  s u c h 

a s L D A H  pr o m ot e s pr o st at e c ar ci n o g e n e si s i s still n ot u n d er st o o d .  

T h e d at a  pr e s e nt e d  i n  t hi s  w or k f or st ur k o pf  o v er e x pr e s si o n  o n  c ell  p r olif er ati o n  i n 

c ult ur e d  c ell s  w er e  i n  a c c or d a n c e  wit h  t h e  d at a  pr e s e nt e d  f or  h u m a n  L D A H  

o v er e x pr e s si o n ( C urr all  et  al.  2 0 1 8). It w o ul d  b e  i nt er e sti n g  t o a n al y z e  w h et h er  a 

st ur k o pf  k n o c k d o w n or k n o c k o ut aff e ct s  pr olif er ati o n b e h a vi or  i n a si mil ar f a s hi o n a s 

t h e  k n o c k d o w n  of L D A H  di d  b y  pr o m oti n g  pr olif er ati o n ( C urr all  et  al.  2 0 1 8). 

F urt h er m or e,  a s  i n d u cti o n  of  L D s  al s o  f or c e d  pr olif er ati o n  i n wil d  t y p e  st ur k o p f-

o v er e x pr e s si n g c ell s , t h e st u d y c all s f or r e s e ar c h f o c u si n g o n t h e s u g g e st e d d u al r ol e 

of st ur k o pf  b a s e d  o n  it s  l o c ali z ati o n.  A s  t hi s  w a s  n ot  p ut  i nt o  c o n si d er ati o n  i n  t h e 

st u d y  of  C urr all  a n d  c oll e a g u e s ( C urr all  et  al.  2 0 1 8) a n d  i n d u cti o n  of  L D s  pr o m ot e d 

pr olif er ati o n of st ur k o pf -o v er e x pr e s si n g c ell s i n t h e pr e s e nt w or k i n a si mil ar m a n n er 

a s L D A H  k n o c k o ut  di d  i n  h u m a n  c ell  c ult ur e ( C urr all  et  al.  2 0 1 8),  it  w o ul d  b e 

c o m p elli n g t o st u d y t hi s h y p ot h e si s i n m a m m ali a n c ell c ult ur e vi a t h e i n d u cti o n of L D s 

i n  t h e  m a m m ali a n  s y st e m ( C urr all  et  al.  2 0 1 8).  H er e,  it  s h o ul d  b e  a s s e s s e d  i n 

d e p e n d e n c e of t h e l o c ati o n of st ur k o pf / L D A H w h et h er pr ot ei n s r e g ul ati n g pr olif er ati o n 

s u c h  a s  p 5 3  or x e el e/ C N P Y 2  ar e  diff er e nti all y  e x pr e s s e d  or  s h o w  alt er e d  a cti vit y. 

F u rt h er m or e, it s h o ul d b e a n al y z e d w h et h er  t h e m er e tr a n sl o c ati o n of L D A H t o L D s i s 

alr e a d y s uffi ci e nt t o pr o m ot e pr olif er ati o n a s s h o w n f or st ur k o pf  o v er e x pr e s si o n . A s a 

r e s ult, o v er -pr olif er ati o n  a n d  pr o st at e  c ar ci n o g e n e si s  i n  g e n er al mi g ht  b e  f a v or e d 

w h e n L D A H i s si m pl y n ot l o c at e d i n t h e E R b ut o n L D s a n d t h er e b y u n a bl e t o c o ntr ol 

t h e  a cti vit y  of  t ar g et  pr ot ei n s.  C N P Y 2,  f or i n st a n c e,  i s  a n  E R-r e si d e nt  s a p o si n  li k e 

pr ot ei n  ( D o et al. 2 0 1 2) a n d a k n o w n o n c o g e n e  ( Y a n et al. 2 0 1 6; It o et al. 2 0 1 8 b). It 

i s s u g g e st e d  t h at C N P Y 2 a cti vit y i s r el e a se d u p o n l o s s of L D A H  pr o m oti n g pr o st at e 

c ar ci n o g e n e si s.  T hi s  h y p ot h e si s  i s  b a s e d  o n  t h e  str o n g  i nt er a cti o n  b et w e e n 

st ur k o pf/ L D A H  a n d  s e el e/ C N P Y 2  a n d  t h e  p ut ati v e  st ur k o pf / L D A H-m e di at e d pr ot ei n 

st a bilit y  r e g ul ati o n  w hi c h  s h o ul d  b e  i n v e sti g at e d  i n  t h e f ut ur e p arti c ul arl y . 

F urt h er m or e,  t h e  v er y  str o n g  i nt er a cti o n  b et w e e n  L D A H  a n d t h e o n c o g e n e C N P Y 2  
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(Y a n et al. 2 0 1 6)  s u p p ort t h e h y p ot h e si z e d  L D A H -m e di at e d  s e q u e str ati o n or st a bilit y 

r e g ul ati o n of s e el e/ C N P Y 2, pr e v e nti n g  C N P Y 2 fr o m t h e i n hi biti o n of t h e u bi q uiti n ati o n 

of  t h e  A R  i n  pr o st at e  c a n c er  c ell s  i n  or d er  t o  b e  pr ot e a s o m all y  d e gr a d e d (It o  et  al. 

2 0 1 8 b) . T hi s  d at a  al s o  m a y  h el p  t o  u n d er st a n d  t h e  r ol e  of st ur k o pf / L D A H  i n 

u bi q uiti n ati o n pr o c e s s e s a n d t h e a c c o m p a n yi n g pr ot ei n st a bilit y r e g ul ati o n f urt h er.   

M or e o v er, C N P Y 2  n e g ati v el y  r e g ul at e s  p 5 3  a cti vit y  a n d  st a bilit y  a n d  t h er e b y 

c o ntri b uti n g t o c ar ci n o g e n e si s a s d e m o n str at e d f or li v er a n d c ol or e ct al c a n c er  ( H o n g 

et  al.  2 0 2 2;  Y a n  et  al.  2 0 1 6) . T h e  tr a n s cri pti o n  f a ct or  p 5 3  i s  oft e n  r ef err e d  t o  a s 

“ g u ar di a n  of  t h e  g e n o m e”  b y  r e g ul ati n g  t h e  e x pr e s si o n  of  g e n e s  i n v ol v e d  i n  D N A 

r e p air,  c ell  c y cl e  pr o gr e s si o n  a n d  i n d u cti o n  of  a p o pt o si s ( L a n e  1 9 9 2) a n d i s 

fr e q u e ntl y  m ut ate d  i n  a  v ari et y  of  c a n c er s  ( L a n e  1 9 9 2).  A st ur k o pf -m e dit at e d  eff e ct 

o n  a p o pt o si s,  S C  e n d or e pli c ati o n  a s  w ell  a s  S C  a b u n d a n c e  w a s  i d e ntifi e d  i n  t hi s 

w or k. S C n u m b er i s r e g ul at e d b y a p o pt o si s a s s h o w n h er e a n d b y ot h er s  ( K u b o et al. 

2 0 1 8) .  E n d or e pli c ati o n  of  v ari o u s Dr o s o p hil a  c ell s  i s  d e p e n d e nt  o n  C y cli n  E  ( C y c E)  

( E d g ar et al. 2 0 1 4), i n cl u di n g t h e S C s of t h e a c c e s s or y gl a n d ( L ei bli c h et al. 2 0 1 9). 

T h e  r e d u cti o n  i n  S C  e n d or e pli c ati o n  a s  w ell  a s  t h e  d e cr e a s e  i n  S C  a b u n d a n c e 

i d e ntifi e d  i n  a c c e s s or y  gl a n d s  of st ur k o pf  m ut a nt  m al e s  mi g ht  t h u s  b e  a  r e s ult  o f  a 

di st ur b e d c ell c y cl e r e g ul ati o n. Wit hi n t h e s c o p e of t hi s w or k, it w a s h y p ot h e si z e d t h at 

l o s s of st ur k o pf /L D A H  mi g ht r el e a s e C N P Y 2/ s e el e a cti vit y a n d t h er e b y c o ntri b ut e  t o 

pr o st at e  c ar ci n o g e n e si s  a s  s h o w n  b ef or e (It o  et  al.  2 0 1 8 b).  A s  l o s s  of L D A H  w a s 

a s s o ci at e d wit h t h e i niti ati o n a n d pr o gr e s si o n of pr o st at e c a n c er ( C urr all et al. 2 0 1 8) 

t h e  pr ot ei n  mi g ht  c o ntri b ut e  eit h er  dir e ctl y  or  i n dir e ctl y  t o  m ai nt ai n  g e n o m e  st a bilit y 

t hr o u g h t h e r e g ul ati o n of C N P Y 2 a cti vit y. If t hi s c o ntri b uti o n h ol d s tr u e, C N P Y 2 c o ul d 

s er v e  a s  p ot e nti al  t h er a p e uti c  t ar g et  i n L D A H  L O F  pr o st at e  c a n c er  b y  r e g ul ati n g 

C N P Y 2  a cti vit y/ st a bilit y  vi a  a  t h er a p e uti c  dr u g  i n  c a s e  L D A H  w o ul d  b e  t h e  m aj or 

r e g ul at or  of  C N P Y 2  a cti vit y. L D A H  w a s  i d e ntifi e d  t o  b e  a m o n g  t h e  m o st  fr e q u e ntl y 

d o w nr e g ul at e d g e n e s i n b ot h pri m ar y a n d m et a st ati c P C a s a m pl e s, e v e n s ur p a s si n g 

w ell -k n o w n  t u m or  s u p pr e s s or  g e n e s  s u c h  a s P T E N  or N K X 3 -1  ( C urr all  et  al.  2 0 1 8) 

pr o p o si n g a r ol e of L D A H  a s a n o v el t u m or s u p pr e s s or g e n e i n pr o st ati c c ar ci n o m a s.  

C N P Y 2 a n d M Y LI P, w hi c h i s a n E 3 u bi q uiti n li g a s e r e g ul ati n g A R pr ot ei n st a bilit y b y 

pr ot e a s o m al  d e gr a d ati o n  (It o  et  al.  2 0 1 8 b), i s  al s o  i n v ol v e d i n  t h e  r e g ul ati o n  of  l o w 

d e n sit y  li p o pr ot ei n  r e c e pt or s  ( L D L R)  ( D o  et  al.  2 0 1 2). T h e  str o n g  i nt er a cti o n  of 

st ur k o pf  a n d  t h e Dr o s o p hil a  L D L R  ort h ol o g s  ( L p R 1/ L p R 2) f o u n d ( a p p e n di x,  fi g ur e 
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6 1),  m a y s u g g e st a r ol e of st ur k o pf / L D A H i n c h ol e st er ol m et a b oli s m b y r e g ul ati n g t h e 

st a bilit y of t h e s e r e c e pt or s a n d, t h u s, c ell ul ar c h ol e st er ol l e v el s. T hi s li pi d e ntit y w a s 

s h o w n t o b e a c c u m ul at e d i n pr o st at e c a n c er c ell s  ( Y u e et al. 2 0 1 4) a n d i s al s o k n o w n 

t o b e e s s e nti al  f or t h e s y nt h e si s of b ot h t e st o st er o n e ( E a c k er et al. 2 0 0 8) a s w ell a s 

e c d y s o n e ( S v o b o d a et al. 1 9 7 5; I g ar a s hi et al. 2 0 1 8). 

Alt h o u g h  e c d y s o n e  si g n ali n g  t hr o u g h  t h e  E c R  i n  t h e  A G  of Dr o s o p hil a  c a n n ot  b e 

h o m ol o gi z e d t o a n dr o g e n si g n ali n g t hr o u g h t h e A R i n t h e h u m a n pr o st at e  (s e e 3. 1 ), 

f u n d a m e nt al  a n d  p ot e nti all y  c o n s er v e d  m e c h a ni s m s  w er e  alr e a d y  h y p ot h e si z e d 

( L ei bli c h  et  al.  2 0 1 9). T h e i n  vi v o d at a  f or  t h e  e c d y s o n e  h e m ol y m p h  tit er s  s u g g e st s  

t h at st ur k o pf  L O F  eit h er  i m p air s t h e  s y nt h e si s  of  e c d y s o n e  or  alt er s  it s 

m ai nt e n a n c e/t ur n o v er.  H o w e v er,  i n  eit h er  c a s e,  e c d y s o n e  si g n ali n g  i s  li k el y  t o  b e 

i m p air e d. F ut ur e  r e s e ar c h  m a y  t e st  w h et h er  t hi s  r e d u cti o n  i n  e c d y s o n e  tit er s  i s  a 

dir e ct  or  a n  i n dir e ct  eff e ct  of st ur k o pf  L O F.  I n  c a s e  of  a  dir e ct  eff e ct, st ur k o pf  L O F 

mi g ht  alt er  t h e  r e g ul ati o n  of  t h e  c yt o c hr o m e  P 4 5 0  e n z y m e s  e n c o d e d  b y  t h e 

H all o w e e n g e n e s, n a m el y p h a nt o m , di s e m b o di e d , s h a d o w , a n d s h a d e  w hi c h f u n cti o n 

i n a s e q u e nti al m a n n er d uri n g e c d y s o n e s y nt h e si s ( R e wit z et al. 2 0 0 6). I n c a s e of a n 

i n dir e ct  eff e ct st ur k o pf  L O F  mi g ht  r e s ult  i n  a n  alt er e d  st a bilit y  r e g ul ati o n  of  t ar g et 

pr ot ei n s r e g ul ati n g e c d y s o n e s y nt h e si s. It w o ul d b e i ntri g ui n g t o a n s w er  w h et h er s u c h 

d er e g ul ati o n  i n  h or m o n e  tit er s  al s o a p pli e s  t o  a n dr o g e n  l e v el s  i n  a L D A H  k n o c k o ut 

m o u s e si n c e  t h e  s y nt h e si s  of  m a m m ali a n  t e st o st er o n e  i s  p arti all y  r e g ul at e d  vi a 

c yt o c hr o m e  p 4 5 0  e n z y m e s ( E a c k er  et  al.  2 0 0 8).  D er e g ul ati o n  of  t h e  A R  i s  a n ot h er 

k e y  f e at ur e  of  pr o st at e  c a n c er  c ell s ( Hei nl ei n  a n d  C h a n g  2 0 0 4;  C uli g  a n d  S a nt er 

2 0 1 4; D ai et al. 2 0 1 7) . It w o ul d b e i nt er e sti n g t o i n v e sti g at e w h et h er l o s s of L D A H  i n 

a  m a m m ali a n i n  vitr o a n d i n  vi v o s y st e m  alt er s  t h e  a b u n d a n c e  of  t h e  a n dr o g e n 

r e c e pt or i n a si mil ar m a n n er a s alt er e d st ur k o pf  pr ot ei n l e v el s dir e ctl y i nfl u e n c e E c R 

pr ot ei n l e v el s vi a a p ut ati v e st a bilit y r e g ul ati o n. I n t hi s c a s e it i s pi v ot al t o fi n all y pr o v e  

t h at st ur k o pf  pr ot ei n a b u n d a n c e i n d e e d alt er s t h e a b u n d a n c e of E c R pr ot ei n l e v el s i n 

vi v o  at fir st . H o w e v er, a s st a bilit y of ot h er t ar g et pr ot ei n s s u c h a s A T G L w er e s h o w n 

t o  b e  r e g ul at e d  vi a  t h e  m a m m ali a n st ur k o pf  ort h ol o g  L D A H ( G o o  et  al.  2 0 1 7),  a 

p ut ati v e st ur k o pf -m e di at e d  st a bilit y  r e g ul ati o n  of  t h e  E c R  vi a  u bi q uiti n ati o n  a p p e ar s 

p o s si bl e,  e s p e ci all y  a s  it  w a s  pr e vi o u sl y  s h o w n  t h at  t h e  E c R  pr ot ei n  st a bilit y  i s 

r e g ul at e d vi a u bi q uiti n ati o n a n d s u b s e q u e nt pr ot e a s o m al d e gr a d ati o n ( Gr a dill a et al. 

2 0 1 1) .  
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4   M at eri al s  a n d M et h o d s  

4. 1   M at e ri al s  

4. 1. 1   C h e mi c al s a n d r e a g e nt s  

T a bl e 1 :  U s e d c h e mi c al s a n d r e a g e nt s. 

D e si g n ati o n  M a n uf a ct ur er   

A g ar  
B e ct o n, Di c ki n s o n a n d 

C o m p a n y  

D -( +)-Gl u c o s e m o n o h y dr at e  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

Pr ol o n g G ol d a ntif a d e r e a g e nt  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

L E A g ar o s e  Bi o z y m S ci e ntifi c  

M a g n e si u m c hl ori d e x 6 H 2 O  Gr ü s si n g  

M a g n e si u m s ulf at e h e pt a h y dr at e  Gr ü s si n g  

M et h yl -4 -h y dr o x y b e n z o at e  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

Pr o pi o ni c a ci d  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

Mil k p o w d er  C arl R ot h  

P ar af or m al d e h y d e  Gr ü s si n g  

P e pt o n e  
B e ct o n, Di c ki n s o n a n d 

C o m p a n y  

P ot a s si u m c hl ori d e  Gr ü s si n g  

P ot a s si u m a c et at e  Gr ü s si n g  

S o di u m a c et at e  Gr ü s si n g  

S o di u m c hl ori d e  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

S o di u m h y dr o xi d e  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

S o di u m d o d e c yl s ulf at e  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

Trit o n X -1 0 0  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

Tri z m a B a s e  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

Tr y pt o n e  
B e ct o n, Di c ki n s o n a n d 

C o m p a n y  

T w e e n 2 0  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

Y e a st e xtr a ct  
B e ct o n, Di c ki n s o n a n d 

C o m p a n y  

Di m et h yl s ulf o xi d e  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  
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D e si g n ati o n  M a n uf a ct ur er   

Gl y c er ol  C arl R ot h  

di -P ot a s si u m h y dr o g e n p h o s p h at e  P a n R e a c A p pli C h e m  

P ot a s si u m di h y dr o g e n p h o s p h at e  Gr ü s si n g  

di -S o di u m h y dr o g e n p h o s p h at e di h y dr at e  P a n R e a c A p pli C h e m  

E G T A  P a n R e a c A p pli C h e m  

E D T A  P a n R e a c A p pli C h e m  

Et h a n ol a b s ol ut e  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

Mi d ori Gr e e n A d v a n c e d D N A st ai n  Ni p p o n G e n eti c s  

6 x D N A l o a di n g d y e  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

R oti p h or e s e G el 3 0 ( 3 7. 5: 1)  C arl R ot h  

N, N, N’, N’ -t etr a m et h yl et h yl e n e di a mi n e Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

M et h a n ol  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

R e st or e W e st er n Bl ot Stri p pi n g B uff er  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

Dit hi ot hr eit ol  C arl R ot h  

Pr o pi o ni c a ci d  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

Bi s b e n zi mi d e H 3 3 3 4 2  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

C hl or of or m  V W R I nt er n ati o n al  

B o vi n e s er u m al b u mi n, f att y a ci d -fr e e Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

B o vi n e s er u m al b u mi n  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

C al ci u m c hl ori d e h e x a h y dr at e  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

Gl y ci n e  V W R I nt er n ati o n al  

G e n e R ul er Mi x  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

Pr o p a n -2 -ol  Fi s h er S ci e ntifi c  

Gl a ci al a c eti c a ci d  V W R I nt er n ati o n al 

M o n o p ot a s si u m p h o s h at e  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

Br o m p h e n ol bl u e s o di u m s alt  C arl R ot h  

D -(-)-α -A mi n o b e n z yl p e n e cilli n  P a n R e a c A p pli C h e m  

K a n a m y ci n s ulf at e  P a n R e a c A p pli C h e m  

Str e pt o m y ci n s ulf at e  P a n R e a c A p pli C h e m  

S o di u m d e o x y c h ol at e  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

A m m o ni u m p er s ulf at e  C arl R ot h  

B O DI P Y 5 5 8/ 5 6 8  C 1 2  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

H E P E S  C arl R ot h  
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D e si g n ati o n  M a n uf a ct ur er   

c O m pl et e  Pr ot e a s e i n hi bit or , E D T A-fr e e R o c h e Di a g n o sti c s  

Cr y st al vi ol et, 1 % a q u e o u s s ol uti o n  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

N or m al g o at s er u m  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

Tri s -H Cl  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

Tri z m a B a s e  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

E. c oli  t R N A R o c h e Di a g n o sti c s  

H erri n g s p er m D N A  Pr o m e g a  

Ri b o n u cl e o si d e v a n a d yl c o m pl e x  N e w E n gl a n d Bi ol a b s  

Tri s o di u m citr at e  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

F or m a mi d e  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

D e xtr a n s ulf at e ( M W 6. 5 0 0 -1 0. 0 0 0)  Fi s h er S ci e ntifi c  

 

4. 1. 2   B uff e r s, s ol uti o n s, a n d g el s  

T a bl e 2 :  U s e d b uff er s a n d s ol uti o n s wit h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h eir c o m p o n e nt s.  

Tri s -a c et at e -E D T A ( T A E) b uff er   2 M   Tri z m a B a s e  

( 5 0 x)      1 M   Gl a ci al a c eti c a ci d    

      0. 5 M   E D T A, p H 8. 0  

      a d 1 l   d H 2 O  

 
 
 

 

P h o s p h at e -b uff er e d s ali n e ( P B S)   1. 3 7 M  S o di u m c hl ori d e  

p H 7. 4 ( 1 0 x)      2 7 m M  P ot a s si u m c hl ori d e  

      1 0 0 m M  Di s o di u m p h o s p h at e  

      2 0 m M  M o n o p ot a s si u m p h o s p h at e  

      a d 1 l   d H 2 O  

f or P B T     a d d 0. 1 %  T w e e n 2 0 t o 1 x P B S  

f or P B S T     a d d 0. 1 %  Trit o n X -1 0 0  
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S a m pl e ( L a e m mli) b uff er    2 5 0 m M  Tri s -H Cl, p H 6. 8  

( 5 x)      5 0 0 m M  Dit hi ot hrit ol  

      1 0 %   S o di u m d o d e c yl s ulf at e   

      0. 5 %   Br o m p h e n ol bl u e s o di u m s alt  

      5 ml   Gl y c er ol  

      a d 1 0 ml  d H 2 O  

 

S D S P A G E R u n ni n g b uff er   2 5 0 m M  Tri s -H Cl  

( 1 0 x)      1. 9 2 M  Gl y ci n e  

      1 %   S o di u m d o d e c yl s ulf at e  

      a d 1 l   d H 2 O  

 

S D S P A G E Tr a n sf er b uff er   2 5 0 m M  Tri s -H Cl  

( 1 0 x)      1. 9 2 M  Gl y ci n e  

      a d 1 l   d H 2 O  

f or 1 x Tr a n sf er b uff er   a d d 1 0 %  M et h a n ol  

 

R N Afi x      1 0 %   1 0 x P B S  

p H 7. 0       1 0 %   0. 5 M E G T A, p H 8. 0  

      1 0 %   P ar af or m al d e h y d e  

      a d 1 l   d H 2 O  

b ef or e u s e dil ut e     1: 1 wit h  1 x P B S  

 

L y s o g e n y br ot h ( L B)    1 %   Tr y pt o n e  

p H 7. 5       0. 5 %   Y e a st e xtr a ct  

      1 %   S o di u m c hl ori d e  

      a d 1 l   d H 2 O  

f or L BA M P      1 0 0 µ g/ ml  A m pi cilli n  

f or L BS T R E P T O      5 0 µ g/ ml  Str e pt o m y ci n  

f or L BK A N A      1 0 0 µ g/ ml  K a n a m y ci n  

f or a g ar pl at e s    a d d 1 5 %  A g ar  
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R a di oi m m u n o pr e ci pit ati o n b uff er   1 0 m M  Tri s -H Cl, p H 8. 0  

( RI P A b uff er)     1 m M   E D T A  

      0. 5 m M  E G T A  

      1 %   Trit o n X -1 0 0  

      0. 1 %   S o di u m d e o x y c h ol at e  

      0. 1 %   S o di u m d o d e c yl s ulf at e  

      1 4 0 m M  S o di u m c hl ori d e  

L y si s b uff er      5 0 m M  H E P E S, p H 7. 5  

      1 5 0 m M  S o di u m c hl ori d e  

      1. 5 m M  M a g n e si u m c hl ori d e  

      5 0 0 µ M  E G T A  

      0. 5 %   Trit o n X -1 0 0  

b ef or e u s e a d d     1: 1 0 0   Pr ot e a s e i n hi bit or c o c kt ail  

 

S u p er o pti m al br ot h ( S O B)    2 %   Tr y pt o n e  

      0. 5 %   Y e a st e xtr a ct  

      8. 5 6 m M  S o di u m c hl ori d e  

      2. 5 m M  P ot a s si u m c hl ori d e  

      1 0 m M  M a g n e si u m c hl ori d e  

      1 0 m M  M a g n e si u m s ulf at e  

      a d 1 l   d H 2 O  

 

S q ui s hi n g b uff er     1 0 m M  Tri s -H Cl, p H 8. 2  

      1 m M   E D T A  

      2 5 m M  N atri u m c hl ori d e  

b ef or e u s e a d d     2 0 0 µ g/ ml  Pr ot ei n a s e K  

 

N E B  3       1 M   S o di u m c hl ori d e  

( 1 0 x), p H 7. 9     5 0 0 m M  Tri s -H Cl  

      1 0 0 m M  M a g n e si u m c hl ori d e  
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S S C b uff er      3 M   S o di u m c hl ori d e  

( 2 0 x), p H 7. 3     3 0 0 m M  Tri s o di u m citr at e  

 

s mi FI S H w a s h b uff er    2 x   S S C b uff er  

      1 0 %   d ei o ni z e d f or m a mi d e 

 

s mi FI S H h y bri di z ati o n b uff er   2 x   S S C b uff er  

      1 0 % w/ v  D e xtr a n s ulf at e  

      1 0 %   d ei o ni z e d f or m a mi d e  

 

Al k ali n e l y si s b uff er P 1     5 0 m M  Tri s -H Cl, p H 8. 0  

      1 0 m M  E T D A, p H 8. 0  

 

Al k ali n e l y si s b uff er P 2    0. 2 M   S o di u m h y dr o xi d e  

      1 %   S o di u m d o d e c yl s ulf at e  

 

Al k ali n e l y si s b uff er N 3    3 M   P ot a s si u m a c et at e, p H 5. 5  

 

T a bl e 3 :  U s e d g el s wit h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h eir c o m p o n e nt s.  

A g ar o s e g el      1 g   A g ar o s e  

( 1 %)      1 0 0 ml  d H 2 O  

 

St a c ki n g g el      3. 4 ml   d H 2 O  

( 5 %, 5 ml)     8 3 0 µl   R oti p h or e s e G el 3 0  

      6 3 0 µl   1 M Tri s -H Cl, p H 6. 8  

      5 0 µl   1 0 % S o di u m d o d e c yl s ulf at e  

      5 0 µl   1 0 % A m m o ni u m p er s ulf at e  

      5 µl   T E M E D  
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S e p ar ati n g g el     4 ml   d H 2 O  

( 1 0 %, 1 0 ml)    3. 3 ml   R oti p h or e s e G el 3 0  

      2. 5 ml  1. 5 M Tri s -H Cl, p H 8. 8  

      1 0 0 µl   1 0 % S o di u m d o d e c yl s ulf at e  

      1 0 0 µl  1 0 % A m m o ni u m p er s ulf at e  

      4 µl   T E M E D  

4. 1. 3   E n z y m e s  

T a bl e 4 :  U s e d e n z y m e s a n d t h eir c orr e s p o n di n g b uff er s.  

D e si g n ati o n  M a n uf a ct ur er   

P h u si o n Hi g h Fi d elit y D N A P ol y m er a s e  N e w E n gl a n d Bi ol a b s  

P h u si o n H F b uff er, 5 x  N e w E n gl a n d Bi ol a b s  

Q 5 Hi g h Fi d elit y D N A P ol y m er a s e  N e w E n gl a n d Bi ol a b s  

Q 5 R e a cti o n B uff er, 5 x  N e w E n gl a n d Bi ol a b s  

N otI  H F  N e w E n gl a n d Bi ol a b s  

A s cI  N e w E n gl a n d Bi ol a b s  

E c o R V  H F  N e w E n gl a n d Bi ol a b s  

C ut s m art B uff er, 1 0 x  N e w E n gl a n d Bi ol a b s  

T 4 D N A Li g a s e  N e w E n gl a n d Bi ol a b s  

T 4 D N A Li g a s e R e a cti o n B uff er  N e w E n gl a n d Bi ol a b s  

Pr ot ei n a s e K  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

 

4. 1. 4   Oli g o n u cl e oti d e s  

All  n u cl e oti d e s  w er e  u s e d  f or  O R F  a m plifi c ati o n  a n d  w er e  p ur c h a s e d  fr o m  Si g m a -

Al dri c h/ M er c k.  

T a bl e 5 :  U s e d oli g o n u cl e oti d e s wit h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h eir  d e si g n ati o n (f w d: 

f or w ar d, r e v: r e v er s e) s e q u e n c e, u s a g e,  a n d r ef er e n c e.   

D e si g n ati o n  S e q u e n c e ( 5‘ -3‘)  R ef er e n c e  

h s U B E 2 D 1 f w d  G C T T G C G G C C G C C A C C A T G G C G C T G A A G A

G G A T T C A G A A A G  

T hi s w or k  

h s U B E 2 D 1 r e v  G C A A G G C G C G C C C C A T T G C A T A T T T C T G A G

T C C A T T C T C  

T hi s w or k  



  M at eri al s / M et h o d s  
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D e si g n ati o n  S e q u e n c e ( 5‘ -3‘)  R ef er e n c e  

h s T RI M 2 8 f w d  G C T T G C G G C C G C C A C C A T G G C G G C C T C C G

C G G C G G C A G  

T hi s w or k  

h s T RI M 2 8 r e v  G C A A G G C G C G C C C G G G G C C A T C A C C A G G G

C C A C C  

T hi s w or k  

h s M Y LI P f w d  G C T T G C G G C C G C C A C C A T G C T G T G T T A T G T

G A C G A G G C C G  

T hi s w or k  

h s M Y LI P r e v  G C A A G G C G C G C C C G A T T A C A G T C A G A T T G A

G A A G A C T G  

T hi s w or k  

m m C N P Y 2 f w d  G C T T G C G G C C G C C A C C A T G C G A G C G T C A G

A G G C T G T G  

T hi s w or k  

m m C N P Y 2 r e v  G C A A G G C G C G C C C T A G C T C A T C G T G A G A T C

T G T G C  

T hi s w or k  

h s C N P Y 2 f w d  G C T T G C G G C C G C C A C C A T G A A A G G C T G G G

G T T G G C T G  

T hi s w or k  

h s C N P Y 2 r e v  G C A A G G C G C G C C C T A G C T C A T C A T G C G A T A

T G T G C  

T hi s w or k  

h s L D A H f w d  G C T T G C G G C C G C C A C C A T G G A C T C A G A A C T

C A A G G A A G  

T hi s w or k  

h s L D A H r e v  G C A A G G C G C G C C C C A T T T T G G A C A A G T C A T

C C T T T A G  

T hi s w or k  

Ari a d n e 1 f w d  G C T T G C G G C C G C C A C C A T G G A C T C G G A C A A

T G A C A A T G  

T hi s w or k  

Ari a d n e 1 r e v  G C A A G G C G C G C C C T T C T G T G T A C T C C C A C C

A C T C  

T hi s w or k  

p U bi P -S e q 1  C C T C T A G A C T A G C T A G C  O ur  

gr o u p  

p U bi P -S e q 2  C G T C T G A T T T C G T A C T A A T T T T C C A C  O ur  

gr o u p  

r p 4 9 f w d A T C G G T T A C G G A T C G A A C A A  ( Li u et al. 2 0 1 6) 

r p 4 9 r e v G A C A A T C T C C T T G C G C T T C T  ( Li u et al. 2 0 1 6) 

J H E H 1 f w d  C A G T C T C C A C C C T G G A T A A A G A A  ( G ui o et al. 

2 0 1 4)  

   



  M at eri al s / M et h o d s  
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D e si g n ati o n  S e q u e n c e ( 5‘ -3‘)  R ef er e n c e  

J H E H 1 r e v  A G T T T A C C A G G T T A T G G C T G G T C  ( G ui o et al. 

2 0 1 4)  

J H E H 2 f w d  A G G C C A T C C T A C C C T T C G A C A T C A  ( G ui o et al. 

2 0 1 4)  

J H E H 2 r e v  A T T G G A A A C C C A C A C C C T C C A G T G  ( G ui o et al. 

2 0 1 4)  

J H E H 3 f w d  C A T C A C A G T G G C C A T T T C A G  ( G ui o et al. 

2 0 1 4)  

J H E H 3 r e v  C A T G C T A A C C A A G C A C T C A A A C  ( G ui o et al. 

2 0 1 4)  

E 7 4 A f w d  A G A A A C T T C G A G G C A A T A G G G T  ( Zi p p er et al. 

2 0 2 0)  

E 7 4 A r e v  T G T G C G G C C T C A T C T C A A G  ( Zi p p er et al. 

2 0 2 0)  

E 7 5 A f w d  C C T G T G C C A G A A G T T C G A T G A  ( Zi p p er et al. 

2 0 2 0)  

E 7 5 A r e v  A A G A A T C C A T C G G C A T C T T C G T  ( Zi p p er et al. 

2 0 2 0)  

E 7 5 B f w d  C G T C T A G C T C G A T T C C T G A T C T A  ( Zi p p er et al. 

2 0 2 0)  

E 7 5 B r e v  C G G A A G A A T C C C T T G C A A C C  ( Zi p p er et al. 

2 0 2 0)  

E c R f w d  G T G T T C G G T G A A A A A C G C A A  ( Zi p p er et al. 

2 0 2 0)  

E c R r e v  T C C T A G C A A C T G A G C T T T T G T A G A C  ( Zi p p er et al. 

2 0 2 0)  

s mi FI S H st ur 1  C T G G A T C A T G T C T C T T A C G A T T A C A G C C A C C

T C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 2  G G T C G A T C T T C T T G G T G T C C A G C T G G G C C T

C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 3  C A T A G T A G G A G A T T G G T A C C C A T C C T G C G G

C C T C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  
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D e si g n ati o n  S e q u e n c e ( 5‘ -3‘)  R ef er e n c e  

s mi FI S H st ur 4  A C T T T A G G G C G G T G C C C A G A A C T G T C G C C T

C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 5  G C A T A T A G C G C T T T T G G A T G C G A C T C C G C C

T C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 6  G G A T C T T G A C A T C A C T T G G C A C G T A T T T C T C

C T C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 7  A A A T T G A A G A G C T C C T C G T T G C C G C T G A C C

T C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 8  T T G C C A G T T A T G C A G A T G A C G A T C T C C T C C T

C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 9  G A T T C C C A A G T C T A T T G G C A T G G A T G G A T T A

C C T C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 1 0  T A A T G G A C A G G G C T G A T T G T C T G G G C C C C T

C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 1 1  G C T C T A C A A T C T C C C T T T G A A T C C C G C C T C C

T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 1 2  C G C T C G T T T T C C A G C A G C T G C A G G A T C C T C

C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 1 3  A T G A A G G C G A T T T T A T G C C G G A T T T G T C C G T

C C T C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 1 4  T G A G G A A C C T C C C G A A T A C T G G C C T C C C T C

C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 1 5  T C G G T T A T G G T C T C C T C A A T C C A C C T C C T C C

T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 1 6  C C C A T G T G A A T A T G T G G G T G G G A A T G G A G T

T G C C T C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 1 7  G T T G A C G T A G G C C T C C T G C A T A T T T T C C C C T

C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 1 8  A T C A A T C G G C A C C T G T G T T G A T C C C A C C T C C

T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 1 9  C T T T T C A C A C G C G A T G A G T T G T C T A A T C C C C

C T C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

 T G G C A A C C G G T T T T C C T T T G T C C A A C C A C C T  
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D e si g n ati o n  S e q u e n c e ( 5‘ -3‘)  R ef er e n c e  

s mi FI S H st ur 2 0  C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 2 1  T C G G C T G C A G C C T T T C A C G A G T T T C A A A C C T

C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 2 2  T C C A C C T T G G G G T A G T C T T T T T T G A G C T G C C

T C C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 2 3  A C C T T C T C C G C T A C C G A T G G T T T G G A C C T C

C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

s mi FI S H st ur 2 4  C C A C C T T G G T G A A C A C C C A T C C A T T G C C T C

C T A A G T T T C G A G C T G G A C T C A G T G  

T hi s w or k  

F L A P -X  C A C T G A G T C C A G C T C G A A A C T T A G G A G G  Bi o m er s. n et 

G m B H  

 

4. 1. 5   Pl a s mi d s  

T a bl e 6 :  U s e d  pl a s mi d s  wit h  i nf or m ati o n  c o n c er ni n g  t h eir  u s a g e  a n d  r ef er e n c e. 

P PI:  pr ot ei n -pr ot ei n -i nt er a cti o n,  G R:  g at e w a y  r e c o m bi n ati o n,  C L G:  c ell 

li n e g e n er ati o n. 

D e si g n ati o n  U s a g e  R ef er e n c e  

p C O Bl a st  C L G  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

p D O N R b o n u s -R B  G R  H ar v ar d Fl y Bi pl a s mi d c oll e cti o n  

p D O N R L pr 1 -R D  G R  H ar v ar d Fl y Bi pl a s mi d c oll e cti o n  

p D O N R L pr 1 -R H  G R  H ar v ar d Fl y Bi pl a s mi d c oll e cti o n  

p D O N R L pr 2 -R D  G R  H ar v ar d Fl y Bi pl a s mi d c oll e cti o n  

p D O N R L pr 2 -R E  G R  H ar v ar d Fl y Bi pl a s mi d c oll e cti o n  

p D O N R L pr 2 -R F  G R  H ar v ar d Fl y Bi pl a s mi d c oll e cti o n  

p D O N R 2 2 1 -E c R  G R  A d d g e n e K H B D 0 0 3 3 2  

p D O N R -m ur a -R C  G R  H ar v ar d Fl y Bi pl a s mi d c oll e cti o n  

p E N T R/ Ari a d n e 1  G R  T hi s w or k  

p E N T R/ D -T O P O  Cl o ni n g  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  
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D e si g n ati o n  U s a g e  R ef er e n c e  

p E N T R/ h s C N P Y 2 _ v ar 1  G R  T hi s w or k  

p E N T R/ T RI M 2 8  G R  T hi s w or k  

p E N T R -h s L D A H _ v ar 1  G R  T hi s w or k  

p E N T R -m m C N P Y 2 pr e d _ v ar 2  G R  T hi s w or k  

p E N T R -M Y LI P  G R  T hi s w or k  

p E N T R -U B E 2 D 1  G R  T hi s w or k  

p U bi -C G 9 1 8 6( S 1 1 9 A): e G F P  C L G  ( K ol k h of et al. 2 0 1 7) 

p U bi -C G 9 1 8 6 -e G F P  C L G  ( K ol k h of et al. 2 0 1 7) 

p U bi P - h G L u c( 1) -rf A G R  ( K ol k h of et al. 2 0 1 7) 

p U bi P - h G L u c( 2) -rf A G R  ( K ol k h of et al. 2 0 1 7) 

p U bi P _ C G 3 2 8 5 0 _ h Gl u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P _ C G 9 7 7 2 _ h Gl u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P _ C G 9 7 7 2 _ h Gl u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P _ h Gl u c( 1) _ C G 3 2 8 5 0  P PI  T hi s w or k  

p U bi P _ h Gl u c( 2) _ C G 3 2 8 5 0  P PI  T hi s w or k  

p U bi P _ h Gl u c( 2) _ C G 9 7 7 2  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -Ari -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -Ari -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -b o n u s -R B -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -b o n u s -R B -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -C G 1 0 8 6 2 -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -C G 1 0 8 6 2 -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -C G 3 2 8 5 0 -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  



  M at eri al s / M et h o d s  
 

1 2 0  
 

D e si g n ati o n  U s a g e  R ef er e n c e  

p U bi P -C G 9 1 8 6( 1 6 K 2 R) -e G F P  C L G  ( K ol k h of et al. 2 0 1 7) 

p U bi P -C G 9 1 8 6( 1 6 K 2 R) -h G L u c( 1)  P PI  ( K ol k h of et al. 2 0 1 7) 

p U bi P -C G 9 1 8 6( 1 6 K 2 R) -h G L u c( 2)  P PI  ( K ol k h of et al. 2 0 1 7) 

p U bi P -C G 9 1 8 6 -h G L u c( 1)  P PI  ( K ol k h of et al. 2 0 1 7) 

p U bi P -C G 9 1 8 6 -h G L u c( 2)  P PI  ( K ol k h of et al. 2 0 1 7) 

p U bi P -d nr 1 -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -d nr 1 -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -E c R -e G F P  C L G  T hi s w or k  

p U bi P -E c R -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -E c R -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -e G F P -E c R  C L G  T hi s w or k  

p U bi P -E R R -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -E R R -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -Ari  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -b o n u s -R B  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -C G 1 0 8 6 2  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -C G 9 1 8 6  P PI  ( K ol k h of et al. 2 0 1 7) 

p U bi P -h G L u c( 1) -C G 9 7 7 2  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -d nr 1  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h Gl u c( 1) -E c R  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -E R R  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -h s C N P Y 2 _ v ar 1  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -h s L D A H v ar 1  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -L pr 1 -R D  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -L pr 1 -R H  P PI  T hi s w or k  



  M at eri al s / M et h o d s  
 

1 2 1  
 

D e si g n ati o n  U s a g e  R ef er e n c e  

p U bi P -h G L u c( 1) -L pr 2 -R D  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -L pr 2 -R E  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -L pr 2 -R F  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -m m C G 9 1 8 6  P PI  ( K ol k h of et al. 2 0 1 7) 

p U bi P -h G L u c( 1) -m m C N P Y 2 pr e d v ar 2  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h Gl u c( 1) -m ur a( R A)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -m ur a( R C)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -M Y LI P  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -T RI M 2 8  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 1) -U B E 2 D 1  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -Ari  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -b o n u s -R B  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -C G 1 0 8 6 2  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -C G 9 1 8 6  P PI  ( K ol k h of et al. 2 0 1 7) 

p U bi P -h G L u c( 2) -C G 9 1 8 6( 1 6 K 2 R)  P PI  ( K ol k h of et al. 2 0 1 7) 

p U bi P -h G L u c( 2) -d nr 1  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -E c R  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -E R R  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -h s C N P Y 2 _ v ar 1  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -h s L D A H v ar 1  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -L pr 1 -R D  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -L pr 1 -R H  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -L pr 2 -R D  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -L pr 2 -R E  P PI  T hi s w or k  



  M at eri al s / M et h o d s  
 

1 2 2  
 

D e si g n ati o n  U s a g e  R ef er e n c e  

p U bi P -h G L u c( 2) -L pr 2 -R F  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -m m C G 9 1 8 6  P PI  ( K ol k h of et al. 2 0 1 7) 

p U bi P -h G L u c( 2) -m m C N P Y 2 pr e d v ar 2  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h Gl u c( 2) -m ur a( R A)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -m ur a( R C)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -M Y LI P  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -T RI M 2 8  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h G L u c( 2) -U B E 2 D 1  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h s C N P Y 2 _ v ar 1 -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h s C N P Y 2 _ v ar 1 -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h s L D A H v ar 1 -e G F P  C L G  T hi s w or k  

p U bi P -h s L D A H v ar 1 -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -h s L D A H v ar 1 -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -L pr 1 -R D -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -L pr 1 -R D -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -L pr 1 -R H -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -L pr 1 -R H -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -L pr 2 -R D -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -L pr 2 -R D -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -L pr 2 -R E -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -L pr 2 -R E -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -L pr 2 -R F -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -L pr 2 -R F -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  



  M at eri al s / M et h o d s  
 

1 2 3  
 

D e si g n ati o n  U s a g e  R ef er e n c e  

p U bi P -m m C N P Y 2 pr e d v ar 2 -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -m m C N P Y 2 pr e d v ar 2 -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -m ur a( R A) -h Gl u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -m ur a( R A) -h Gl u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -m ur a( R C) -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -m ur a( R C) -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -M Y LI P -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -M Y LI P -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -rf A-e G F P  C L G  Alf H er zi g, M PI b p c, G ötti n g e n  

p U bi P -rf A-h G L u c( 1)  G R  ( K ol k h of et al. 2 0 1 7) 

p U bi P -rf A-h G L u c( 2)  G R  ( K ol k h of et al. 2 0 1 7) 

p U bi P -T RI M 2 8 -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -T RI M 2 8 -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -U B E 2 D 1 -h G L u c( 1)  P PI  T hi s w or k  

p U bi P -U B E 2 D 1 -h G L u c( 2)  P PI  T hi s w or k  

 

4. 1. 6   B a ct e ri al st r ai n s  

T a bl e 7 :  U s e d b a ct eri al str ai n s i n cl u di n g a bri ef d e s cri pti o n of t h eir pr o p erti e s.  

D e si g n ati o n  D e s cri pti o n  R ef er e n c e  

c c d B  s ur vi v al 

c ell s  

E s c h eri c hi a c oli  str ai n wit h a m ut ati o n i n 

t h e g yr A g e n e  

( B er n ar d  a n d 

C o ut uri er 1 9 9 2)  

D H 5 α  E s c h eri c hi a  c oli  str ai n  wit h  m ut ati o n s  i n 

r e c A 1, e n d A 1  a n d l a c Z Δ M 1 5 

( H a n a h a n  et  al. 

1 9 9 1)  

   



  M at eri al s / M et h o d s  
 

1 2 4  
 

4. 1. 7   A nti b o di e s  

T a bl e 8 :  U s e d pri m ar y a nti b o di e s wit h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h eir t ar g et pr ot ei n s, 

or g a ni s m al ori gi n, u s e d dil uti o n, a n d r ef er e n c e.  

D e si g n ati o n  T ar g et  Ori gi n  Dil uti o n  R ef er e n c e  

1 A 2 E 9  A b d o mi n al -B  M o u s e  1: 1 0  D S H B  

A g 1 0. 2  E c d y s o n e r e c e pt or 

( c o m m o n) 

M o u s e  1: 1 0 0 0  D S H B  

A N C E  A n gi ot e n si n -c o n v erti n g 

e n z y m e  

R at  1: 5 0 0  ( R yl ett et al. 2 0 0 7) 

A N C E  A n gi ot e n si n -c o n v erti n g 

e n z y m e  

R a b bit  1: 5 0 0  K er af a st, B o st o n, U S A  

C 2 9 F 4 m A b # 3 7 2 4  H A  R a b bit  1: 5 0 0  C ell  Si g n ali n g 

T e c h nl o g y  

C G 9 1 8 6 2 4 1 9 # 1  St ur k o pf  R at  1: 3 0 0 0  ( T hi el et al. 2 0 1 3) 

E 7  β -T u b uli n  M o u s e  1: 3 0 0 0  D S H B  

P urifi e d r a b bit α -G F P  G F P  R a b bit  1: 2 0 0 0  T orr e y  Pi n e s  Bi ol a b s, 

S e c a u c u s, U S A  

α -d F o x O  F o x O  R a b bit  1: 5 0 0  ( D el a n o u e et al. 2 0 1 0) 

T a bl e 9 :  U s e d s e c o n d ar y a nti b o di e s wit h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h eir or g a ni s m al 

ori gi n, u s e d dil uti o n, a n d r ef er e n c e.  

D e si g n ati o n  Ori gi n  Dil uti o n  R ef er e n c e  

α -m o u s e -Al e x a 4 8 8  G o at  1: 1 0 0  J a c k s o n vill e I m m u n o R e s e ar c h  

α -m o u s e -Al e x a 5 9 4  G o at  1: 1 0 0  J a c k s o n vill e I m m u n o R e s e ar c h 

α -m o u s e -Al e x a 6 4 7  G o at  1: 1 0 0  J a c k s o n vill e I m m u n o R e s e ar c h  

α -m o u s e -H R P  D o n k e y  1: 1 0. 0 0 0  J a c k s o n vill e I m m u n o R e s e ar c h  

α -r a b bit-Al e x a 4 8 8  G o at  1: 5 0 0  J a c k s o n vill e I m m u n o R e s e ar c h  

α -r a b bit-Al e x a 5 9 4  G o at  1: 1 0 0  J a c k s o n vill e I m m u n o R e s e ar c h 

α -r a b bit-H R P  G o at  1: 1 0. 0 0 0  J a c k s o n vill e I m m u n o R e s e ar c h  

α -r at-Al e x a 4 8 8  G o at  1: 1 0 0  J a c k s o n vill e I m m u n o R e s e ar c h  

α -r at-Al e x a 5 9 4  G o at  1: 1 0 0  J a c k s o n vill e I m m u n o R e s e ar c h  

α -r at-H R P  G o at  1: 1 0. 0 0 0  J a c k s o n vill e I m m u n o R e s e ar c h  

 



  M at eri al s / M et h o d s  
 

1 2 5  
 

4. 1. 8   M ol e c ul a r bi ol o gi c al a n d b i o c h e mi c al k it s 

T a bl e 1 0 :  U s e d m ol e c ul ar bi ol o gi c al a n d bi o c h e mi c al kit s.  

D e si g n ati o n  M a n uf a ct ur er  

Eff e ct e n e Tr a n sf e cti o n R e a g e nt  Qi a g e n  

G at e w a y L R Cl o n a s e II E n z y m e Mi x  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

G a u s si a -J ui c e L u cif er a s e A s s a y  P J K Bi ot e c h  

G o T a q 2 -St e p R T -q P C R S y st e m  Pr o m e g a  

Hi S cri b e T 7 i n vitr o Tr a n s cri pti o n Kit  N e w E n gl a n d Bi ol a b s  

N u cl e o s pi n G el a n d P urifi c ati o n Kit  M a c h er e y -N a g el  

Pi er c e B C A Pr ot ei n A s s a y Kit  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

QI A pr e p S pi n Mi ni pr e p Kit  Qi a g e n  

QI A q ui c k P C R P urifi c ati o n Kit  Qi a g e n  

R n e a s y Mi ni Kit  Qi a g e n  

S u p er Si g n al W e st Pi c o C h e mil u mi n e s c e nt S u b str at e  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

 

4. 1. 9   C ell c ult u r e m e di a  

T a bl e 1 1 :  U s e d c ell c ult ur e m e di a a n d r e a g e nt s.  

D e si g n ati o n  M a n uf a ct ur er  

Bl a sti ci di n S h y dr o c hl ori d e  P a n R e a c A p pli C h e m  

D M E M ( D ul b e c c o’ s mi ni m al e s s e nti al m e di u m)  P A N -Bi ot e c h  

F et al c alf s er u m ( F C S)  P A N -Bi ot e c h  

Ol ei c a ci d  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

P e ni cilli n -Str e pt o m y ci n  Si g m a -Al dri c h/ M er c k  

S c h n ei d er’ s Dr o s o p hil a  m e di u m  P A N -Bi ot e c h  

Tr y p si n / E D T A ( 0. 0 5 % / 0. 0 2 % i n P B S)  P A N -Bi ot e c h  

 

T a bl e 1 2 :  U s e d c ell c ult ur e m e di a wit h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h eir c o m p o siti o n. 

S c h n ei d er’ s c o m pl et e m e di u m,   8 9 %   S c h n ei d er’ s Dr o s o p hil a  m e di u m  

st eril e filt er e d     1 0 %   F C S, h e at -i n a cti v at e d 

      1 %   P e ni cilli n -Str e pt o m y ci n  

 

 



  M at eri al s / M et h o d s  
 

1 2 6  
 

B L A S T s el e cti o n m e di u m,    8 9 %   S c h n ei d er’ s Dr o s o p hil a  m e di u m  

st eril e filt er e d     1 0 %   F C S, h e at -i n a cti v at e d 

      1 %   P e ni cilli n -Str e pt o m y ci n  

f or s el e cti o n     3 0 µ g/ ml  Bl a sti ci di n S h y dr o c hl ori d e  

f or m ai nt e n a n c e    1 0 µ g/ ml  Bl a sti ci di n S h y dr o c hl ori d e  

 

D M E M c o m pl et e m e di u m,    8 9 %   D M E M m e di u m  

st eril e filt er e d     1 0 %   F C S, h e at -i n a cti v at e d 

      1 %   P e ni cilli n -Str e pt o m y ci n  

C ell fr e e zi n g m e di u m,     9 0 %   F C S, h e at -i n a cti v at e d 

st eril e filt er e d     1 0 %   Di m et h yl s ulf o xi d e  

 

Ol ei c a ci d s ol uti o n     2. 8 g   B S A, f att y a ci d -fr e e 

( 1 2. 5 m M)     2 0 ml   0. 1 M Tri s -H Cl, p H 8. 0  

      7 8 µl   ol ei c a ci d  

4. 1. 1 0  C ell li n e s  

T a bl e 1 3 :  U s e d  c ell  li n e s  wit h  i nf or m ati o n  r e g ar di n g  c ell  li n e  c h ar a ct eri sti c s  a n d 

t h eir r ef er e n c e. 

D e si g n ati o n  D e s cri pti o n  R ef er e n c e  

H E K -2 9 3  H u m a n e m br y o ni c ki d n e y c ell s  ( Gr a h a m a n d Pi c k 2 0 1 7); 

ki n d gift fr o m M ati a s 

Z ur bri g g e n  

K c 1 6 7  F e m al e e m br y o ni c c ell s fr o m 

di s a g gr e g at e d y o u n g e m br y o s ( 8 -1 2 

h ol d)  

( E c h ali er a n d 

O h a n e s si a n 1 9 6 9) , 

H ar v ar d R N Ai S cr e e ni n g 

c e nt er  

S 2 R +  C ell s d eri v e d fr o m w h ol e m al e 

e m br y o s o n t h e v er g e of h at c hi n g; 

e x pr e s s t h e Dr o s o p hil a  fri z zl e d 1 

a n d 2 pr ot ei n s ( Df z 1/ 2)  

( Y a n a g a w a et al. 1 9 9 8), 

ki n d gift of S v e n B o g d a n  

   



  M at eri al s / M et h o d s  
 

1 2 7  
 

D e si g n ati o n  D e s cri pti o n  R ef er e n c e  

S 2 R +:: e G F P  S 2 R + c ell s st a bl y o v er e x pr e s si n g 

e G F P ( p U bi P-rf a-e G F P), Bl a sti ci di n -

r e si st a nt 

T hi s w or k  

S 2 R +:: L D A H -

e G F P  

S 2 R + c ell s st a bl y o v er e x pr e s si n g C -

t er mi n all y e G F P-t a g g e d h u m a n 

L D A H ( p U bi P -L D A H -e G F P), 

Bl a sti ci di n -r e si st a nt 

T hi s w or k  

S 2 R +:: st ur k o pf  

( 1 6 K 2 R)-e G F P  

S 2 R + c ell s st a bl y o v er e x pr e s si n g C -

t er mi n all y e G F P-t a g g e d 

st ur k o pf ( 1 6 K 2 R) ( p U bi P- 

st ur k o pf ( 1 6 K 2 R)-e G F P), Bl a sti ci di n -

r e si st a nt 

T hi s w or k  

S 2 R +:: st ur k o pf  

( S 1 1 9 A)-e G F P  

S 2 R + c ell s st a bl y o v er e x pr e s si n g C -

t er mi n all y e G F P-t a g g e d 

st ur k o pf ( S 1 1 9 A) ( p U bi P-

st ur k o pf ( S 1 1 9 A)-e G F P), Bl a sti ci di n -

r e si st a nt 

T hi s w or k  

S 2 R +:: st ur k o pf -

e G F P  

S 2 R + c ell s st a bl y o v er e x pr e s si n g C -

t er mi n all y e G F P-t a g g e d st ur k o pf  

e G F P ( p U bi P -st ur k o pf -e G F P), 

Bl a s ti ci di n-r e si st a nt 

T hi s w or k  

 

4. 1. 1 1  D r o s o p hil a  c ult u r e m e di u m  

T a bl e 1 4 :  U s e d Dr o s o p hil a  c ult ur e m e di a  wit h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h eir  

c o m p o siti o n.  

St a n d ar d di et     0. 5 g   A g ar  

( 1 0 0 ml)     7. 1 g   P ol e nt a    

      0. 9 5 g   S o y fl o ur 

      1. 6 8 g   Dr y y e a st  

      4 g   S u g ar b e et m ol a s s e s  

      4. 5 g   M alt e xtr a ct  

      1. 5 ml   1 0 % Ni p a gi n i n 7 0 % Et O H  

                                                                4 5 0 µl  Pr o pi o ni c a ci d  



  M at eri al s / M et h o d s  
 

1 2 8  
 

St a n d ar d di et ( A G J ä c kl e)    0. 6 3 g   A g ar  

(1 0 0 ml)      8 g   P ol e nt a    

      1 g   S o y fl o ur  

      1. 8 g   Dr y y e a st  

      2. 2 g   S u g ar b e et m ol a s s e s  

      8 g   M alt e xtr a ct  

      1. 5 ml   1 0 % Ni p a gi n i n 7 0 % Et O H  

      6 3 0 µl  Pr o pi o ni c a ci d  

 

4. 1. 1 2  Fl y li n e s  

T a bl e 1 5 :  U s e d Dr o s o p hil a  li n e s  wit h  i nf or m ati o n  r e g ar di n g  t h eir  g e n ot y p e  a n d 

r ef er e n c e. 

D e si g n ati o n  G e n ot y p e  R ef er e n c e  

A c p 2 6 A a G al 4  z 1 w 1 1 e 4{ A c p 2 6 A a -P -G al 4}; U A S -

l a c Z 

( C h a p m a n et al. 

2 0 0 3) , ki n d gift fr o m 

Cli v e Wil s o n  

a cti n G al 4  P{ A ct 5 C -G A L 4} 2 5 F O 1  B L 4 4 1 4  

Df( 3 L) B S C 2 5 0  w[ 1 1 1 8]; Df( 3 L) B S C 2 5 0/ T M 6 C, 

S b[ 1] c u[ 1]  

( C o o k 2 0 1 2), 

B L 2 3 1 5 0  

Df( 3 L) B S C 3 6 3  w[ 1 1 1 8]; Df( 3 L) B S C 3 6 3/ T M 6 C, 

S b[ 1] c u[ 1]  

( C o o k 2 0 1 2), 

B L 2 4 3 8 7  

Df( 3 L) E D 2 0 2  w[ 1 1 1 8]; Df( 3 L) E D 2 0 2, P{ w[ + m W. S

c er \F R T. h s 3] = 3'. R S 5 + 3. 3'} E D 2 0 2/

T M 6 C, c u[ 1] S b[ 1]  

( C o o k 2 0 1 2), 

B L 8 0 5 1  

e s g; G al 4  w; e s g -G al 4,t u b -G al 8 0 t s, U A S-

G F P nl s / C y O: U A S-fl p 

a ct > C D 2 > G al 4/ T m 6  

( L ei bli c h et al. 2 0 1 2) 

e s g; Ctrl  w; e s g; G al 4, U A S s er G F P,t u b G al 8 0 t s

; + 

( W ert h e b a c h et al. 

2 0 1 9)  

e s g; st ur k o pf[ 3 5. 7]  w; e s g; G al 4, U A S s er G F P,t u b G al 8 0 t s

;st ur k o pf [ 3 5. 7] 

( W ert h e b a c h et al. 

2 0 1 9)  

F at b o d y  G al 4  w*; P{ w[ + m W. h s] = G a w B} F B + S N S  ( Gr ö n k e et al. 2 0 0 3) 



  M at eri al s / M et h o d s  
 

1 2 9  
 

D e si g n ati o n  G e n ot y p e  R ef er e n c e  

st ur k o pf Ctrl  w 1 1 1 8;;  ( W ert h e b a c h et al. 

2 0 1 9)  

st ur k o pf[ 3 5. 7]  w 1 1 1 8;; st ur k o pf 3 5. 7 / st ur k o pf 3 5. 7  ( W ert h e b a c h et al. 

2 0 1 9)  

U A S -p 3 5  w[*]; P{ w[ + m C] = U A S -p 3 5. H} B H 1  B L 5 0 7 2  

U A S -st ur k o pf -

O R F -3 x H A  

y w; +/ +; U A S -C G 9 1 8 6 / T m 3 S b 

S er  

Fl y O R F F 0 0 4 4 5 7  

s t ur k o pf-R N Ai  P{ K K 1 0 8 7 7 1} VI E -2 6 0 B  ( Di et zl et al. 2 0 0 7), 

V D R C 1 0 5 9 4 5  

W hit e[ -] (w -) w[ 1 1 1 8]  V D R C 6 0 0 0 0  

 

4. 1. 1 3  D e vi c e s  

T a bl e 1 6 :  U s e d d e vi c e s wit h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h e m o d el t y p e. 

D e si g n ati o n  M o d el t y p e  M a n uf a ct ur er  

Bi n o c ul ar  E Z 4 D  L ei c a  

Bi ol o gi c al s af et y c a bi n et  S af e 2 0 2 0 Cl a s s 2  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

C ell c o u nt er  L u n a a ut o m at e d c ell 

c o u nt er  

L o g o s Bi o s y st e m s  

C e ntrif u g e  H er a e u s Fr e s c o 2 1  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

C e ntrif u g e  Pi c o 2 1  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

C e ntrif u g e  5 8 0 4 R  E p p e n d orf A G  

C o nf o c al l a s er s c a n ni n g 

mi cr o s c o p e  

L S M 7 1 0  C arl Z ei s s Mi cr o s c o p y  

G el d o c u m e nt ati o n s y st e m  F A S -Di gi P R O  Ni p p o n G e n eti c s  

G el i m a g er  A m er s h a m I m a g er 6 8 0  G E H e alt h c ar e  

H e ati n g bl o c k  T H E R M O C E L L  H a n g z h o u Bi o er 

T e c h n ol o g y  

H e ati n g bl o c k  T h er m o mi x er c o m p a ct  E p p e n d orf A G  

Hi g h c o nt e nt a n al y si s 

s y st e m  

O p er ett a C L S  P er ki n El m er  

Hi g h pr e ci si o n s c al e  A B J -N M/ A B S -N  K er n & S o h n G m b H  

I n c u b ati o n S h a k er E c otr o n  I nf or s G m b H 



  M at eri al s / M et h o d s  
 

1 3 0  
 

D e si g n ati o n  M o d el t y p e  M a n uf a ct ur er  

I n c u b at or H er a e u s B 1 2  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

I n c u b at or I P P 1 1 0 Pl u s M e m m ert G m b H  

L a b or at or y s h a k er  R S -O S 5  P h o e ni x I n str u m e nt  

M a g n eti c stirr er  M R 3 0 0 1  H ei d ol p h I n str u m e nt s  

M a g n eti c stirr er  V M S -A  V W R I nt er n ati o n al  

Mi cr o pl at e r e a d er  S y n er g y M x  Bi o T e k I n str u m e nt s  

p H -m et er  B a si c p H m et er p b -1 1  S art ori u s A G  

P o w er s u p pl y  Bi o m etr a P o w er P a c k 

P 2 5  

A n al yti k J e n a  

P o w er s u p pl y  P o w er P a c H c Mi ni -

P R O T E A N T etr a C ell  

Bi o -R a d L a b or at ori e s  

Pr e ci si o n s c al e  E W -N/ E G -N  K er n & S o h n G m b H  

R e al ti m e P C R d et e cti o n 

s y st e m  

C F X C o n n e ct  Bi o -R a d L a b or at ori e s  

S o ni c ati o n d e vi c e  Bi or u pt or Pl u s  Di a g e n o d e S A  

S p e ctr o p h ot o m et er  N a n o dr o p 2 0 0 0 c  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

T h er m al c y cl er  Bi o m etr a T A d v a n c e d  A n al yti k J e n a  

Ti s s u e gri n d er  P ell et P e stl e  G err e s h ei m er A G  

V ort e x er  V ort e x g e ni e 2  S ci e ntifi c I n d u stri e s I n c.  

 

4. 1. 1 4  S oft w a r e  

T a bl e 1 7 :  U s e d s oft w ar e wit h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h e u s e d v er si o n.  

D e si g n ati o n  V er si o n  M a n uf a ct ur er  

Bi o -R a d C F X M a n a g er  3. 1  Bi o -R a d L a b or at ori e s  

C ell C o u nt er  - J ür g e n S c h ö n b or n, gr o u p m e m b er  

F A S Di gi P R O  1. 5  Ni p p o n G e n eti c s  

Fi n c h T V  1. 4. 0  G e o s pi z a I n c.  

G e n 5  2. 0 7  Bi o T e k I n str u m e nt s  

Gr a p h P a d Pri s m  8. 3. 0  Gr a p h P a d S oft w ar e I n c.  

H ar m o n y  4. 8  P er ki n El m er  

I m a g e J 1. 5 1 n  N ati o n al I n stit ut e of H e alt h  

M S Offi c e  2 2 0 7  Mi cr o s oft C or p or ati o n  



  M at eri al s / M et h o d s  
 

1 3 1  
 

D e si g n ati o n  V er si o n  M a n uf a ct ur er  

N a n o dr o p 2 0 0 0  1. 0  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  

R e st 2 0 0 9  1. 0  Qi a g e n N. V.  

S e q u e n c e M a s s a g er  - Att otr o n Bi o s e n s or C or p or ati o n  

S eri al Cl o n er  2. 6  S eri al B a si c s  

T e a m Vi e w er  1 4  T e a m vi e w er G m b H  

Z ei s s Z e n Bl u e  2. 5  C arl Z ei s s Mi cr o s c o p y  

 

4. 1. 1 5  C o n s u m a bl e s  

Pi p ett e s,  r e a cti o n  t u b e s/fl a s k s  a n d  ot h er  n ot  li st e d  a p p ar at u s e s,  m at eri al s  a n d 

c o n s u m a bl e s  w er e  st a n d ar d  l a b or at or y  e q ui p m e nt  a n d  of  r e s e ar c h  gr a d e  a n d  w er e 

pri m aril y p ur c h a s e d fr o m S ar st e dt I n c., V W R I nt er n ati o n al, or N e ol a b Mi g g e G m b H.  

4. 2   M et h o d s  

4. 2. 1   C ell b i ol o gi c al m et h o d s  

4. 2. 1. 1  G e n e r al c ell c ult u r e c o n diti o n s  

All c ell bi ol o gi c al w or k st a g e s w er e p erf or m e d u n d er a st eril e b e n c h.  

4. 2. 1. 1. 1  D r o s o p hil a  c ell li n e s  

T h e  u s e d Dr o s o p hil a  c ell  li n e s  (t a bl e  1 3)  w er e  r o uti n el y  c ulti v at e d  i n  2 5  c m 2  c ell 

c ult ur e fl a s k s at 2 5 ° C i n t h e a p pr o pri at e gr o wt h m e di u m (t a bl e 1 2) w it h o ut t h e n e e d 

of e xt er n al C O 2  s u p pl y. T h e c ell s w er e p a s s a g e d i n a 1: 5 r ati o e v er y 2 -3 d a y s u p o n 

r e a c hi n g  c o nfl u e n c y  of  a p pr o xi m at el y  < 8 0  %.  A s  t h e  u s e d  K c 1 6 7  a n d  S 2 R +  c ell s 

w er e o nl y w e a kl y a d h er e nt, t h e d et a c h m e nt of t h e c ell s w a s p erf or m e d m er el y d u e t o 

w e a k s h e ar f or c e s b a s e d o n pi p etti n g. C ell s w er e c ulti v at e d u p t o a p a s s a g e of ~ 5 0 

a n d t h e n r e pl a c e d wit h fr e s hl y t h a w e d c ell s.  

4. 2. 1. 1. 2  H u m a n c ell li n e s  

H E K 2 9 3 c ell s w er e c ulti v at e d 2 5 c m 2  c ell c ult ur e fl a s k s i n D M E M c o m pl et e m e di u m 

(t a bl e  1 2) at  c o n st a nt  3 7  ° C  wit h  5  %  C O 2  s u p pl y.  C ell s  w er e  p a s s a g e d  e v er y 2 -3 

d a y s u p o n r e a c hi n g a c o nfl u e n c y of a p pr o xi m at el y < 8 0 % b y w a s hi n g c ell s o n c e wit h 

P B S  a n d  tr y p si n ati o n  of  t h e  c ell s.  U p o n  d et a c h m e nt  of  t h e  c ell s,  fr e s h  D M E M  w a s 

a d d e d t o t h e c ell s t o st o p t h e e n z y m ati c pr o c e s s.  



  M at eri al s / M et h o d s  
 

1 3 2  
 

4. 2. 1. 2  F r e e zi n g c ell s  

I n or d er t o fr e e z e c ell s f or l at er u s a g e, t h e c ell s w er e eit h er gr o w n t o s u b-c o nfl u e n c y 

of  r o u g hl y  1 -2* 1 0 7  c ell s/ ml  or  t h e  r e m ai ni n g  c ell  s u s p e n si o n  fr o m  t h e  r o uti n el y 

p a s s a gi n g w a s u s e d. T h e c ell s w er e c e ntrif u g e d f or 5 mi n ut e s at 1 2 0 0 r p m i n or d er t o 

p ell et  t h e  c ell s.  Aft er w ar d s  t h e  m e di u m  w a s  a s pir at e d,  a n d  t h e  p ell et e d  c ell s  w er e 

r e s u s p e n d e d i n fr e e zi n g m e di u m. T h e s u s p e n si o n w a s ali q u ot e d i n cr y o vi al s a n d p ut 

i nt o a f o a m b o x at -8 0 ° C. Aft er 2 -3 d a y s, t h e vi al s w er e tr a n sf err e d t o n or m al b o x e s 

at -8 0 ° C f or l o n g t er m st or a g e.  

4. 2. 1. 3  T h a wi n g c ell s  

Fr o z e n  c ell s  w er e  q ui c kl y  t h a w e d  i n  a  w at er  b at h.  U p o n  t h a wi n g,  t h e  c ell s  w er e 

tr a n sf err e d i nt o 5 ml of fr e s h m e di u m a n d c e ntrif u g e d f or 5 mi n ut e s at 1 2 0 0 r pm. T h e 

m e di u m  w a s  a s pir at e d,  a n d  t h e  p ell et e d  c ell s  w er e  r e s u s p e n d e d  i n  5  ml  of  fr e s h 

m e di u m. T h e c ell s u s p e n si o n w a s pl at e d i nt o a n e w 2 5 c m 2  c ell c ult ur e fl a s k. I niti all y, 

fr e s hl y t h a w e d c ell s w er e p a s s a g e d at irr e g ul ar i nt er v al s. 

4. 2. 1. 4  C ell c o u nti n g  

F or c ell c o u nti n g, 1 0 µl of c ell s r e s u s p e n d e d f or p a s s a gi n g w er e pi p ett e d i nt o a c ell 

c o u nti n g sli d e a n d p ut i nt o a n a ut o m at e d c ell c o u nt er. T h e d e vi c e w a s u s e d f or t h e 

d et er mi n ati o n  of  c ell  n u m b er  a n d  f urt h er  utili z e d  t o  c al c ul at e  r e q uir e d  c ell  n u m b er s 

a n d dil uti o n s d e p e n di n g o n t h e e x p eri m e nt p erf or m e d.  

4. 2. 1. 5  T r a n si e nt a n d s t a bl e p l a s mi d D N A tr a n sf e cti o n  

F or b ot h t y p e s of tr a n sf e cti o n, t h e Eff e ct e n e Tr a n sf e cti o n R e a g e nt Kit w a s u s e d. T h e 

fir st st e p of t h e Eff e ct e n e-D N A c o m pl e x f or m ati o n i s t h e c o n d e n s ati o n of t h e D N A b y 

i nt er a cti o n wit h t h e E n h a n c er i n a d efi n e d b uff er s y st e m. U p o n a d diti o n of Eff e ct e n e, 

t h e  c o n d e n s e d  D N A  st art s  t o  c o m pl e x  wit h  t h e  Eff e ct e n e  R e a g e nt  b y  b uil di n g 

mi c ell e -li k e str u ct ur e s. Co m pl e xi n g of t h e D N A a n d t h e r e a g e nt all o w s a n o v er c o mi n g 

of  t h e  el e ctr o st ati c  r e p ul si o n  of  c ell  m e m br a n e s.  D N A  c o nt ai ni n g  mi c ell e s  wit h  a 

p o siti v el y  c h ar g e d  s urf a c e  c a n  t h e n  f u s e  wit h  t h e  n e g ati v el y  c h ar g e d  pl a s m a 

m e m br a n e of li vi n g c ell s.   

Tr a n si e nt  tr a n sf e cti o n s  w er e  p erf or m e d  t o  c o n d u ct  l u cif e r a s e  c o m pl e m e nt ati o n 

a s s a y s t o m o nit or f or pr ot ei n -pr ot ei n i nt er a cti o n s ( 4. 2. 3. 6). F or tr a n si e nt tr a n sf e cti o n s 

wit hi n  t h e  s c o p e  of  l u cif er a s e  c o m pl e m e nt ati o n  a s s a y s,  K c 1 6 7  or  S 2 R +  c ell s  w er e 

s e e d e d i n a 9 6 w ell pl at e wit h a c ell d e n sit y of a p pr o xi m at el y 5. 5* 1 0 4  c ell s p er w ell i n 



  M at eri al s / M et h o d s  
 

1 3 3  
 

1 0 0  µl  of  S c h n ei d er’ s  c o m pl et e  m e di u m.  Aft er  i n c u b ati o n  o v er ni g ht  at  2 5  ° C,  t h e 

tr a n sf e cti o n  mi x  w a s  pr e p ar e d  b y  a dj u sti n g  t h e  D N A  c o n c e ntr ati o n  of  e a c h  p ut ati v e 

i nt er a ct or  t o  7 5  n g/ µl  a n d  6  µl  of  e a c h  pl a s mi d  w a s  pi p ett e d  i nt o  a  1.5  ml  r e a cti o n 

t u b e. T o t hi s mi xt ur e 8 1. 6 µl of E C b uff er w er e a d d e d, f oll o w e d b y t h e a d diti o n of 2. 1 

µl of E n h a n c er. T h e mi xt ur e w a s t h e n v ort e x e d a n d i n c u b at e d f or 5 mi n ut e s at r o o m 

t e m p er at ur e.  T h e n,  3. 6  µl  of  Eff e ct e n e  w er e  a d d e d  a n d  t h e  mi xt ur e  w a s  a g ai n 

v ort e x e d  a n d  i n c u b at e d  at  r o o m  t e m p er at ur e  f or  1 5  mi n ut e s.  Fi n all y,  3 1  µl  of 

tr a n sf e cti o n  mi x  w er e  pi p ett e d  t o  t h e  c ell s  i n  t e c h ni c al  tri pli c at e s  f or  e a c h  p ut ati v e 

i nt er a cti o n.  

St a bl e tr a n sf e cti o n s w er e p erf or m e d wit hi n t h e s c o p e of t h e g e n er ati o n of p ol y cl o n al 

c ell  li n e s  ( 4. 2. 1. 6)  t o  p erf or m  cr y st al  vi ol et  pr olif er ati o n  a s s a y s  ( 4. 2. 1. 7)  a n d  t o 

g e n er at e  pr ot ei n  l y s at e s  f or  w e st er n  bl ot  ( 4. 2. 3. 1).  I n  or d er  t o  g e n er at e  st a bl e 

p ol y c l o n al Dr o s o p hil a  c ell  li n e s,  1* 1 0 6  S 2 R +  c ell s  i n  4  ml  S c h n ei d er’ s  c o m pl et e 

m e di u m i n 2 5 c m 2  c ell c ult ur e fl a s k. T h e n e xt d a y, a tr a n sf e cti o n mi x c o nt ai ni n g t h e 

e x pr e s si o n pl a s mi d ( 2 µ g), p C O Bl a st ( 5 0 n g) a n d E C b uff er i n a fi n al v ol u m e of 1 4 0 

µl  w a s  pr o d u c e d.  U p o n  a d diti o n  of  1 6  µl  E n h a n c er,  t h e  mi xt ur e  w a s  v ort e x e d  a n d 

i n c u b at e d  f or  5  mi n ut e s  at  r o o m  t e m p er at ur e.  Aft er w ar d s,  2 0  µl  Eff e ct e n e  w er e 

a d d e d, v ort e x e d a n d i n c u b at e d f or 1 5 mi n ut e s. T h e n, 8 4 0 µl of S c h n ei d er’ s c o m pl et e 

m e di u m w er e a d d e d a n d t h e c o m pl et e mi x w a s a d d e d t o t h e c ell s.  

4. 2. 1. 6  G e n e r ati o n of s t a bl e p ol y cl o n al D r o s o p hil a  c ell li n e s  

T h e  tr a n sf e cti o n  pr o c e d ur e  f or  t h e  g e n er ati o n  of  st a bl e  p ol y cl o n al Dr o s o p hil a  c ell 

li n e s  w a s  p erf or m e d  a s  d e s cri b e d  i n  4. 2. 1. 5.  T h e  c ell s  gr e w  f or  3  d a y s,  a n d  d e a d 

c ell s w er e br o u g ht i n s u s p e n si o n u p o n s wirli n g t h e fl a s k s c ar ef ull y. T h e m e di u m w a s 

a s pir at e d  a n d  r e pl a c e d  wit h  S c h n ei d er’ s  c o m pl et e  m e di u m  c o nt ai ni n g  a d diti o n al  3 0 

µ g/ m l  Bl a sti ci di n  ( B L A S T  s el e cti o n  m e di u m).  T hi s  pr o c e s s  w a s  r e p e at e d  e v er y  3 

d a y s  u ntil  Bl a sti ci di n -r e si st a nt  c ol o ni e s  gr e w  c o nfl u e nt.  If  n e c e s s ar y,  Bl a sti ci di n-

r e si st a nt c ol o ni e s w er e tr a n sf err e d t o a n e w 2 5 c m2  c ulti v ati o n fl a s k. O n c e c o nfl u e nt, 

c ell s w er e t h e n r e s u s p e n d e d i n 5 ml B L A S T s el e cti o n m e di u m ( 3 0 µ g/ ml) a n d pl at e d 

i n a 2 5 c m2  fl a s k. Fr o m n o w o n, c ell s w er e p a s s a g e d u n d er st a n d ar d c o n diti o n s u si n g 

B L A S T  s el e cti o n  m e di u m  ( 1 0  µ g/ ml)  f or  m ai nt e n a n c e.  N e wl y  g e n er at e d  p ol y cl o n al 

c ell  li n e s  w er e  m o nit or e d  f or  a  s u c c e s sf ul  tr a n sf e cti o n  of  t h e  r e s p e cti v e  e x pr e s si o n 

c o n str u ct vi a w e st er n bl ot.  
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4. 2. 1. 7  C r y st al v i ol et p r olif e r ati o n a s s a y  

Cr y st al vi ol et a s s a y s w er e p erf or m e d i n or d er t o d et er mi n e diff er e n c e s i n pr olif er ati v e 

b e h a vi or of st a bl y g e n er at e d c ell li n e s ( s e e 4. 1. 1 0, t a bl e 1 3). Cr y st al vi ol et bi n d s t o 

D N A  a n d  pr ot ei n s  i n si d e  t h e  c ell.  C ell s  u n d er g oi n g  c ell  d e at h  will  al s o  b e  st ai n e d. 

H o w e v er,  c ell  d e at h  r e s ult s  i n  t h e  d et a c h m e nt  of  t h e  c ell s  fr o m  t h e  c ult ur e  pl at e. 

T h u s, t h e s e c ell s will b e w a s h e d of f d uri n g t h e w a s hi n g st e p s of t h e pr o c e d ur e. T h e 

pr ot o c ol w a s a d a pt e d fr o m F e o kti s k o v a et al. , 2 0 1 6. 

St a bl y  tr a n sf e ct e d  c ell  li n e s  w er e  s e e d e d  i n  a  d e n sit y  of  5 x 1 0 4  c ell s/ ml  i n  a  2 4  w ell 

pl at e  i n  t e c h ni c al  tri pli c at e s  a n d  i n c u b at e d  at  2 5  ° C  f or  2 4  h.  C ell s  w er e  eit h er 

c ult ur e d u n d er b a s al c o n diti o n s or wit h t h e s u p pl e m e nt ati o n of 4 0 0 µ M ol ei c a ci d p er 

w ell. O v er t h e c o ur s e of 5 d a y s, c ell s w er e st ai n e d a n d fi x e d wit h 2 0 0 µl 0. 1 % cr y st al 

vi ol et  s ol uti o n  f or  2 0  mi n ut e s  u n d er  c o n st a nt  a git ati o n.  C ell s  w er e  t h e n  c ar ef ull y 

w a s h e d  wit h  1  ml  P B S  t hri c e  f or  1 0  mi n ut e s  e a c h  u n d er  c o n st a nt  a git ati o n.  Cr y st al 

vi ol et -d y e d c ell s w er e air dri e d o v er ni g ht at 2 5 ° C. E xtr a cti o n of cr y st al vi ol et d y e w a s 

p erf or m e d b y u si n g 5 0 0 µl m et h a n ol f or 2 0 mi n ut e s u n d er c o n st a nt a git ati o n. Fi n all y, 

3 0 0  µl  of  e a c h  w ell  w er e  pi p ett e d  i nt o  a  n e w  2 4  w ell  pl at e  a n d  o pti c al  d e n sit y  w a s 

m e a s ur e d  at  a  w a v el e n gt h  of  5 7 0  n m.  T o  t hr e e  w ell s,  1  ml  of  B L A S T  s el e cti o n 

m e di u m wit h o ut c ell s w a s u s e d a s c o ntr ol f or n o n -s p e cifi c bi n di n g of cr y st al vi ol et t o 

t h e 2 4 w ell pl at e. 

4. 2. 2   M ol e c ul a r b i ol o gi c al m et h o d s  

4. 2. 2. 1  P r o d u cti o n of c h e mi c all y c o m p et e nt D H 5 α b a ct e ri a  

5  μl  of  a  D H 5 α E.  c oli  st o c k  w er e  i n o c ul at e d  i n  5  ml  S O B  m e di u m  a n d  i n c u b at e d 

o v er ni g ht at 3 7 ° C u n d er c o n st a nt s h a ki n g ( 2 2 0 r p m). T h e n e xt d a y, 2 ml of t h e li q ui d 

o v er ni g ht c ult ur e w er e i n o c ul at e d i n 2 0 0 ml S O B m e di u m. T h e c ult ur e w a s i n c u b at e d 

f or a p pr o xi m at el y 2 h at 3 7 ° C u ntil r e a c hi n g a n o pti c al d e n sit y ( O D) of O D6 0 0 = 0. 4 -0. 6. 

F or  m e a s uri n g  t h e  o pti c al  d e n sit y  ( O D)  of  t h e  b a ct eri al  c ult ur e,  1  ml  of  t h at 

s u s p e n si o n w a s p ut i nt o a c u v ett e a n d m e a s ur e d u si n g t h e N a n o dr o p 2 0 0 0 c. O D 6 0 0 -

m e a s ur e m e nt s w er e p erf or m e d e v er y 4 5 mi n ut e s u ntil t h e d e sir e d o pti c al d e n sit y w a s 

r e a c h e d.  T h e  s u s p e n si o n  w a s  ali q u ot e d  i n  f o ur  5 0  ml  f al c o n s  a n d  i n c u b at e d  f or  2 0 

mi n ut e s o n i c e. M e a n w hil e, t h e c e ntrif u g e w a s c o ol e d d o w n o n 4 ° C a n d t h e c al ci u m 

c hl ori d e s ol uti o n s w er e pr e p ar e d. T h e c ell s w er e c e ntrif u g e d f or 1 0 mi n ut e s at 3 5 0 0 

r p m  at  4 ° C.  T h e  s u p er n at a nt  w a s  d e c a nt e d,  a n d  t h e  f al c o n s  w er e  p ut  b a c k  o n  i c e. 

T h e  r e si d u al  c ell  p ell et s  w er e  r e s u s p e n d e d  i n  1 2  ml  i c e -c ol d,  st eril e  filt er e d  0. 1  M 
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C a Cl 2 . Aft er w ar d s, a n i n c u b ati o n st e p of 3 0 mi n ut e s o n i c e f ollo w e d. T h e c ell s w er e 

t h e n  c e ntrif u g e d  a g ai n  f or  1 0  mi n ut e s  at  3. 5 0 0  r p m  at  4 ° C.  T h e  s u p er n at a nt  w a s 

a g ai n  d e c a nt e d,  a n d  t h e  p ell et e d  c ell s  w er e  r e s u s p e n d e d  i n  3  ml  i c e -c ol d  0. 1  M 

C a Cl 2  c o nt ai ni n g 1 5 % gl y c er ol. T h e s u s p e n si o n w a s t h e n ali q u ot e d i n 1 0 0 µl b a t c h e s 

i n pr e c hill e d r e a cti o n t u b e s a n d s h o c k fr o z e n at -8 0 ° C.  

4. 2. 2. 2  Pl a s mi d D N A tr a n sf o r m ati o n  

T o  p erf or m  a  tr a n sf or m ati o n,  b a ct eri al  c ell s  w er e  t h a w e d  o n  i c e.  T h e n,  1 0 0  n g  of 

pl a s mi d  D N A  w er e  p ut  t o  a  1 0 0  µl  ali q u ot  of  D H 5 α  or c c d B  s ur vi v al  E.  c oli  a n d  

i n c u b at e d f or 1 5 mi n ut e s o n i c e. Aft er w ar d s, t h e b a ct eri a w er e h e at-s h o c k e d at 4 2 ° C 

f or 9 0 s e c o n d s a n d p ut b a c k o n i c e f or 2 mi n ut e s. T h e n, 5 0 0 µl of S O B m e di u m w er e 

a d d e d t o t h e b a ct eri a a n d i n c u b at e d at 3 7 ° C f or 3 0 mi n ut e s u n d er c o n st a nt s h a ki n g. 

F oll o w i n g  t hi s  i n c u b ati o n,  t h e  b a ct eri a  w er e  pl at e d  o n  L B  pl at e s  c o nt ai ni n g  t h e 

a p pr o pri at e a nti bi oti c.  

4. 2. 2. 3  Mi ni -p r e p a r ati o n  

I n or d er t o p erf or m a mi ni-pr e p ar ati o n, a pl a s mi d D N A tr a n sf or m ati o n w a s p erf or m e d 

b ef or e h a n d  ( 4. 2. 2. 2).  Si n gl e  c ol o ni e s  of  tr a n sf or m e d  b a ct eri a  pl at e d  o n  a g ar  pl at e s 

c o nt ai ni n g t h e a p pr o pri at e a nti bi oti c w er e pi c k e d a n d p ut i nt o a t e st t u b e c o nt ai ni n g 5 

m l  of  L B  m e di u m  al s o  c o nt ai ni n g  t h e  s uit a bl e  a nti bi oti c.  T h e  pi c k e d  b a ct eri a  w er e 

t h e n i n c u b at e d f or 1 2 t o 1 6 h at 3 7 ° C. T o p urif y t h e pl a s mi d D N A, t h e QI A pr e p S pi n 

Mi ni pr e p  Kit  w a s  u s e d  a c c or di n g  t o  t h e  m a n uf a ct ur er’ s  pr ot o c ol.  T h e  p urifi e d  D N A 

w a s  el ut e d i n  3 0-5 0  µl  d H ₂ O.  T h e  D N A  c o n c e ntr ati o n  w a s  t h e n  d et er mi n e d  b y 

s p e ctr o p h ot o m etr y  u si n g  t h e  N a n o Dr o p 2 0 0 0 c  s p e ctr o p h ot o m et er  a n d  t h e  pl a s mi d 

D N A i nt e grit y w a s c h e c k e d b y a n a n al yti c al r e stri cti o n di g e sti o n u si n g a n a p pr o pri at e 

r e stri cti o n e n z y m e a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’ s i n str u cti o n s ( 4. 1. 3). 

4. 2. 2. 4  Al k ali n e l y si s  

Al k ali n e l y si s i s a f a st a n d cr u d e m et h o d of pr e p ari n g pl a s mi d D N A fr o m b a ct eri a. It 

u n d erli e s t h e s a m e pri n ci pl e a s i n t h e mi ni -pr e p ar ati o n n a m el y t h e al k ali n e l y si s. T hi s 

m et h o d  w a s  pr ef er r e d,  w h e n  t e sti n g  m a n y  c ol o ni e s  i n  or d er  t o  pr e v e nt  e x c e s si v e 

u s a g e of t h e p urifi c ati o n c ol u m n s w hi c h ar e pr o vi d e d b y t h e Mi ni pr e p kit.  

2  ml  of  a  5  ml  o v er ni g ht  c ult ur e  w er e  c e ntrif u g e d  f or  1  mi n ut e  at  1 3. 0 0 0  r p m.  T h e 

p ell et e d c ell s w a s r e s u s p e n d e d i n 3 0 0  µl of al k ali n e l y si s b uff er P 1. T h e n, 3 0 0 µl of 

t h e  al k ali n e  l y si s  b uff er  P 2  w er e  a d d e d  a n d  t h e  t u b e s  w er e  i n v ert e d  s e v er al  ti m e s. 

T h e  mi xt ur e  i n c u b at e d  f or  5  mi n ut e s  at  r o o m  t e m p er at ur e.  Aft er w ar d s,  3 0 0  µl  of 
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al k ali n e l y si s b uff er N 3 w er e a d d e d, mi x e d, a n d t h e mi xt ur e w a s t h e n c e ntrif u g e d f or 

1 0 mi n ut e s at 1 3. 0 0 0 r p m. T h e s u p er n at a nt w a s tr a n sf err e d i nt o a n e w r e a cti o n t u b e 

a n d  mi x e d  wit h  0. 7  v ol u m e s  of  i s o pr o p yl  b y  v ort e xi n g.  Aft er  1 5  mi n ut e s  of 

c e ntrif u g ati o n at 1 3. 0 0 0 r p m, t h e i s o pr o p yl w a s di s c ar d e d a n d t h e p ell et w a s w a s h e d 

wit h 7 0 % Et O H. Aft er t h at, t h e air -dri e d p ell et w a s r e s u s p e n d e d i n 2 0 -5 0 µl of d H 2 O 

a n d  t h e  c o n c e ntr ati o n  w a s  m e a s ur e d  u si n g  t h e  N a n o dr o p 2 0 0 0 c.  U p o n  r e stri cti o n 

di g e sti o n  a n d  a  s u b s e q u e nt  a g ar o s e  g el  el e ctr o p h or e si s,  t h e  r e si d u al  o v er ni g ht 

c ult ur e  of  p o siti v e  cl o n e s  c o ul d  b e  u s e d  i n  a n  a ct u al  mi ni -pr e p ar ati o n  t o  o bt ai n  a 

cl e a n pl a s mi d D N A s a m pl e.  

4. 2. 2. 5  P ol y m e r a s e c h ai n r e a cti o n ( P C R)  

T h e P C R i s b ei n g u s e d t o e n z y m ati c all y a m plif y s p e cifi c D N A s e q u e n c e s i n vitr o. 

Wit hi n t h e s c o p e of t hi s w or k P C R s w er e p erf or m e d i n or d er t o a m plif y O R F s f or t h e 

g e n er ati o n of e x pr e s si o n pl a s mi d s. T h e f oll o wi n g pr ot o c ol w a s r o uti n el y u s e d:  

Mi xt ur e:        C y cl e:  

1 µl   c D N A t e m pl at e      9 8 ° C    3 0 s e c  

2. 5 µl   f w d pri m er [ 1 0 p m ol/ µl]     9 8 ° C   1 0 mi n  

2. 5 µl   r e v pri m er [ 1 0 p m ol/ µl]    pri m er -s p e cifi c  3 0 s e c   

1 µl   d N T P s [ 1 0 m M]      7 2 ° C   a m pli c o n -s p e cifi c  

1 0 µl   P h u si o n H F/ Q 5 r e a cti o n b uff er [ 5 x]   7 2 ° C    3 0 s e c  

0. 5 µl   P h u si o n H F/ Q 5 H F p ol y m er a s e    8 ° C   ꝏ  

3 2. 5 µl   d H 2 O   

T h e a n n e ali n g t e m p er at ur e a s w ell a s t h e el o n g ati o n ti m e s v ari e d d e p e n di n g o n t h e 

oli g o n u cl e oti d e pr o p erti e s a n d t h e si z e of t h e a m pli c o n g e n er at e d.  

4. 2. 2. 6  A g a r o s e g el e l e ctr o p h o r e si s 

A g ar o s e g el el e ctr o p h or e si s w a s r o uti n el y p erf or m e d aft er pl a s mi d D N A pr e p ar ati o n 

a n d s u b s e q u e nt a n al yti c al r e stri cti o n di g e sti o n eit h er b y mi ni -pr e p ar ati o n or al k ali n e 

l y si s or aft er a n O R F a m plifi c ati o n b y m e a n s of P C R a n d a s u b s e q u e nt pr e p ar ati v e 

r e stricti o n di g e sti o n. T h e el e ctr o p h or e si s w a s p erf or m e d u si n g a 1 % a g ar o s e g el at 

8 0 -1 0 0 V f or ~ 3 0 mi n ut e s b y d ef a ult.  

4. 2. 2. 7  G el e xt r a cti o n / P C R p u rifi c ati o n  

A  g el  e xtr a cti o n  i s  p erf or m e d  f oll o wi n g  a  g el  el e ctr o p h or e si s  t o  e xtr a ct  a n d  p urif y 

D N A  of  i nt er e s t  fr o m  a n  a g ar o s e  g el.  T h e  d e sir e d  g el  fr a g m e nt  w a s  c ut,  a n d  t h e 

e xtr a cti o n w a s p erf or m e d u si n g t h e N u cl e o s pi n G el a n d P C R cl e a n -u p  kit a c c or di n g 

t o t h e m a n uf a ct ur er’ s pr ot o c ol.  

3 0 x  
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P C R p urifi c ati o n s w er e p erf or m e d f oll o wi n g a pri or P C R wit h t h e N u cl e o s pi n G e l a n d 

P C R  cl e a n -u p  kit  a n d  all  st e p s  w er e  e x e c ut e d  a c c or di n g  t o  t h e  m a n uf a ct ur er’ s 

pr ot o c ol.  

4. 2. 2. 8  G at e w a y cl o ni n g  

T h e cl o ni n g of e x pr e s si o n pl a s mi d s w a s p erf or m e d d u e t o t h e g e n er ati o n of a n e ntr y 

v e ct or ( p E N T R) b y a m plif yi n g t h e d e sir e d O R F s b a s e d o n c D N A ( s e e a p p e n di x) vi a 

P C R  fr o m  eit h er Dr o s o p hil a  a c c e s s or y  gl a n d -d eri v e d  R N A  or  H E K -2 9 3  c ell -d eri v e d 

R N A. T o a c c o m pli s h t h at, oli g o n u cl e oti d e s wit h o v er h a n g s e q u e n c e s c o nt ai ni n g N otI  

a n d A s cI  r e stri cti o n  sit e s  w er e  u s e d  ( 4. 1. 4,  t a bl e  5).  T h e  o bt ai n e d  a m pli c o n  w a s 

di g e st e d wit h N otI  a n d A s cI  a n d li g at e d i nt o t h e p E N T R/ D-T O P O pl a s mi d, a c c or di n g 

t o  t h e  m a n uf a ct ur er’ s  i n str u cti o n s,  r e s p e cti v el y. S e v er al Dr o s o p hil a  tr a n s cri pt s  w er e 

o bt ai n e d  pr e -cl o n e d  i n  a  p D O N R  b a c k b o n e  v e ct or  fr o m  t h e  H ar v ar d  Fl y Bi  g e n e 

e x pr e s si o n pl a s mi d c oll e cti o n a n d al s o u s e d f or r e c o m b i n ati o n. D e sir e d O R F s w er e 

r e c o m bi n e d  i nt o  d e sti n ati o n  v e ct or s u si n g  t h e  G at e w a y  L R  Cl o n a s e  II  E n z y m e  Mi x 

wit h t h e f oll o wi n g a d a pti o n s t o t h e m a n uf a ct ur er’ s pr ot o c ol:  

Mi xt ur e:        C y cl e:  

1 -3 µl   E ntr y cl o n e [ 5 0 -1 5 0 n g]     2 5 ° C   1 h  

1 µl   D e sti n ati o n v e ct or [ 1 5 0 n g]      

1 µl   Cl o n a s e e n z y m e mi x  

a d 4 µl   d H 2 O  

1 µl   Pr ot ei n a s e K      3 7 ° C   1 0 mi n   

T h e  e ntir e  mi xt ur e  w a s  t h e n  tr a n sf or m e d  i nt o  D H 5 α E.  c oli  a n d  t h e n  u s e d  a s 

d e s cri b e d i n 4. 2. 2. 2.  

4. 2. 2. 9  D N A s e q u e n ci n g  

D N A s e q u e n ci n g w a s c arri e d o ut b y M W G E ur ofi n s. F or s e q u e n ci n g of p D O N R a n d 

p E N T R c o n str u ct s t h e u ni v er s al s e q u e n ci n g pri m er M 1 3 u ni ( -2 1) a n d M 1 3 r e v ( -2 9) 

pr o vi d e d b y M W G E ur ofi n s w er e u s e d. F or s e q u e n ci n g of g e n er at e d p U bi P v e ct or s, 

t h e s e q u e n ci n g pri m er p U bi P-S e q 1 a n d p U bi P -S e q 2 ( 4. 1. 4) w er e u s e d. S e q u e n ci n g 

w a s al w a y s p erf or m e d f or b ot h D N A str a n d s.  

4. 2. 2. 1 0  R N A is ol ati o n  

T h e i s ol ati o n of R N A w a s p erf or m e d u si n g  t h e R n e a s y Mi ni Kit.  

4. 2. 2. 1 0. 1  R N A is ol ati o n f r o m c ult u r e d c ell s  

R N A  fr o m Dr o s o p hil a  S 2 R +  c ell s  a n d  h u m a n  H E K -2 9 3  c ell s  w a s  i s ol at e d  pri or  t o 

c D N A s y nt h e si s. F or t h at, c ult ur e d c ell s w er e c e ntrif u g e d at 1 2 0 0 r p m f or 5 mi n ut e s 
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a n d  t h e  c ell  p ell et  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  P B S  a n d  a g ai n  c e ntrif u g e d  f or  5  mi n ut e s  at 

1 2 0 0 r p m. T h e s u p er n at a nt w a s a s pir a t e d, t h e p ell et w a s r e s u s p e n d e d i n 1 0 0 µl P B S 

a n d fr o z e n at -8 0 ° C. T h e c ell s u s p e n si o n w a s t h a w e d o n i c e a n d 4 0 0 µl R L T b uff er 

( pr o vi d e d wit h t h e R n e a s y Mi ni Kit) wit h 2 0 m M D T T w er e a d d e d. T h e mi xt ur e w a s 

c e ntrif u g e d at 1 3. 0 0 0 r p m f or 3 mi n ut e s a n d t h e s u p er n at a nt w a s p ut i nt o a n e w 1. 5 

r e a cti o n t u b e. T h e f oll o wi n g st e p s w er e a c c or di n g t o t h e R n e a s y Mi ni Kit  pr ot o c ol.  

4. 2. 2. 1 0. 2  R N A is ol ati o n f r o m D r o s o p hil a  a c c e s s o r y gl a n d s  

R N A  i s ol ati o n  of Dr o s o p hil a  A G s  w a s  p erf or m e d  pri or  t o  c D N A  s y nt h e si s  a n d 

o pti o n a ll y  s u b s e q u e nt  q R T-P C R  e x p eri m e nt s.  R o u g hl y  3 0  gl a n d s  w er e  di s s e ct e d  i n 

i c e-c ol d P B S a n d c oll e ct e d i n 1 0 0 µl R L T b uff er ( pr o vi d e d wit h t h e R n e a s y Mi ni Kit) 

wit h 4 0 m M D T T i n a 1. 5 ml r e a cti o n t u b e. T h e f oll o wi n g st e p s w er e a c c or di n g t o t h e 

R n e a s y Mi ni Kit  pr ot o c ol.  

4. 2. 2. 1 1  R e v e r s e tr a n s c ri pti o n a n d c D N A s y nt h e si s  

C o m pl e m e nt ar y  D N A  ( c D N A)  s y nt h e si s  w a s  p erf or m e d  f oll o wi n g  a  pri or  R N A 

e xtr a cti o n  u si n g  t h e  G o T a q  2 -St e p  R T -q P C R  S y st e m  kit  a c c or di n g  t o  t h e 

m a n uf a ct ur er s’ pr ot o c ol.  

Mi xt ur e:        C y cl e:  

≤ 5 µ g   R N A       7 0 ° C   5 mi n  

1 µl   Pri m er [ Oli g o( d T) 1 5  Pri m er]    4 ° C   5 mi n  

1 µl   R a n d o m Pri m er       

a d 1 0 µl  d H 2 O      

T h e  f oll o wi n g  mi xt ur e  w a s  pr e p ar e d  a n d  a d d e d  t o  t h e  d e n at ur e d  R N A/r e v er s e 

tr a n s cri pti o n pri m er mi x t o g e n er at e c D N A: 

Mi xt ur e:        C y cl e:  

1 0 µl   d e n at ur e d R N A      2 5 ° C   5 mi n  

1. 5 µl   d H 2 O       4 2 ° C   1 h   

4 µl   G O S cri pt 5 x R e a cti o n B uff er    7 0 ° C   1 5 mi n  

2 µl   M g Cl 2 , 2 5 m M     4 ° C   ꝏ  

1 µl   P C R N u cl e oti d e Mi x, 1 0 m M     

0. 5 µl   R e c o m bi n a nt R N a si n      

1 µl   R e v er s e Tr a n s cri pt a s e    

T h e o bt ai n e d c D N A w a s eit h er u s e d dir e ctl y or fr o z e n at -2 0 ° C f or l at er u s e.  
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4. 2. 2. 1 2  Q u a ntit ati v e r e al ti m e-p ol y m e r a s e c h ai n r e a cti o n ( q R T -

P C R)  

T h e q u a ntit ati v e r e al ri m e -P C R ( q R T -P C R) w a s u s e d t o d et er mi n e diff er e n c e s i n t h e 

e x p r e s si o n of s p e cifi c g e n e s. F or t hi s, R N A w a s i s ol at e d fr o m m al e a c c e s s or y gl a n d s 

a s  d e s cri b e d  i n  ( 4. 2. 2. 1 0. 2).  Aft er w ar d s,  t h e  R N A  w a s  u s e d  a s  t e m pl at e  t o 

s y nt h e si z e c D N A a s d e s cri b e d i n ( 4. 2. 2. 1 1). T h e oli g o n u cl e oti d e s f or t h e r e s p e cti v e 

g e n e s  ar e  li st e d i n  ( 4. 1. 4,  t a bl e  5).  E v er y  c o n diti o n  t o  b e  a n al y z e d  w a s  a s s a y e d  i n 

tri pli c at e s  a n d  f or  e a c h  w ell  of  t h e  9 6  w ell  a s s a y  pl at e  t h e  f oll o wi n g  mi x  w a s 

pr e p ar e d:  

Mi xt ur e:        C y cl e:  

1 2. 5 µl   G o T a q M a st er Mi x     9 5 ° C   2 mi n  

0. 5 µl   F or w ar d pri m er  [ 1 0 µ M]    9 5 ° C   1 5 s e c  

0. 5 µl   R e v er s e pri m er  [ 1 0 µ M]    6 0 ° C   1 mi n  

6. 5 µl   d H 2 O       9 5 ° C   1 mi n  

5 µl   c D N A       5 8 ° C   1 mi n  

6 5 -9 5 ° C  + 0. 5 .° C/ 5 .s e c  

Aft er w ar d s, t h e a s s a y pl at e w a s s e al e d wit h a f oil, s h ortl y c e ntrif u g e d, a n d s a m pl e s 

w er e  m e a s ur e d  u si n g  t h e R e al  Ti m e  P C R  D et e cti o n  S y st e m.  S u b s e q u e nt  d at a 

a n al y si s w a s p erf or m e d u si n g t h e C F X -m a n a g er a n d R E S T 2 0 0 9.  

4. 2. 2. 1 3  I s ol ati o n of g e n o mi c D N A ( g D N A)   

T o i s ol at e g e n o mi c D N A ( g D N A) fr o m si n gl e w[ -] Dr o s o p hil a , si n gl e fli e s w er e p ut i n 

r e a cti o n t u b e s. U p o n a d diti o n of 5 0 µl of s q ui s hi n g b uff er t h e fli e s w er e h o m o g e ni z e d 

u si n g t h e ti s s u e gri n d er. T h e h o m o g e n at e g ot i n c u b at e d f or 2 0 -3 0 mi n ut e s at 3 7 ° C 

pri or  t o  a cti v ati o n  of  t h e  pr ot ei n a s e  K  b y  h e ati n g  u p  t h e  h o m o g e n at e  t o  9 5  ° C  f or  

2  mi n ut e s.  T h e  h o m o g e n at e  w a s  s h ortl y  c e ntrif u g e d,  a n d  t h e  s u p er n at a nt  w a s 

tr a n sf err e d t o a n e w r e a cti o n t u b e a n d st or e d at -2 0 ° C.  

4. 2. 3   Bi o c h e mi c al m et h o d s  

4. 2. 3. 1  S a m pl e p r e p a r ati o n f o r w e st e r n b l ot s 

C ult ur e d C ell s:  

F or  pr ot ei n  a n al y s e s  u si n g  c ult ur e d  c ell s,  c ell s  w er e  h ar v e st e d  a n d  c e ntrif u g e d  at  

1 2 0 0  r p m  f or  5  mi n ut e s  a n d  t h e  c ell  p ell et  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  P B S  a n d  a g ai n 

c e ntrif u g e d f or 5 mi n ut e s at 1 2 0 0 r p m. T h e s u p er n at a nt w a s a s pir at e d, t h e p ell et w a s 

r e s u s p e n d e d i n 1 0 0 µl P B S a n d fr o z e n at -8 0 ° C. U p o n t h a wi n g, t h e c ell s u s p e n si o n 



  M at eri al s / M et h o d s  
 

1 4 0  
 

w a s  a d diti o n all y  s o ni c at e d  t o  br e a k  d o w n  t h e  c ell s  f urt h er  ( 7  c y cl e s,  4 0 

s e c o n d s/ c y cl e).  F or  e a c h  w e st er n  bl ot  p erf or m e d,  t ot al  pr ot ei n  a m o u nt s  w er e 

d et er mi n e d p erf or mi n g a B C A a s s a y ( 4 . 2. 3. 5). 

I n or d er t o d e n at ur e t h e pr ot ei n s, 2 0 µl of 5 x s a m pl e ( L a e m mli-) b uff er w er e a d d e d t o 

t h e  s u s p e n si o n,  mi x e d,  a n d  t h e n  i n c u b at e d  f or  1 0  mi n ut e s  at  9 5  ° C.  S h ortl y  b ef or e 

u s a g e  of  t h e  s a m pl e s,  t h e  s u s p e n si o n  w a s  bri efl y  c e ntrif u g e d  t o  p ell et  c ell 

c o m p o n e nt s  a n d  t o  fr a g m e nt  n u cl ei c  a ci d s.  U p o n  c e ntrif u g ati o n,  t h e  pr ot ei n s  ar e 

el ut e d i n t h e a q u e o u s p h a s e of t h e s u s p e n si o n w hi c h w a s u s e d i n a S D S -P A G E wit h 

s u b s e q u e nt w e st er n bl ot.  

W h ol e Dr o s o p hil a  Fli e s:  

T o g e n er at e l y s at e s fr o m a d ult Dr o s o p hil a  fli e s, th e fli e s g ot i m m o bili z e d at -2 0 ° C f or 

5 mi n ut e s a n d 3 -5 fli e s w er e c oll e ct e d i n a 1. 5 ml r e a cti o n t u b e. 5 0 -1 0 0 µl of RI P A or 

l y si s b uff er w er e a d d e d t o e a c h t u b e a n d t h e fli e s w er e h o m o g e ni z e d u si n g t h e ti s s u e 

gri n d er.  T h e  h o m o g e n at e  w a s  c e ntrif u g e d  f or  3  mi n ut e s  at  1 3. 0 0 0  r p m,  t h e 

s u p er n at a nt w a s tr a n sf err e d t o a n e w t u b e, s o ni c at e d a s d e s cri b e d b ef or e, a n d 4 0 µl 

of t h e s u p er n at a nt w a s mi x e d wit h 1 0 µl L a e m mli b uff er, i n c u b at e d f or 1 0 mi n ut e s at 

9 5 ° C a n d fr o z e n at -8 0 ° C.  

4. 2. 3. 2  S o di u m d o d e c yl s ulf at e p ol y a c r yl a mi d e g el 

e l e ct r o p h o r e si s  

T h e  S D S -P A G E  i s  a  bi o c h e mi c al  el e ctr o p h or e si s  m et h o d  t o  s e p ar at e  pr ot ei n s 

a c c or di n g t o t h eir h y dr o d y n a mi c r a di u s. I n t hi s w or k, di s c o nti n u o u s Tri s -gl y ci n e g el s 

w er e m a d e a n d u s e d. T h e pr ot ei n s a m pl e s w er e f o c u s e d i n a 5 %  st a c ki n g g el at 7 0 

V  f or  ~ 2 0  mi n ut e s  a n d  t h e n  s e p ar at e d  i n  a  1 0  %  s e p ar ati n g  g el  at  1 4 0  V  f or 

a p pr o xi m at el y  1. 5  h  u si n g  t h e  S D S -P A G E  T a n k -Bl ot -S y st e m  Mi ni -P R O T E A N  T etr a 

C ell.  

4. 2. 3. 3  W e st e r n b l ot  

E q u al  a m o u nt s  of  pr ot ei n  w er e  s e p ar at e d  u si n g  st a n d ar d  S D S -P A G E.  S e p ar at e d 

pr ot ei n s  w er e  tr a n sf err e d  fr o m  t h e  c arri er  m atri x  ( p ol y a cr yl a mi d e  g el)  o nt o  a 

m e m br a n e ( p ol y vi n yli d e n e fl u ori d e [ P V D F]) b y u si n g el e ctri c v olt a g e. Pri or t o tr a n sf er, 

t h e  m e m br a n e  n e e d e d  t o  b e  a cti v at e d  b y  s o a ki n g  i n  m et h a n ol  t o  r e d u c e  it s 

h y dr o p h o bi cit y. T h e i m pl e m e nt ati o n of t h e bl ot f oll o w e d t h e pr ot o c ol of ( T o w bi n et al. 

1 9 7 9) . T h e T a n k -Bl ot -S y st e m Mi ni -P R O T E A N T etr a C ell w a s u s e d f or bl otti n g, u si n g 
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a n el e ctri c c urr e nt of 1 5 0 m A f or 1 h.  Aft er bl otti n g pr ot ei n s o nt o a P V D F m e m br a n e, 

t h e m e m br a n e w a s w a s h e d wit h P B T f or 1 0 mi n ut e s a n d aft er w ar d s bl o c k e d wit h 5 % 

mil k  p o w d er  i n  P B T  o v er ni g ht  at  4  ° C  t o  bl o c k  fr e e  pr ot ei n  bi n di n g  sit e s  o n  t h e 

m e m br a n e.  

4. 2. 3. 4  I m m u n o d et e cti o n u si n g c h e mil u mi n e s c e n c e  

P V D F m e m br a n e s fr o m w e st er n bl ot e x p eri m e nt s w er e w a s h e d f or 2 0 mi n ut e s wit h 

P B T, f oll o wi n g t h e i n c u b ati o n wit h a pri m ar y a nti b o d y dil ut e d i n 2. 5 % mil k p o w d er i n 

P B T  f or  u p  t o  2 4  h  u n d er  c o n st a nt  a git ati o n  u si n g  a  l a b or at or y  s h a k er.  T h e  u s e d 

a nti b o di e s  a n d  dil uti o n s  c a n  b e  c o m pr e h e n d e d  i n  4. 1. 7,  t a bl e  8  a n d  9.  F oll o wi n g  3 

P B T  w a s hi n g  st e p s  of  1 0  mi n ut e s  e a c h,  t h e  m e m br a n e  w a s  i n c u b at e d  wit h  t h e 

s e c o n d ar y a nti b o d y dil ut e d i n 2. 5 % mil k p o w d er i n P B T f or u p t o 2 4 h at 4 ° C. Aft er 

t h at,  t h e  m e m br a n e  wa s  w a s h e d  a g ai n  wit h  P B T  f or  3  ti m e s  of  1 0  mi n ut e s  e a c h. 

S u b s e q u e ntl y, t h e i m m u n o d et e cti o n u si n g c h e mil u mi n e s c e n c e w a s p erf or m e d u si n g 

t h e S u p er Si g n al  W e st  Pi c o  C h e mil u mi n e s c e nt  S u b str at e  kit .  L u mi n ol  e x hi bit s 

c h e mil u mi n e s c e n c e w h e n a cti v at e d wit h a n o xi d a nt. I n t hi s c a s e t h e o xi di zi n g a g e nt 

w a s  a  p er o xi d e  s ol uti o n  w hi c h  w a s  mi x e d  i n  a  r ati o  of  1: 1  wit h  t h e  l u mi n ol  s ol uti o n 

b ot h pr o vi d e d wit h t h e kit. T h e mi xt ur e w a s dr o p p e d o nt o t h e m e m br a n e a n d a s t h e 

h or s er a di s h  p er o xi d a s e c at al y z e s  t h e  o xi d ati o n  of  l u mi n ol,  e mitti n g  li g ht  at  4 2 8  n m, 

t h e li g ht c o ul d b e d et e ct e d u si n g t h e A m er s h a m 6 8 0 G el I m a g er. I n c a s e of m ulti pl e 

a nti b o d y  pr o bi n g  p er  m e m br a n e,  t h e  m e m br a n e  w a s  w a s h e d  wit h  P B T  f or  1 0 

mi n ut e s  f oll o w e d  b y  a n  i n c u b ati o n  wit h  stri p pi n g  b uff er  f or  1 5  mi n ut e s. Aft er w ar d s, 

t h e m e m br a n e w a s w a s h e d a g ai n wit h P B T a n d i n c u b at e d wit h 5 % mil k p o w d er i n 

P B T at 4 ° C o v er ni g ht.  

4. 2. 3. 5  Bi ci n c h o ni ni c a ci d a s s a y ( B C A)  

T h e  B C A  a s s a y  w a s  p erf or m e d  pri or  t o  e v er y  w e st er n  bl ot  a n d  wit hi n  t h e  s c o p e  of 

l u cif er a s e c o m pl e m e nt ati o n a s s a y s f or n or m ali z ati o n p ur p o s e s u si n g t h e Pi er c e B C A 

a s s a y  kit  a c c or di n g  t o  t h e  m a n uf a ct ur er’ s  pr ot o c ol.  D efi n e d  a m o u nt s  of  B S A  w er e 

u s e d  a s  st a n d a r d.  F or  t h e  m e a s ur e m e nt  of  t h e  t ot al  pr ot ei n  a m o u nt  of  c ell  l y s at e s 

a n d w h ol e Dr o s o p hil a  fli e s f or l at er w e st er n bl ot a n al y si s, dil uti o n s of t h e l y s at e s h a v e 

b e e n  g e n er at e d  ( 1: 5,  1: 5 0,  1: 5 0 0)  a n d  5 0  µl  of  e a c h  dil uti o n  w er e  m e a s ur e d.  F or 

l u cif er a s e  c o m pl e me nt ati o n  a s s a y s  1 0  µl  of  c ell  l y s at e s  w er e  u s e d.  S a m pl e s  w er e 

i n c u b at e d  at  3 7 ° C  f or  3 0-4 5  mi n ut e s  a n d  m e a s ur e d  b y  a  mi cr o pl at e  r e a d er  at  a 

w a v el e n gt h of 5 6 2 n m.  
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4. 2. 3. 6  L u cif e r a s e c o m pl e m e nt ati o n a s s a y  

L u cif er a s e  c o m pl e m e nt ati o n  a s s a y s  w er e  p erf or m e d  t o  t e st  c a n di d at e  pr ot ei n s  f or 

pr ot ei n -pr ot ei n  i nt er a cti o n s  ( P PI).  T h e  u n d erl yi n g  pri n ci pl e  i s  t h e  g e n er ati o n  of 

m e a s ur a bl e  c h e mil u mi n e s c e n c e  g e n er at e d  b y  t h e  e n z y m ati c  c o n v er si o n  of 

c o el e nt er a zi n e b y t h e e n z y m e l u cif er a s e. T h e G a u s si a pri n c e p s  l u cif er a s e e n z y me i s 

s plit  i nt o  t w o  si mil arl y  si z e d  fr a g m e nt s.  T o  t e st  f or  i nt er a cti n g  pr ot ei n s,  e a c h  of  t h e 

p ut ati v e  i nt er a ct or  of  o n e  i nt er a cti o n  p air  w a s  f u s e d  t o  o n e  h alf  of  t h e  l u cif er a s e 

e n z y m e  vi a  G at e w a y  r e c o m bi n ati o n  ( 4. 2. 2. 8).  L u cif er a s e  fr a g m e nt s  w er e  C - a n d N -

t er mi n all y  f u s e d  t o  e a c h  p ut ati v e  i nt er a ct or  t o  t e st  f or  i nt er a cti o n s  i n ci s - a n d tr a n s-

c o nfi g ur ati o n.  P ut ati v e  i nt er a cti o n  p art n er  tr a n s cri pt s  w er e  c o -tr a n sf e ct e d  i n  eit h er 

K c 1 6 7  or  S 2 R +  c ell s.  C ell s  w er e  r o uti n el y  tr e at e d  wit h  4 0 0  µ M  ol ei c  a ci d  a n d 

i n c u bat e d f or 4 d a y s. I n c a s e of a n i nt er a cti o n, b ot h l u cif er a s e fr a g m e nt s c o m pl e m e nt 

t o a f ull y f u n cti o n al l u cif er a s e e n z y m e, t h u s b ei n g a bl e t o c o n v ert c o el e nt er a zi n e a n d 

t h er e b y  e mitti n g  li g ht.  Di m eri z e d  y e a st  G C N 4  l e u ci n e  zi p p er  s er v e d  a s  p o siti v e 

c o ntr ol  a n d  f or  n or m ali z ati o n  p ur p o s e s.  U ntr a n sf e ct e d  c ell s  s er v e d  a s  a s s a y 

b a s eli n e.  C o m pl e m e nt ati o n  r e s ult s  w er e  c at e g ori z e d  i n  str o n g  i nt er a cti o n s  ( > 2 5 0  % 

of  zi p p er -zi p p er  r e a d s),  si g nifi c a nt  i nt er a cti o n s  ( 1 0 0 -2 5 0  %  of  zi p p er -zi p p er  r e a d s), 

w e a k  i nt er a cti o n s  ( 7 0 -1 0 0  %  of  zi p p er -zi p p er  r e a d s),  a n d  n o  i nt er a cti o n  ( < 7 0  %  of 

zi p p er -zi p p er r e a d s). T h e d et ail e d m et h o d i s d e s cri b e d i n K ol k h of et al ., ( 2 0 1 7). 

4. 2. 3. 7  2 0 -H y d r o x y e c d y s o n e ( 2 0 H E) E LI S A  

T h e 2 0 H E E LI S A w a s p erf or m e d t o d et er mi n e 2 0 H E h e m ol y m p h tit er s of 7 d a y s  ol d 

vir gi n  a n d  m at e d  f e m al e  a n d  m al e st ur k o pf Ctrl  a n d st ur k o pf; 3 5. 7  a ni m al s. 

H e m ol y m p h  pr e p ar ati o n  w a s  p erf or m e d  a s  d e s cri b e d  i n  ( 4. 2. 5. 2)  a n d  t h e  2 0 H E 

E LI S A w a s p erf or m e d u si n g t h e 2 0 -H y dr o x y e c d y s o n e E n z y m e I m m u n o a s s a y kit a n d 

a c c or di n g t o t h e i n di c at e d  m a n uf a ct ur er’ s i n str u cti o n s. 2 0 H E h e m ol y m p h tit er s w er e 

n or m ali z e d t o t h e h e m ol y m p h yi el d.  

4. 2. 4   Hi st ol o gi c al m et h o d s a n d c o nf o c al m i c r o s c o p y 

4. 2. 4. 1  I m m u n o st ai ni n g 

F or  a nti b o d y  st ai ni n g  of Dr o s o p hil a  a c c e s s or y  gl a n d s,  t h e  pr ot o c ol  d e s cri b e d  i n 

S h ar m a et  al .,  ( 2 0 1 7)  w a s  a d a pt e d.  A c c e s s or y  gl a n d s  w er e  di s s e ct e d  i n  i c e-c ol d  

0. 1 % P B S T a n d c oll e ct e d i n c ol d 0. 1 % P B S T i n a s e p ar at e pr e p ar ati o n di s h u ntil all 

ti s s u e s of fli e s of t h e a p pr o pri at e g e n ot y p e wer e di s s e ct e d. Ti s s u e s w er e t h e n fi x e d 

u si n g  R N Afi x  f or  3 0  mi n ut e s  a n d  aft er w ar d s  w a s h e d  t hri c e  wit h  0. 1  %  P B S T  f or  at 
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l e a st 1 0 mi n ut e s e a c h. Ti s s u e s w er e t h e n i n c u b at e d i n a bl o c ki n g s ol uti o n c o nt ai ni n g 

4  %  B S A  i n  0. 1  %  P B S T  f or  3 0  mi n ut e s.  Pri m ar y  a nti b o di e s  w er e  dil ut e d 

a p pr o pri at el y ( 4. 1. 7, t a bl e 8 ) i n t h e bl o c ki n g s ol uti o n a n d i n c u b at e d o v er ni g ht at 4 ° C. 

Ti s s u e s  w er e  w a s h e d  t hri c e  wit h  0. 1  %  P B S T  f or  at  l e a st  1 0  mi n ut e s  e a c h. 

S e c o n d ar y  a nti b o di e s  w er e  dil ut e d  a c c or di n gl y  (t a bl e  9)  i n  0. 1  %  P B S T  a n d 

i nc u b at e d o v er ni g ht at 4 ° C. Ti s s u e s w er e w a s h e d t hri c e wit h 0. 1 % P B S T f or at l e a st 

1 0 mi n ut e s e a c h a n d st ai n e d f or D N A wit h H o e c h st 3 3 3 4 2 [ 1 0 m g/ ml] dil ut e d 1: 2 0 0 0 

i n  P B S  f or  3 0-6 0  mi n ut e s.  Ti s s u e s  w er e  t h e n  m o u nt e d  u si n g  Pr ol o n g  G ol d  a ntif a d e 

r e a g e nt.  

4. 2 . 4. 2 M e a s u r e m e nt of e n d o r e pli c ati o n  

E n d or e pli c ati o n  w a s  m e a s ur e d  a s  d e s cri b e d  i n  L ei bli c h et  al. ,  ( 2 0 1 2).  A c c e s s or y 

gl a n d s  of  7  d a y s -ol d e s g; Ctrl  a n d e s g; 3 5. 7  m at e d  m al e s  w er e  st ai n e d  wit h 

H o e c h st 3 3 3 4 2  a s  d e s cri b e d  i n  ( 4. 2. 4. 1)  a n d  r e c or d e d  u si n g  t h e  L S M 7 1 0  c o nf o c al 

mi cr o s c o p e. N u cl e ar ar e a s of o n e s e c o n d ar y c ell a n d 3 s urr o u n di n g m ai n c ell s w er e 

m e a s ur e d u si n g t h e Z E N bl u e 2. 5 s oft w ar e. A mi ni m u m of 4 cl u st er s p er l o b e of e a c h 

g e n ot y p e  w er e  m e a s ur e d  a n d  a  mi ni m u m  of  6  l o b e s  p er  g e n ot y p e  w er e  u s e d  t h e 

d et er mi n e t h e S C/ M C n u cl e ar r ati o.  

4. 2. 4. 3  Si n gl e m ol e c ul e fl u o r e s c e n c e i n sit u h y b ri di z ati o n  

s mi FI S H w a s u s e d a s m e a n s t o vi s u ali z e R N A m ol e c ul e s b y u si n g a s et of u nl a b el e d, 

g e n e -s p e cifi c  pri m ar y  pr o b e s  a n d  a  fl u or e s c e ntl y  l a b ell e d  s e c o n d ar y  d et e ct or 

oli g o n u cl e oti d e a c c or di n g t o T s a n o v et al. a n d C al v o et al. ( T s a n o v et al. 2 0 1 6; C al v o 

et al. 2 0 2 1) . st ur k o pf -s p e cifi c pri m ar y pr o b e s w er e s el e ct e d u si n g t h e St ell ari s Pr o b e 

d e si g n er  t o ol ( htt p s:// w w w. bi o s e ar c ht e c h. c o m/ s u p p ort/t o ol s/ d e si g n-s oft w ar e/ st ell ari s -

pr o b e -d e si g n).  2 4  st ur k o pf -s p e cifi c  pri m ar y  pr o b e s  ( 1 0 0  µ M)  w er e  br o u g ht  i nt o 

e q ui m ol ar s ol uti o n a n d aft er w ar d s dil ut e d 1: 5 i n d H 2 O t o o bt ai n a t ot al c o n c e ntr ati o n 

of  ~ 0. 8 3 3  µ M/ pr o b e.  1 0 0  µ M  of  t h e  d et e ct or  oli g o n u cl e oti d e  F L A P -X  w a s  a n n e al e d 

wit h t h e pri m ar y pr o b e mi xt ur e u si n g a t h er m al c y cl er.  

Mi xt ur e:        C y cl e:    

4 µl   Pri m ar y pr o b e mi x [ 0. 8 3 3 µ M/ pr o b e]   8 5 ° C   3 mi n   

1 µl   F L A P -X pr o b e [ 1 0 0 µ M]     6 5 ° C   3 mi n   

2 µl   N E B 3 ( 1 0 x)     2 5 ° C   5 mi n  

1 3 µl   d H 2 O         

A n n e al e d pr o b e s w er e eit h er p ut o n i c e f or dir e ct u s e or st or e d at -2 0 ° C.  
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A c c e s s or y  gl a n d s  of  7  d a y s -ol d st ur k o pf  Ctrl  a n d st ur k o pf[ 3 5. 7]  m al e s  w er e 

di s s e ct e d,  fi x e d  a n d  p er m e a bili z e d  a s  d e s cri b e d  i n  4. 2. 4. 1. A n n e al e d  pr o b e s  w er e 

dil ut e d i n s mi FI S H h y bri di z ati o n b uff er t o a fi n al c o n c e ntr ati o n of 8 0 n M. Pri or t o t h e 

h y bri di z ati o n  r e a cti o n,  c o m p etit or  D N A  w a s  pr e p ar e d  b y  c o m bi ni n g  1 0 0  µl  of 1 0 

m g/ ml  h erri n g  s p er m  D N A  wit h  1 0 0  µl  of  1 0  m g/ ml E.  c oli t R N A.  A  h y bri di z ati o n 

r e a cti o n w a s p erf or m e d s u b s e q u e ntl y.  

Mi xt ur e:         

2 3 µl   Ur e a [ 1 4 M]  

8 µl   S S C b uff er ( 2 0 x)  

4 0 µl   D e xtr a n s ulf at e ( 2 0 %)  

3. 5 µl   Ri b o n u cl e o si d e v a n a d yl c o m pl e x  

1. 5 µl   C o m p etit or D N A  

2 µl   h y bri di z e d pr o b e s  

a d 8 0 µl  d H 2 O  

Ti s s u e s  w er e  h y bri di z e d  f or  1 4  h  at  3 7  ° C  a n d  s a m pl e s  w er e  pr ot e ct e d  fr o m  li g ht. 

Aft er w ar d s,  ti s s u e s  w er e  w a s h e d  t hri c e  f or  1 0  mi n ut e s  u si n g  s mi FI S H  w a s h  b uff er 

a n d  l a stl y  w a s h e d  o n c e  wit h  P B S T  f or  1 0  mi n ut e s.  Fi n all y,  ti s s u e s  w er e  st ai n e d  f or 

D N A  u si n g  H o e c h st 3 3 3 4 2  ( 1: 2 0 0)  f or  3 0 -6 0  mi n ut e s,  w a s h e d  o n c e  wit h  P B S  a n d 

m o u nt e d u si n g Pr ol o n g G ol d.  

4. 2. 4. 4  C o nf o c al m i c r o s c o p y 

C o nf o c al  mi cr o s c o p y  w a s  p erf or m e d  u si n g  t h e L S M  7 1 0  C o nf o c al  L a s er  S c a n ni n g 

Mi cr o s c o p e  ( 6 3 x  oil  i m m er si o n  o bj e cti v e)  a n d  t h e  O p er ett a  C L S  Hi g h  C o nt e nt 

A n al y si s  S y st e m  ( 5 x  a n d  4 0 x  air  o bj e cti v e).  All  s a m pl e s  w er e  r e c or d e d  i n  Z -st a c k s. 

T h e  a n al y si s  of  t h e  s p e ci m e n s  w a s  p erf or m e d  u si n g  m a xi m u m  i nt e n sit y  pr oj e cti o n s 

a n d b y m e a n s of t h e Z e n Bl u e or H ar m o n y s oft w ar e.   

4. 2. 5   D r o s o p hil a m el a n o g a st e r  m et h o d s  

4. 2. 5. 1  Fl y h u s b a n d r y a n d g e n eti c s  

Fli e s  w er e  k e pt  a c c or di n g  t o  t h e  m et h o d s  of  A s h b ur n er ( A s h b ur n er  1 9 8 9) i n 

c ulti v ati o n  t u b e s  o n  st a n d ar d  di et  ( 4. 1. 1 1,  t a bl e  1 4),  i n  a  1 2  h o ur: 1 2 -h o ur  li g ht -d ar k 

c y cl e at 2 5 ° C a n d 5 0 – 6 0 % h u mi dit y. U nl e s s st at e d diff er e ntl y, all e x p eri m e nt s w er e 

p erf or m e d u si n g 7 d a y s -ol d m at e d m al e fli e s. T h e u s e d fl y li n e s ar e li st e d i n 4. 1 . 1 2, 

t a bl e 1 5.  
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F or  cr o s si n g s,  at  l e a st  5  f e m al e  vir gi n  fli e s  w er e  p ut  t o g et h er  wit h  2  m al e  fli e s  i n  a 

n e w c ulti v ati o n t u b e. F or a n i n cr e a s e d n u m b er of d e s c e n d a nt s, t h e n u m b er of f e m al e 

a n d m al e fli e s w a s a d a pt e d.  

H o m o z y g o u s e s g; Ctrl a n d e s g; 3 5. 7  w er e r e ar e d o n 1 8 ° C a s t h e c o n str u ct s i n cl u d e a 

t e m p er at ur e  s e n siti v e  G al 8 0t s r e pr e s s or  w hi c h  r e pr e s s e s  G al 4  tr a n s g e n e  a cti v ati o n. 

1 -d a y  ol d  fli e s  w er e  tr a n sf err e d  t o  2 9  ° C.  T h e  t e m p er at ur e  s hift  i n d u c e s  a 

c o nf or m ati o n al  c h a n g e  of  t h e  G al 8 0 t s r e s ulti n g  it s  i n a bilit y  t o  r e pr e s s  G al 4,  t h u s 

e n s uri n g tr a n s g e n e e x pr e s si o n. e s g; Ctrl a n d e s g; 3 5. 7  w er e r e ar e d f or 6 d a y s o n 2 9 

° C.  

Cr o s si n g s i n v ol vi n g  e s g; Ctrl a n d e s g; 3 5. 7 w er e r e ar e d a s d e s cri b e d b ef or e. Cr o s s e s 

w er e k e pt f or 6 d a y s at 2 9 ° C. Aft er w ar d s, t h e cr o s s e s w er e p ut b a c k t o t h e r e stri cti v e 

t e m p er at ur e of 1 8 ° C f or 3 d a y s. 

T o  t e st  f or  a  ti m e p oi nt -d e p e n d e nt  i m p a ct  of  t h e  t e m p er at ur e  s hift,  l at e  L 3  l ar v a e  or 

pr e p u p al  a ni m al s  r e ar e d  o n  1 8  ° C,  w er e  tr a n sf err e d  t o  a n d  k e pt  o n  2 9  ° C  u ntil  t h e 

a d ult s w er e 7 d a y s ol d ( K u b o et al. 2 0 1 8). Aft er w ar d s, t h e cr o s s e s w er e p ut b a c k t o 

t h e r e stri cti v e t e m p er at ur e of 1 8 ° C f or 3 d a y s. 

4. 2. 5. 2  I s ol ati on of a d ult D r o s o p hil a  h e m ol y m p h  

I s ol ati o n of a d ult Dr o s o p hil a  h e m ol y m p h w a s p erf or m e d f or t h e m e a s ur e m e nt of 2 0 -

h y dr o x y e c d y s o n e  ( 2 0 H E)  h e m ol y m p h  tit er s  of  7  d a y s  ol d  vir gi n  a n d  m at e d  f e m al e 

a n d m al e st ur k o pf Ctrl a n d st ur k o pf; 3 5. 7  a ni m al s. F or e a c h bi ol o gi c al r e pli c at e, 3 x 3 0 

a ni m al s p er s e x, g e n ot y p e a n d m ati n g st at u s w er e pi er c e d i n t h e t h or a x wit h a fi n e 

n e e dl e a n d tr a n sf err e d t o a 2 0 0 µl b ott o m -p u n ct ur e d P C R t u b e. T h e P C R t u b e w a s 

p ut i nt o a 1. 5 ml r e a cti o n t u b e a n d h e m ol y m p h w a s t h e n h ar v e st e d b y c e ntrif u g ati o n 

f or 5 mi n ut e s at 5 0 0 0 x g f or 5 mi n ut e s at r o o m t e m p er at ur e. T h e t ot al w ei g ht of fli e s 

a n d  r e a cti o n  t u b e s  w a s  d et er mi n e d  pri or  t o  a n d  aft er  t h e  c e ntrif u g ati o n.  A ni m al 

pr e p ar ati o n  w a s  p erf or m e d  at  si mil ar  d a y  ti m e s  t o  mi ni mi z e  cir c a di a n  r h yt h m -

d e p e n d e nt  2 0 H E  fl u x e s.  5 0 0  µl  m et h a n ol  w er e  a d d e d  t o  i s ol at e d  h e m o l y m p h 

s a m pl e s a n d c e ntrif u g e d at 1 2. 0 0 0 x g a n d 4 ° C f or 2 0 mi n ut e s. T h e s u p er n at a nt w a s 

tr a n sf err e d  t o  a  n e w  1. 5  ml  r e a cti o n  t u b e  a n d  h e m ol y m p h  w a s  l y o p hili z e d  b y 

e v a p or ati o n  of  t h e  m et h a n ol  a n d  2 0 H E  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  1 0 0  µl  EI A  b uff er 

( pr o vi d e d wit h t h e 2 0 -H y dr o x y e c d y s o n e E n z y m e I m m u n o a s s a y kit) a n d st or e d at -2 0 

° C.  
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4. 2. 6   D at a a n al y si s a n d s t ati sti c s  

U nl e s s  st at e d  diff er e ntl y,  d at a  a n al y s e s  w er e  p erf or m e d  u si n g  Mi cr o s oft  E x c el  a n d 

Gr a p h P a d Pri s m. S t ati sti c al a n al y s e s of i n d e p e n d e nt s a m pl e s w er e p erf or m e d u si n g 

a  t w o -t ail e d,  u n p air e d  t-t e st, if  n ot  st at e d  diff er e ntl y.  Si g nifi c a nt  diff er e n c e s  w er e 

m ar k e d  b y  a st eri s k s  wit h  t h e  f oll o wi n g  si g nifi c a n c e  l e v el s: p -v al u e > 0. 0 5  n ot 

si g nifi c a nt ( n. s.), p < 0. 0 5 *, p < 0. 0 1 **, p < 0. 0 0 1 ***.  
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C o di n g s e q u e n c e s f or m ol e c ul ar cl o ni n g of t ar g et g e n e s:  

d m A ri a d n e ( s o ur c e: Fl y B a s e): 

A T G G A C T C G G A C A A T G A C A A T G A T T T C T G C G A T A A T G T C G A T T C G G G C A A C G T C T C C T C

G G G C G A C G A C G G C G A T G A T G A C T T T G G C A T G G A G G T G G A C C T G C C A A G C T C C G C G G A

C C G C C A G A T G G A C C A A G A T G A C T A C C A G T A C A A G G T G C T C A C C A C C G A T G A G A T T G T G

C A A C A C C A G C G C G A G A T C A T C G A C G A A G C C A A T C T G C T G C T G A A G C T A C C C A C A C C C A

C C A C A C G G A T A C T G C T A A A T C A C T T C A A G T G G G A C A A G G A G A A G C T A T T G G A G A A G T A C

T T C G A C G A C A A C A C T G A T G A G T T C T T C A A A T G C G C A C A T G T C A T A A A T C C T T T C A A C G C C

A C C G A A G C G A T C A A A C A A A A G A C C T C A C G C A G T C A G T G C G A A G A G T G C G A A A T A T G C T T

T T C A C A G C T C C C G C C A G A T T C C A T G G C C G G G C T G G A A T G C G G A C A C C G A T T C T G C A T G

C C C T G T T G G C A C G A G T A T C T G T C A A C G A A G A T C G T G G C G G A G G G T C T G G G C C A G A C C A

T T T C G T G C G C G G C G C A C G G C T G T G A T A T C C T G G T G G A C G A C G T G A C C G T C G C C A A C C T

A G T G A C G G A C G C A C G G G T G C G G G T C A A G T A C C A G C A G C T G A T C A C C A A T A G C T T T G T G

G A G T G C A A C C A G C T G C T G C G C T G G T G T C C G T C C G T C G A C T G C A C C T A T G C G G T G A A G G

T G C C G T A C G C G G A G C C A C G T C G C G T C C A T T G C A A A T G C G G C C A T G T C T T C T G C T T T G C

C T G C G G C G A G A A C T G G C A C G A T C C G G T C A A G T G C C G T T G G C T A A A G A A G T G G A T C A A G

A A G T G T G A C G A C G A C T C G G A G A C G T C C A A C T G G A T C G C G G C C A A T A C C A A A G A G T G T C

C C A G G T G C A G C G T G A C C A T C G A G A A G G A C G G C G G C T G C A A C C A C A T G G T G T G C A A G A

A C C A G A A C T G C A A A A A C G A G T T C T G C T G G G T G T G C C T C G G T T C T T G G G A G C C G C A C G G

C T C C T C C T G G T A C A A C T G C A A T C G C T A T G A C G A G G A C G A G G C C A A G A C G G C C C G C G A T

G C T C A G G A G A A G C T G C G C T C C T C G C T G G C C A G A T A T C T C C A C T A C T A C A A T C G C T A C A T

G A A C C A C A T G C A G T C G A T G A A G T T T G A G A A C A A A T T G T A T G C A T C T G T G A A G C A A A A G A

T G G A G G A G A T G C A A C A G C A C A A C A T G T C A T G G A T T G A G G T G C A G T T T C T G A A A A A G G C T

G T C G A C A T A C T T T G C C A G T G C C G T C A G A C T C T C A T G T A C A C G T A C G T G T T T G C A T A T T A C

T T G A A A A A G A A C A A T C A A T C C A T G A T A T T C G A G G A T A A T C A A A A G G A C T T G G A G T C G G C A

A C C G A G A T G T T G T C G G A G T A T T T G G A A C G T G A T A T T A C A T C C G A G A A T T T G G C T G A T A T T

A A G C A G A A A G T G C A A G A T A A A T A C A G G T A T T G T G A A A A G C G G T G C T C T G T T C T G C T G A A

G C A C G T G C A C G A G G G G T A C G A C A A G G A G T G G T G G G A G T A C A C A G A A T G A  

 

h s C N P Y 2  ( v ari a nt 1, s o ur c e: N C BI): 

A T G A A A G G C T G G G G T T G G C T G G C C C T G C T T C T G G G G G C C C T G C T G G G A A C C G C C T G G

G C T C G G A G G A G C C A G G A T C T C C A C T G T G G A G C A T G C A G G G C T C T G G T G G A T G A A C T A G

A A T G G G A A A T T G C C C A G G T G G A C C C C A A G A A G A C C A T T C A G A T G G G A T C T T T C C G G A T C

A A T C C A G A T G G C A G C C A G T C A G T G G T G G A G G T G C C T T A T G C C C G C T C A G A G G C C C A C C

T C A C A G A G C T G C T G G A G G A G A T A T G T G A C C G G A T G A A G G A G T A T G G G G A A C A G A T T G A

T C C T T C C A C C C A T C G C A A G A A C T A C G T A C G T G T A G T G G G C C G G A A T G G A G A A T C C A G T

G A A C T G G A C C T A C A A G G C A T C C G A A T C G A C T C A G A T A T T A G C G G C A C C C T C A A G T T T G C
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G T G T G A G A G C A T T G T G G A G G A A T A C G A G G A T G A A C T C A T T G A A T T C T T T T C C C G A G A G G

C T G A C A A T G T T A A A G A C A A A C T T T G C A G T A A G C G A A C A G A T C T T T G T G A C C A T G C C C T G

C A C A T A T C G C A T G A T G A G C T A T G A  

h s L D A H  ( v ari a nt 1, s o ur c e: N C BI): 

A T G G A C T C A G A A C T C A A G G A A G A A A T T C C T G T G C A T G A G G A A T T C A T T T T G T G T G G T G G

A G C C G A A A C C C A G G T T C T A A A A T G T G G G C C C T G G A C A G A C C T C T T T C A T G A T C A A A G T G

T C A A A A G G C C T A A G C T G C T T A T T T T C A T T A T T C C T G G T A A C C C A G G T T T T T C T G C C T T T T A

T G T G C C A T T T G C A A A G G C T T T A T A C T C T T T G A C A A A C A G A C G C T T T C C A G T T T G G A C T A T

C A G T C A T G C T G G G C A T G C G T T G G C T C C C A A A G A C A A G A A G A T T C T T A C A A C A T C A G A G G

A T T C A A A C G C T C A A G A A A T T A A G G A C A T T T A T G G A C T A A A T G G A C A A A T A G A G C A C A A A C

T A G C T T T C C T G A G A A C T C A T G T G C C A A A G G A C A T G A A A C T T G T G C T C A T T G G C C A T T C A A

T A G G C A G C T A T T T C A C A C T T C A G A T G C T G A A G C G A G T C C C T G A G C T C C C G G T A A T T C G T

G C C T T T C T G C T C T T T C C A A C A A T T G A A C G A A T G T C T G A G T C A C C C A A T G G C A G A A T T G C C

A C T C C A C T T T T G T G C T G G T T T C G A T A T G T T C T C T A T G T T A C T G G C T A C T T A T T A T T G A A A C

C G T G T C C T G A G A C A A T C A A G T C C T T G C T A A T C A G A A G G G G C C T T C A A G T A A T G A A C C T A

G A G A A T G A A T T T T C A C C A T T G A A T A T A T T A G A A C C A T T C T G C C T T G C T A A T G C T G C C T A C

C T T G G G G G C C A A G A A A T G A T G G A G G T G G T G A A G A G A G A T G A C G A A A C C A T A A A G G A G C

A T T T A T G T A A G C T T A C A T T T T A T T A T G G T A C T A T A G A T C C T T G G T G T C C A A A A G A G T A C T A

T G A A G A C A T T A A G A A G G A T T T T C C A G A A G G A G A C A T T C G A C T C T G T G A G A A A A A C A T A C

C T C A T G C T T T C A T C A C C C A T T T T A A C C A G G A A A T G G C A G A C A T G A T T G C T G A C T C C C T A A

A G G A T G A C T T G T C C A A A A T G T A A  

m m C N P Y 2 ( pr e di ct e d v ari a nt 2, s o ur c e: N C BI): 

A T G C G A G C G T C A G A G G C T G T G G G C G C A C T G A G G T G G A G C G A C C C T G T T A C A C T A A A G A

T G A A A G G C T G G G G T T G G C T A G C C C T A C T T T T G G G G G T C C T G C T G G G A A C T G C C T G G G C

T C G A A G G A G C C A A G A T C T A C A C T G T G G A G C T T G C A G G G C T C T G G T G G A T G A A T T A G A G

T G G G A A A T T G C C C G C G T G G A C C C C A A G A A G A C C A T T C A G A T G G G A T C C T T C C G A A T C A

A T C C A G A T G G C A G C C A G T C A G T T G T G G A G G T A C C T T A T G C C C G C T C A G A G G C C C A C C T

C A C A G A G T T G C T T G A G G A G G T G T G T G A C C G A A T G A A G G A G T A C G G G G A A C A G A T T G A C

C C T T C T A C C C A C C G C A A G A A C T A C G T A C G C G T C G T G A G C C G G A A T G G A G A A T C C A G T G

A A C T A G A C T T A C A G G G C A T C C G A A T T G A C T C A G A T A T C A G C G G C A C C C T C A A G T T T G C G

T G T G A G A G C A T T G T G G A A G A A T A C G A G G A T G A G C T T A T C G A A T T C T T C T C C A G A G A G G C

T G A C A A C G T T A A A G A C A A A C T T T G C A G T A A G C G G A C A G A T C T A T G T G A C C A T G C C C T G C

A C A G A T C T C A C G A T G A G C T A T G A  

h s M Y LI P  ( s o ur c e: K e g g, #2 9 1 1 6 ): 

A T G C T G T G T T A T G T G A C G A G G C C G G A C G C G G T G C T G A T G G A G G T G G A G G T G G A G G C G

A A A G C C A A C G G C G A G G A C T G C C T C A A C C A G G T G T G C A G G C G A C T G G G A A T C A T A G A A G

T T G A C T A T T T T G G A C T G C A G T T T A C G G G T A G C A A A G G T G A A A G T T T A T G G C T A A A C C T G A
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G A A A C C G G A T C T C C C A G C A G A T G G A T G G G C T A G C C C C T T A C A G G C T T A A A C T T A G A G T C

A A G T T C T T C G T G G A G C C T C A T C T C A T C T T A C A G G A G C A G A C T A G G C A T A T C T T T T T C T T G

C A C A T C A A G G A G G C C C T C T T G G C A G G C C A C C T C T T G T G T T C C C C A G A G C A G G C A G T G G

A A C T C A G T G C C C T C C T G G C C C A G A C C A A G T T T G G A G A C T A C A A C C A G A A C A C T G C C A A

G T A T A A C T A T G A G G A G C T C T G T G C C A A G G A G C T C T C C T C T G C C A C C T T G A A C A G C A T T G

T T G C A A A A C A T A A G G A G T T G G A G G G G A C C A G C C A G G C T T C A G C T G A A T A C C A A G T T T T G

C A G A T T G T G T C G G C A A T G G A A A A C T A T G G C A T A G A A T G G C A T T C T G T G C G G G A T A G C G A

A G G G C A G A A A C T G C T C A T T G G G G T T G G A C C T G A A G G A A T C T C A A T T T G T A A A G A T G A C T

T T A G C C C A A T T A A T A G G A T A G C T T A T C C T G T G G T G C A G A T G G C C A C C C A G T C A G G A A A G

A A T G T A T A T T T G A C G G T C A C C A A G G A A T C T G G G A A C A G C A T C G T G C T C T T G T T T A A A A T G

A T C A G C A C C A G G G C G G C C A G C G G G C T C T A C C G A G C G A T A A C A G A G A C G C A C G C A T T C T

A C A G G T G T G A C A C A G T G A C C A G C G C C G T G A T G A T G C A G T A T A G C C G T G A C T T A A G G G C

C A C T T G G C A T C T C T G T T T C T G A A T G A A A A C A T T A A C C T T G G C A A G A A A T A T G T C T T T G A T A

T T A A A A G A A C A T C A A A G G A G G T G T A T G A C C A T G C C A G G A G G G C T C T G T A C A A T G C T G G C

G T T G T G G A C C T C G T T T C A A G A A A C A A C C A G A G C C C T T C A C A C T C G C C T C T G A A G T C C T C

A G A A A G C A G C A T G A A C T G C A G C A G C T G C G A G G G C C T C A G C T G C C A G C A G A C C C G G G T

G C T G C A G G A G A A G C T A C G C A A G C T G A A G G A A G C C A T G C T G T G C A T G G T G T G C T G C G A G

G A G G A G A T C A A C T C C A C C T T C T G T C C C T G T G G C C A C A C T G T G T G C T G T G A G A G C T G C G

C C G C C C A G C T A C A G T C A T G T C C C G T C T G C A G G T C G C G T G T G G A G C A T G T C C A G C A C G T

C T A T C T G C C A A C G C A C A C C A G T C T T C T C A A T C T G A C T G T A A T C T A A  

h s T RI M 2 8  ( s o ur c e: K e g g, # 1 0 1 5 5): 

A T G G C G G C C T C C G C G G C G G C A G C C T C G G C A G C A G C G G C C T C G G C C G C C T C T G G C A G

C C C G G G C C C G G G C G A G G G C T C C G C T G G C G G C G A A A A G C G C T C C A C C G C C C C T T C G G

C C G C A G C C T C G G C C T C T G C C T C A G C C G C G G C G T C G T C G C C C G C G G G G G G C G G C G C C

G A G G C G C T G G A G C T G C T G G A G C A C T G C G G C G T G T G C A G A G A G C G C C T G C G A C C C G A

G A G G G A G C C C C G C C T G C T G C C C T G T T T G C A C T C G G C C T G T A G T G C C T G C T T A G G G C C C

G C G G C C C C C G C C G C C G C C A A C A G C T C G G G G G A C G G C G G G G C G G C G G G C G A C G G C A

C C G T G G T G G A C T G T C C C G T G T G C A A G C A A C A G T G C T T C T C C A A A G A C A T C G T G G A G A A

T T A T T T C A T G C G T G A T A G T G G C A G C A A G G C T G C C A C C G A C G C C C A G G A T G C G A A C C A G

T G C T G C A C T A G C T G T G A G G A T A A T G C C C C A G C C A C C A G C T A C T G T G T G G A G T G C T C G G

A G C C T C T G T G T G A G A C C T G T G T A G A G G C G C A C C A G C G G G T G A A G T A C A C C A A G G A C C A

T A C T G T G C G C T C T A C T G G G C C A G C C A A G T C T C G G G A T G G T G A A C G T A C T G T C T A T T G C A

A C G T A C A C A A G C A T G A A C C C C T T G T G C T G T T T T G T G A G A G C T G T G A T A C T C T C A C C T G C

C G A G A C T G C C A G C T C A A T G C C C A C A A G G A C C A C C A G T A C C A G T T C T T A G A G G A T G C A G

T G A G G A A C C A G C G C A A G C T C C T G G C C T C A C T G G T G A A G C G C C T T G G G G A C A A C A T G C A

A C A T T G C A G A A G A G C A C C A A G G A G G T T C G C A G C T C A A T C C G C C A G G T G T C T G A C G T A C

A G A A G C G T G T G C A A G T G G A T G T C A A G A T G G C C A T C C T G C A G A T C A T G A A G G A G C T G A A
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T A A G C G G G G C C G T G T G C T G G T C A A T G A T G C C C A G A A G G T G A C T G A G G G G C A G C A G G A

G C G C C T G G A G C G G C A G C A C T G G A C C A T G A C C A A G A T C C A G A A G C A C C A G G A G C A C A T T

C T G C G C T T T G C C T C T T G G G C T C T G G A G A G T G A C A A C A A C A C A G C C C T T T T G C T T T C T A A

G A A G T T G A T C T A C T T C C A G C T G C A C C G G G C C C T C A A G A T G A T T G T G G A T C C C G T G G A G

C C A C A T G G C G A G A T G A A G T T T C A G T G G G A C C T C A A T G C C T G G A C C A A G A G T G C C G A G G

C C T T T G G C A A G A T T G T G G C A G A G C G T C C T G G C A C T A A C T C A A C A G G C C C T G C A C C C A T

G G C C C C T C C A A G A G C C C C A G G G C C C C T G A G C A A G C A G G G C T C T G G C A G C A G C C A G C C

C A T G G A G G T G C A G G A A G G C T A T G G C T T T G G G T C A G G A G A T G A T C C C T A C T C A A G T G C A

G A G C C C C A T G T G T C A G G T G T G A A A C G G T C C C G C T C A G G T G A G G G C G A G G T G A G C G G C

C T T A T G C G C A A G G T G C C A C G A G T G A G C C T T G A A C G C C T G G A C C T G G A C C T C A C A G C T G

A C A G C C A G C C A C C C G T C T T C A A G G T C T T C C C A G G C A G T A C C A C T G A G G A C T A C A A C C T T

A T T G T T A T T G A A C G T G G C G C T G C C G C T G C A G C T A C C G G C C A G C C A G G G A C T G C G C C T G

C A G G A A C C C C T G G T G C C C C A C C C C T G G C T G G C A T G G C C A T T G T C A A G G A G G A G G A G A

C G G A G G C T G C C A T T G G A G C C C C T C C T A C T G C C A C T G A G G G C C C T G A G A C C A A A C C T G T

G C T T A T G G C T C T T G C G G A G G G T C C T G G T G C T G A G G G T C C C C G C C T G G C C T C A C C T A G T

G G C A G C A C C A G C T C A G G G C T G G A G G T G G T G G C T C C T G A G G G T A C C T C A G C C C C A G G T

G G T G G C C C G G G A A C C C T G G A T G A C A G T G C C A C C A T T T G C C G T G T C T G C C A G A A G C C A G

G C G A T C T G G T T A T G T G C A A C C A G T G T G A G T T T T G T T T C C A C C T G G A C T G T C A C C T G C C G

G C C C T G C A G G A T G T A C C A G G G G A G G A G T G G A G C T G C T C A C T C T G C C A T G T G C T C C C T G

A C C T G A A G G A G G A G G A T G G C A G C C T C A G C C T G G A T G G T G C A G A C A G C A C T G G C G T G G

T G G C C A A G C T C T C A C C A G C C A A C C A G C G G A A A T G T G A G C G T G T A C T G C T G G C C C T A T T

C T G T C A C G A A C C C T G C C G C C C C C T G C A T C A G C T G G C T A C C G A C T C C A C C T T C T C C C T G

G A C C A G C C C G G T G G C A C C C T G G A T C T G A C C C T G A T C C G T G C C C G C C T C C A G G A G A A G

T T G T C A C C T C C C T A C A G C T C C C C A C A G G A G T T T G C C C A G G A T G T G G G C C G C A T G T T C A A

G C A A T T C A A C A A G T T A A C T G A G G A C A A G G C A G A C G T G C A G T C C A T C A T C G G C C T G C A G

C G C T T C T T C G A G A C G C G C A T G A A C G A G G C C T T C G G T G A C A C C A A G T T C T C T G C T G T G C

T G G T G G A G C C C C C G C C G A T G A G C C T G C C T G G T G C T G G C C T G A G T T C C C A G G A G C T G T

C T G G T G G C C C T G G T G A T G G C C C C T G A  

h s U B E 2 D 1  ( s o ur c e: K e g g, #7 3 2 1 ): 

A T G G C G C T G A A G A G G A T T C A G A A A G A A T T G A G T G A T C T A C A G C G C G A T C C A C C T G C T C A

C T G T T C A G C T G G A C C T G T G G G A G A T G A C T T G T T C C A C T G G C A A G C C A C T A T T A T G G G G C

C T C C T G A T A G C G C A T A T C A A G G T G G A G T C T T C T T T C T C A C T G T A C A T T T T C C G A C A G A T T

A T C C T T T T A A A C C A C C A A A G A T T G C T T T C A C A A C A A A A A T T T A C C A T C C A A A C A T A A A C A G

T A A T G G A A G T A T T T G T C T C G A T A T T C T G A G G T C A C A A T G G T C A C C A G C T C T G A C T G T A T C

A A A A G T T T T A T T G T C C A T A T G T T C T C T A C T T T G T G A T C C T A A T C C A G A T G A C C C C T T A G T A

C C A G A T A T T G C A C A A A T C T A T A A A T C A G A C A A A G A A A A A T A C A A C A G A C A T G C A A G A G A A

T G G A C T C A G A A A T A T G C A A T G T A A
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A c k n o wl e d g e m e nt s  

I w o ul d li k e t o e x pr e s s m y gr atit u d e  t o all t h e p eo pl e w h o st o o d b y m e a n d s u p p ort e d 

m e d uri n g m y d o ct or a l t h e si s.  

 

I n  t h e  fir st  pl a c e,  I  w o ul d  li k e t o  e x pr e s s m y  gr e at e st  t h a n k s  t o  m y  s u p er vi s or Dr. 

M at hi a s B ell er w h o g a v e m e t h e o p p ort u nit y t o w or k o n  t hi s di s s ert ati o n i n hi s gr o u p. 

I e s p e ci all y a p pr e ci at ed  hi s c o n str u cti v e criti ci s m a n d t h e f a ct t h at h e off er e d  m e t h e 

s p a c e t o w or k a ut o n o m o u sl y  o n t h e pr oj e ct a n d t o c o ntri b ut e t o it wit h m y o w n i d e a s. 

E v e n i n t h e v er y  str e s sf ul fi n al  p h a s e  of  t h e  d o ct or al  t h e si s, h e pr o v e d  t o  b e  a n 

e n g a gi n g  a n d e a g er m e nt or i n m a n y r e s p e ct s.  

 

S e c o n d, I w a nt t o t h a n k Pr of. Dr. T h o m a s Kl ei n f or b ei n g  t h e s e c o n d r ef er e e of t hi s  

d o ct or al  t h e si s. F urt h er m or e,  I  w o ul d  li k e  t o  t h a n k  t h e  e ntir e  A G  Kl ei n  a n d  t h e  A G 

R eiff f or pr o vi di n g  pr e mi s e s , m at eri al s , a s w ell a s s a m pl e s  f or m y w or k. 

 

M y  i nfi nit e  gr atit u d e  g o e s  t o  m y  w or k i n g gr o u p.  Y o u h a v e  b e e n a  r e all y  gr e at  t e a m 

a n d I h a d l ot s of f u n w or ki n g wit h y o u. It' s a pit y  t h at w e di d n ot h a v e  t h e c h a n c e t o 

w or k  si d e  b y  si d e  a n d  s u p p ort  e a c h  ot h er  u ntil  t h e  e n d . P etr a,  I  o w e  y o u  a  l ot,  n ot 

o nl y  f or  y o ur  pr of e s si o n al  c o m p et e n c e,  b ut al s o  j u st  f or  y o ur  p er s o n alit y  a n d  y o ur 

e m oti o n al s u p p ort. W or d s c a n n ot e x pr e s s h o w gr at ef ul I a m f or e v er yt hi n g. A n dr e a, 

y o u h a v e b e e n s u c h a gr e at t e a m m e m b er a s w ell, al w a y s r e a d y t o h el p w h e n h el p 

w a s  n e e d e d.  A n d  l a stl y,  J ür g e n ,  wit h o ut  y o u  a s  m y  c oll e a g u e,  offi c e  b u d d y  a n d 

fri e n d, it w o ul d h a v e b e e n m u c h h ar d er t o g et t hr o u g h all t hi s. I al s o t h a n k all of m y 

st u d e nt s  I  s u p er vi s e d  d uri n g  m y  d o ct or al  t h e si s.  I  al s o  w a nt  t o  t h a n k  Ni d a  f or  o ur 

u nf or g ett a bl e ti m e s a n d e m oti o n al s u p p ort d uri n g o ur “ P a u s e n”. T h e s a m e a p pli e s t o 

J ul e a n d K at hi  a k a  t h e “ S el b st hilf e e. V.”. 

 

N ot  l e a st,  I  w a nt  t o  t h a n k  m y  f a mil y  a n d  fri e n d s  f or  t h e  m or al  s u p p ort  I  r e c ei v e d 

d uri n g m y st u di e s a n d d o ct or at e at H ei nri c h -H ei n e -U ni v er sit ät D ü s s el d orf. E s p e ci all y, 

B e s art  a n d  Sil vi a,  I  c a n n ot  s a y  m or e  t h a n  t h a n k  y o u  f or  b ei n g  t h er e  f or  m e  all  t h e 

ti m e.  Y o u  h a v e  al w a y s  b e e n  t h e  bi g g e st  s u p p ort  f or  m e  d uri n g  t hi s  j o ur n e y.
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P u bli c ati o n bi bli o gr a p h y  

A d e y o,  Ol u d ot u n;  H or n,  P atri c k  J.;  L e e,  S u n g k y u n g;  Bi n n s,  D er k  D.;  C h a n dr a h a s, 

A nit a;  C h a p m a n,  K e nt  D.;  G o o d m a n,  J o el M.  ( 2 0 1 1):  T h e  y e a st  li pi n  ort h ol o g u e 

P a h 1 p i s i m p ort a nt f or bi o g e n e si s of li pi d dr o pl et s. I n T h e J o ur n al of c ell bi ol o g y 1 9 2 

( 6), p p. 1 0 4 3 – 1 0 5 5. D OI: 1 0. 1 0 8 3/j c b. 2 0 1 0 1 0 1 1 1.  

A k ht ar, Irf a n; St e w art, Fi o n a A.; H ärl e, A n n a; Dr o st e, A n dr e a; B ell er, M at hi a s ( 2 0 2 1): 

Vi s u ali z ati o n  of  e n d o g e n o u s  g ut  b a ct eri a  i n  Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er  u si n g 

fl u or e s c e n c e  i n  sit u  h y bri di z ati o n.  I n Pl o S  o n e 1 6  ( 2),  e 0 2 4 7 3 7 6.  D OI: 

1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 2 4 7 3 7 6.  

Al e x a n d er,  C ar oli n e  M.;  K a s z a,  Il di k o;  Y e n,  C -L.  Eri c;  R e e d er,  S c ott  B.;  H er n a n d o, 

Di e g o; G all o, Ri c h ar d L. et al. ( 2 0 1 5): D er m al w hit e a di p o s e ti s s u e: a n e w c o m p o n e nt 

of  t h e  t h er m o g e ni c  r e s p o n s e.  I n J o ur n al  of  li pi d  r e s e ar c h 5 6  ( 1 1),  p p.  2 0 6 1 – 2 0 6 9. 

D OI: 1 0. 1 1 9 4/jlr. R 0 6 2 8 9 3.  

Ál v ar e z -G ar ci a, Vir gi ni a; T a wil, Y a s mi n e; Wi s e, H el e n M.; L e sli e, Ni c h ol a s R. ( 2 0 1 9): 

M e c h a ni s m s  of  P T E N  l o s s  i n  c a n c er:  It' s  all  a b o ut  di v er sit y.  I n S e mi n ar s  i n  c a n c er 

bi ol o g y 5 9, p p.  6 6 – 7 9. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. s e m c a n c er. 2 0 1 9. 0 2. 0 0 1.  

A o y a gi,  T o m o y o s hi;  T err a ci n a,  Kri st a  P.;  R a z a,  Ali;  M at s u b ar a,  Hi s a hir o ;  T a k a b e, 

K a z u a ki  ( 2 0 1 5):  C a n c er  c a c h e xi a,  m e c h a ni s m  a n d  tr e at m e nt.  I n W orl d  j o ur n al  of 

g a str oi nt e sti n al o n c ol o g y 7 ( 4), p p.  1 7 – 2 9. D OI: 1 0. 4 2 5 1/ wj g o. v 7.i 4. 1 7.  

A s g ari,  Y a z d a n;  Z a bi hi n p o ur,  Z a hr a;  S al e h z a d e h -Y a z di,  Ali;  S c hr ei b er,  F al k; 

M a s o u di -N ej a d, Ali ( 2 0 1 5): Alt er ati o n s i n c a n c er c ell m et a b oli s m: t h e W ar b ur g eff e ct 

a n d  m et a b oli c  a d a pt ati o n.  I n G e n o mi c s 1 0 5  ( 5 -6),  p p.  2 7 5 – 2 8 1.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. y g e n o. 2 0 1 5. 0 3. 0 0 1.  

A s h b ur n er,  Mi c h a el  ( 1 9 8 9):  Dr o s o p hil a:  A  L a b or at or y  H a n d b o o k  a n d  M a n u al.  C ol d 

S pri n g H ar b or, N Y : C ol d S pri n g H ar b or L a b or at or y Pr e s s. 

A s h b ur n er,  Mi c h a el;  B er g m a n,  C a s e y  M.  ( 2 0 0 5):  Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er:  a  c a s e 

st u d y of a m o d el g e n o mi c s e q u e n c e a n d it s c o n s e q u e n c e s. I n G e n o m e r e s e ar c h 1 5 

( 1 2), p p. 1 6 6 1 – 1 6 6 7. D OI: 1 0. 1 1 0 1/ gr. 3 7 2 6 7 0 5.  

B a d al a m e nt, R. A.; O' T o ol e, R. V.; Y o u n g, D. C.; Dr a g o, J. R. ( 1 9 9 1): D N A pl oi d y a n d 

pr o st at e -s p e cifi c a nti g e n a s pr o g n o sti c f a ct or s i n cli ni c all y r e s e ct a bl e pr o st at e c a n c er. 
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I n C a n c er 6 7  ( 1 2),  p p.  3 0 1 4 – 3 0 2 3.  D OI:  1 0. 1 0 0 2/ 1 0 9 7 -

0 1 4 2( 1 9 9 1 0 6 1 5) 6 7: 1 2 < 3 0 1 4:: ai d -c n cr 2 8 2 0 6 7 1 2 1 5 > 3. 0. c o; 2 -u.  

B ai,  R u bi n g;  R e b el o,  Art ur;  Kl e eff,  J ör g;  S u n a mi,  Y o s hi a ki  ( 2 0 2 1):  I d e ntifi c ati o n  of 

pr o g n o sti c  li pi d  dr o pl et -a s s o ci at e d  g e n e s  i n  p a n cr e ati c  c a n c er  p ati e nt s  vi a 

bi oi nf or m ati c s a n al y si s. I n Li pi d s H e alt h Di s 2 0 ( 1). D OI: 1 0. 1 1 8 6/ s 1 2 9 4 4 -0 2 1 -0 1 4 7 6 -

y.  

B air ati,  A.  ( 1 9 6 7):  Str utt ur a  e d  ultr a str utt ur a  d ell' a p p ar at o  g e nit al e  m a s c hil e  di 

Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er  M ei g.  I.  Il  t e sti c ol o. I n Z eit s c hrift  f ur  Z ellf or s c h u n g  u n d 

mi kr o s k o pi s c h e A n at o mi e ( Vi e n n a, A u stri a : 1 9 4 8) 7 6 ( 1), p p.  5 6 – 9 9.  

B a n gi, Er d e m; M u r gi a, Cl a u di o; T e a g u e, Al e x a n d er G. S.; S a n s o m, O w e n J.; C a g a n, 

R o s s  L.  ( 2 0 1 6):  F u n cti o n al  e x pl or ati o n  of  c ol or e ct al  c a n c er  g e n o m e s  u si n g 

Dr o s o p hil a. I n N at ur e C o m m u ni c ati o n s 7, p.  1 3 6 1 5. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n c o m m s 1 3 6 1 5.  

B e c k er,  A.;  S c hl ö d er,  P.;  St e el e,  J.  E.;  W e g e n er,  G.  ( 1 9 9 6):  T h e  r e g ul ati o n  of 

tr e h al o s e  m et a b oli s m  i n  i n s e ct s.  I n E x p eri e nti a 5 2  ( 5),  p p.  4 3 3 – 4 3 9.  D OI: 

1 0. 1 0 0 7/ B F 0 1 9 1 9 3 1 2.  

B ell er, M at hi a s; Ri e d el, Di et m ar; J ä n s c h, L ot h ar; Di et eri c h, G ui d o; W e hl a n d, J ür g e n; 

J ä c kl e, H er b ert; K ü h nl ei n, R o n al d P. ( 2 0 0 6): C h ar a ct eri z ati o n of t h e Dr o s o p hil a li pi d 

dr o pl et s u b pr ot e o m e. I n M ol e c ul ar & c ell ul ar pr ot e o mi c s : M C P 5 ( 6), p p.  1 0 8 2 – 1 0 9 4. 

D OI: 1 0. 1 0 7 4/ m c p. M 6 0 0 0 1 1 -M C P 2 0 0.  

B e n d er,  M.;  I m a m,  F.  B.;  T al b ot,  W.  S.;  G a n et z k y,  B.;  H o g n e s s,  D.  S.  ( 1 9 9 7): 

Dr o s o p hil a  e c d y s o n e  r e c e pt or  m ut ati o n s  r e v e al  f u n cti o n al  diff er e n c e s  a m o n g 

r e c e pt or i s of or m s. I n C ell 9 1 ( 6), p p.  7 7 7 – 7 8 8. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ s 0 0 9 2 -8 6 7 4( 0 0) 8 0 4 6 6 -

3.  

B er n ar d, P.; C o ut uri er, M. ( 1 9 9 2): C ell killi n g b y t h e F pl a s mi d C c d B pr ot ei n i n v ol v e s 

p oi s o ni n g of  D N A -t o p oi s o m er a s e  II  c o m pl e x e s. I n J o ur n al  of  m ol e c ul ar  bi ol o g y 2 2 6 

( 3), p p. 7 3 5 – 7 4 5. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ 0 0 2 2 -2 8 3 6( 9 2) 9 0 6 2 9 -x.  

B ertr a m, M. J.; A k er k ar, G. A.; Ar d, R. L.; G o n z al e z, C.; W olf n er, M. F. ( 1 9 9 2): C ell 

t y p e-s p e cifi c g e n e e x pr e s si o n i n t h e Dr o s o p hil a m el a n o g a st er m al e a c c e s s or y gl a n d. 

I n M e c h a ni s m s  of  D e v el o p m e nt 3 8  ( 1),  p p.  3 3 – 4 0.  A v ail a bl e  o nli n e  at 

htt p:// d x. d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ 0 9 2 5 -4 7 7 3( 9 2) 9 0 0 3 6 -J.  
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B ertr a m, M. J.; N e u b a u m, D. M.; W olf n er, M. F. ( 1 9 9 6): L o c ali z ati o n of t h e Dr o s o p hil a 

m al e a c c e s s or y gl a n d pr ot ei n A c p 3 6 D E i n t h e m at e d f e m al e s u g g e st s a r ol e i n s p er m 

st or a g e.  I n I n s e ct  bi o c h e mi str y  a n d  m ol e c ul ar  bi ol o g y 2 6  ( 8 -9),  p p.  9 7 1 – 9 8 0.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/ s 0 9 6 5 -1 7 4 8( 9 6) 0 0 0 6 4 -1.  

B et h el,  C arli s e  R.;  F ait h,  D e n ni s;  Li,  Xi a n g;  G u a n,  Bi n;  Hi c k s,  J e s si c a  L.; L a n, 

F u s h e n g  et  al.  ( 2 0 0 6):  D e cr e a s e d  N K X 3. 1  pr ot ei n  e x pr e s si o n  i n  f o c al  pr o st ati c 

atr o p h y,  pr o st ati c  i ntr a e pit h eli al  n e o pl a si a,  a n d  a d e n o c ar ci n o m a:  a s s o ci ati o n  wit h 

gl e a s o n s c or e a n d c hr o m o s o m e 8 p d el eti o n. I n C a n c er r e s e ar c h 6 6 ( 2 2), p p.  1 0 6 8 3 –

1 0 6 9 0. D OI : 1 0. 1 1 5 8/ 0 0 0 8-5 4 7 2. C A N -0 6 -0 9 6 3.  

B h ar u c h a,  K a m al  N.  ( 2 0 0 9):  T h e  e pi c ur e a n  fl y:  u si n g  Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er  t o 

st u d y  m et a b oli s m.  I n P e di atri c  r e s e ar c h 6 5  ( 2),  p p.  1 3 2 – 1 3 7.  D OI: 

1 0. 1 2 0 3/ P D R. 0 b 0 1 3 e 3 1 8 1 9 1f c 6 8.  

B o h n ert, M ari a ( 2 0 2 0): T et h er M e, T et h er M e N ot -D y n a mi c Or g a n ell e C o nt a ct Sit e s 

i n  M et a b oli c  R e wiri n g.  I n D e v el o p m e nt al  c ell 5 4  ( 2),  p p.  2 1 2 – 2 2 5.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. d e v c el. 2 0 2 0. 0 6. 0 2 6.  

B or n h a u s er,  B.  C.;  Li n d h ol m,  D.  ( 2 0 0 5):  M S A P  e n h a n c e s  mi gr ati o n  of  C 6  gli o m a 

c ell s  t hr o u g h  p h o s p h or yl ati o n  of  t h e  m y o si n  r e g ul at or y  li g ht  c h ai n.  I n C ell ul ar  a n d 

m ol e c ul ar lif e s ci e n c e s 6 2 ( 1 1), p p.  1 2 6 0 – 1 2 6 6. D OI: 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 0 1 8 -0 0 5 -5 0 5 5 -x.  

Br a s a e ml e,  D a w n  L.;  S u br a m a ni a n,  Vi d y a;  G ar ci a,  A n n e;  M ar ci n ki e wi c z,  A m y; 

R ot h e n b er g, Al e xi s ( 2 0 0 9): P erili pi n A a n d t h e c o ntr ol of tri a c y l gl y c er ol m et a b oli s m. I n 

M ol e c ul ar a n d c ell ul ar bi o c h e mi str y 3 2 6 ( 1 -2), p p.  1 5 – 2 1. D OI: 1 0. 1 0 0 7/ s 1 1 0 1 0 -0 0 8 -

9 9 9 8 -8.  

B u c h, S u s a n n e; M el c h er, C hri st o p h; B a u er, M att hi a s; K at z e n b er g er, J o er g; P a n kr at z, 

Mi c h a el  J.  ( 2 0 0 8):  O p p o si n g  eff e ct s  of  di et ar y  pr ot ei n  a n d  s u g ar  r e g ul at e  a 

tr a n s cri pti o n al t ar g et of Dr o s o p hil a i n s uli n-li k e p e pti d e si g n ali n g. I n C ell m et a b oli s m 7 

( 4), p p. 3 2 1 – 3 3 2. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c m et. 2 0 0 8. 0 2. 0 1 2.  

B u c h a n a n, Br y c e W.; Ll o y d, Mi c h a el E.; E n gl e, S ar a h M.; R u b e n st ei n, Eri c M. ( 2 0 1 6): 

C y cl o h e xi mi d e  C h a s e A n al y si s of Pr ot ei n D e gr a d ati o n i n S a c c h ar o m y c e s c er e vi si a e. 

I n J o ur n al of vi s u ali z e d e x p eri m e nt s : J o V E ( 1 1 0). D OI: 1 0. 3 7 9 1/ 5 3 9 7 5. 

B u h m a n,  K.  K.;  C h e n,  H.  C.;  F ar e s e,  R.  V.  ( 2 0 0 1):  T h e  e n z y m e s  of  n e utr al  li pi d 

s y nt h e si s.  I n T h e  J o ur n al  of  bi ol o gi c a l  c h e mi str y 2 7 6  ( 4 4),  p p.  4 0 3 6 9 – 4 0 3 7 2.  D OI: 

1 0. 1 0 7 4/j b c. R 1 0 0 0 5 0 2 0 0.  
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B uj d o s o,  R a y m o n d;  S mit h,  A n dr e w;  Fl e c k,  Oli v er;  S pir o p o ul o s,  J o h n;  A n dr é ol etti, 

Oli vi er; T h a c kr a y, Al a n a M. ( 2 0 2 2): Pri o n di s e a s e m o d ell e d i n Dr o s o p hil a. I n C ell a n d 

ti s s u e r e s e ar c h. D OI: 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 4 4 1 -0 2 2 -0 3 5 8 6 -0.  

C al d w ell, P hili p E.; W al ki e wi c z, M a g d al e n a; St er n, Mi c h a el ( 2 0 0 5): R a s a cti vit y i n t h e 

Dr o s o p hil a  pr ot h or a ci c  gl a n d  r e g ul at e s  b o d y  si z e  a n d  d e v el o p m e nt al  r at e  vi a 

e c d y s o n e  r el e a s e.  I n C urr e nt  bi ol o g y  :  C B 1 5  ( 2 0),  p p.  1 7 8 5 – 1 7 9 5.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. c u b. 2 0 0 5. 0 9. 0 1 1.  

C al v o,  Llili a n s;  R o n s h a u g e n,  M att h e w;  P etti ni,  T o m  ( 2 0 2 1):  s mi FI S H  a n d  e m br y o 

s e g m e nt ati o n  f or  si n gl e -c ell  m ulti -g e n e  R N A  q u a ntifi c ati o n  i n  art hr o p o d s.  I n 

C o m m u ni c ati o n s bi ol o g y 4 ( 1), p.  3 5 2. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 2 0 0 3 -0 2 1 -0 1 8 0 3 -0.  

C a n n o n,  B ar b ar a;  N e d er g a ar d,  J a n.  ( 2 0 0 4):  Br o w n  A di p o s e  Ti s s u e:  F u n cti o n  a n d 

P h y si ol o gi c al  Si g nifi c a n c e.  I n P h y si ol o gi c al  R e vi e w s 8 4  ( 1),  p p.  2 7 7 – 3 5 9.  D OI: 

1 0. 1 1 5 2/ p h y sr e v. 0 0 0 1 5. 2 0 0 3.  

C ar m a n,  G e or g e  M.;  H a n,  Gil -S o o  ( 2 0 0 9):  P h o s p h ati di c  a ci d  p h o s p h at a s e ,  a  k e y 

e n z y m e i n t h e r e g ul ati o n of li pi d s y nt h e si s. I n T h e J o ur n al of bi ol o gi c al c h e mi str y 2 8 4 

( 5), p p. 2 5 9 3 – 2 5 9 7. D OI: 1 0. 1 0 7 4/j b c. R 8 0 0 0 5 9 2 0 0.  

C ar n e y, G. E.; B e n d er, M. ( 2 0 0 0): T h e Dr o s o p hil a e c d y s o n e r e c e pt or ( E c R) g e n e i s 

r e q uir e d m at er n all y f or n or m al o o g e n e si s. I n G e n eti c s 1 5 4 ( 3), p p.  1 2 0 3 – 1 2 1 1. D OI: 

1 0. 1 0 9 3/ g e n eti c s/ 1 5 4. 3. 1 2 0 3.  

C a stl e,  W.  E.  ( 1 9 0 6):  I N B R E E DI N G,  C R O S S -B R E E DI N G  A N D  S T E RI LI T Y  I N 

D R O S O P HI L A.  I n S ci e n c e  ( N e w  Y or k,  N. Y.) 2 3  ( 5 7 8),  p.  1 5 3.  D OI: 

1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 2 3. 5 7 8. 1 5 3.  

C el ni k er,  S u s a n  E .;  Dill o n,  L a ur a  A.  L.;  G er st ei n,  M ar k  B.;  G u n s al u s,  Kri sti n  C.; 

H e ni k off, St e v e n; K ar p e n, G ar y H. et al. ( 2 0 0 9): U nl o c ki n g t h e s e cr et s of t h e g e n o m e. 

I n N at ur e 4 5 9 ( 7 2 4 9), p p.  9 2 7 – 9 3 0. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ 4 5 9 9 2 7 a.  

C er m elli,  Sil vi a;  G u o,  Yi;  Gr o s s,  St e v e n  P.;  W el t e,  Mi c h a el  A.  ( 2 0 0 6):  T h e  li pi d-

dr o pl et pr ot e o m e r e v e al s t h at dr o pl et s ar e a pr ot ei n -st or a g e d e p ot. I n C urr e nt bi ol o g y 

: C B 1 6 ( 1 8), p p.  1 7 8 3 – 1 7 9 5. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c u b. 2 0 0 6. 0 7. 0 6 2.  

C h a p m a n,  K.  B.;  W olf n er,  M.  F.  ( 1 9 8 8):  D et er mi n ati o n  of  m al e -s p e cifi c  g e n e 

e x pr e s si o n  i n  Dr o s o p hil a  a c c e s s or y  gl a n d s.  I n D e v el o p m e nt al  Bi ol o g y 1 2 6  ( 1), 

p p.  1 9 5 – 2 0 2. A v ail a bl e o nli n e at htt p:// d x. d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ 0 0 1 2 -1 6 0 6( 8 8) 9 0 2 5 3 -9.  
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C h a p m a n,  Tr a c e y;  B a n g h a m,  J e n n y;  Vi nti,  Gi o v a n n a;  S eifri e d,  B et h;  L u n g,  Oli v er; 

W olf n er, M ari a n a  F.  et  al.  ( 2 0 0 3):  T h e  s e x  p e pti d e  of  Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er: 

f e m al e  p o st-m ati n g  r e s p o n s e s  a n al y z e d  b y  u si n g  R N A  i nt erf er e n c e.  I n Pr o c e e di n g s 

of  t h e  N ati o n al  A c a d e m y  of  S ci e n c e s  of  t h e  U nit e d  St at e s  of  A m eri c a 1 0 0  ( 1 7), 

p p.  9 9 2 3 – 9 9 2 8. D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 6 3 1 6 3 5 1 0 0.  

C h art s c h e n k o,  E u g e ni a;  H u g e nr ot h,  M ari e;  A k ht ar,  Irf a n;  Dr o st e,  A n dr e a;  K ol k h of, 

P etr a; B o h n ert, M ari a; B ell er, M at hi a s ( 2 0 2 1): C G 3 2 8 0 3 i s t h e fl y h o m ol o g of L D A F 1 

a n d i nfl u e n c e s li pi d st or a g e i n vi v o. I n I n s e ct bi o c h e mi str y a n d m ol e c ul ar bi ol o g y 1 3 3, 

p.  1 0 3 5 1 2. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j.i b m b. 2 0 2 0. 1 0 3 5 1 2.  

C h att erj e e,  Nir m al y a;  P erri m o n,  N or b ert  ( 2 0 2 1):  W h at  f u el s  t h e  fl y:  E n er g y 

m et a b oli s m i n Dr o s o p hil a a n d it s a p pli c ati o n t o t h e st u d y of o b e sit y a n d di a b et e s. I n 

S ci e n c e a d v a n c e s 7 ( 2 4). D OI: 1 0. 1 1 2 6/ s ci a d v. a b g 4 3 3 6.  

C h e n, F a n g; Y a n, Bi n g; R e n, Ji e; L y u, R ui; W u, Y a nf a n g; G u o, Y uti n g et al. ( 2 0 2 1): 

FI T 2 or g a ni z e s li pi d dr o pl et bi o g e n e si s wit h E R t u b ul e -f or mi n g pr ot ei n s a n d s e pti n s. 

I n T h e J o ur n al of c ell bi ol o g y 2 2 0 ( 5). D OI: 1 0. 1 0 8 3/j c b. 2 0 1 9 0 7 1 8 3.  

C h e n ,  S.  y.;  W a n g,  J.;  Y u,  G.  q.;  Li u,  W.;  P e ar c e,  D.  ( 1 9 9 7):  A n dr o g e n  a n d 

gl u c o c orti c oi d  r e c e pt or  h et er o di m er  f or m ati o n.  A  p o s si bl e  m e c h a ni s m  f or  m ut u al 

i n hi biti o n  of  tr a n s cri pti o n al  a cti vit y.  I n T h e  J o ur n al  of  bi ol o gi c al  c h e mi str y 2 7 2  ( 2 2), 

p p.  1 4 0 8 7 – 1 4 0 9 2. D OI: 1 0. 1 0 7 4/j b c. 2 7 2. 2 2. 1 4 0 8 7.  

C hi nt a p alli, V e n k at e s w ar a R.; W a n g, Ji n g; D o w, J uli a n A. T. ( 2 0 0 7): U si n g Fl y Atl a s t o 

i d e ntif y b ett er Dr o s o p hil a m el a n o g a st er m o d el s of h u m a n di s e a s e. I n N at ur e g e n eti c s 

3 9 ( 6), p p.  7 1 5 – 7 2 0. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n g 2 0 4 9.  

Ci nti,  S. ( 2 0 0 5):  T h e  a di p o s e  or g a n.  I n Pr o st a gl a n di n s,  L e u k otri e n e s  a n d  E s s e nti al 

F att y A ci d s 7 3 ( 1), p p.  9 – 1 5. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. pl ef a. 2 0 0 5. 0 4. 0 1 0.  

Ci nti,  S a v eri o  ( 2 0 0 9):  Tr a n s diff er e nti ati o n  pr o p erti e s  of  a di p o c yt e s  i n  t h e  a di p o s e 

or g a n.  I n A m eri c a n  j o ur n al  of  p h y si ol o g y.  E n d o cri n ol o g y  a n d  m et a b oli s m 2 9 7  ( 5), 

E 9 7 7 -E 9 8 6. D OI: 1 0. 1 1 5 2/ aj p e n d o. 0 0 1 8 3. 2 0 0 9.  

C ol o m b a ni, J uli e n; Bi a n c hi ni, L a ur e n c e; L a y all e, S o p hi e; P o n d e vill e, E mili e; D a u p hi n -

Vill e m a nt,  C h a nt al;  A nt o ni e w s ki,  C hri st o p h e  et  al.  ( 2 0 0 5):  A nt a g o ni sti c  a cti o n s  of  

e c d y s o n e  a n d  i n s uli n s  d et er mi n e  fi n al  si z e  i n  Dr o s o p hil a.  I n S ci e n c e  ( N e w  Y or k, 

N. Y.) 3 1 0 ( 5 7 4 8), p p.  6 6 7 – 6 7 0. D OI: 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 1 1 1 9 4 3 2.  
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C o o k,  R.  Ki m b erl e y  ( 2 0 1 2):  T h e  g e n er ati o n  of  c hr o m o s o m al  d el eti o n s  t o  pr o vi d e 

e xt e n si v e  c o v er a g e  a n d  s u b di vi si o n  o f  t h e  Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er  g e n o m e.  I n 

G e n o m e bi ol o g y 1 3 ( 3), p p.  1 – 1 4. D OI: 1 0. 1 1 8 6/ g b -2 0 1 2 -1 3 -3 -r 2 1. 

C orri g a n,  L a ur a;  R e d h ai,  Si a m a k;  L ei bli c h,  A ar o n;  F a n,  S hi h -J u n g;  P er er a,  S u m et h 

M.  W.;  P at el,  R a c h el  et  al.  ( 2 0 1 4):  B M P -r e g ul at e d  e x o s o m e s  fr o m  Dr o s o phil a  m al e 

r e pr o d u cti v e  gl a n d s  r e pr o gr a m  f e m al e  b e h a vi or.  I n T h e  J o ur n al  of  c ell  bi ol o g y 2 0 6 

( 5), p p. 6 7 1 – 6 8 8. D OI: 1 0. 1 0 8 3/j c b. 2 0 1 4 0 1 0 7 2.  

C o st ell o,  L.  C.;  Fr a n kli n,  R.  B.;  F e n g,  P ei  ( 2 0 0 5):  Mit o c h o n dri al  f u n cti o n,  zi n c,  a n d 

i nt er m e di ar y  m et a b oli s m  r el ati o ns hi p s  i n  n or m al  pr o st at e  a n d  pr o st at e  c a n c er.  I n 

Mit o c h o n dri o n 5 ( 3), p p.  1 4 3 – 1 5 3. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. mit o. 2 0 0 5. 0 2. 0 0 1.  

C o st ell o, L e sli e C.; Fr a n kli n, R e nt y B. ( 2 0 1 1): Zi n c i s d e cr e a s e d i n pr o st at e c a n c er: 

a n  e st a bli s h e d  r el ati o n s hi p  of  pr o st at e  c a n c er!  I n J o u r n al  of  bi ol o gi c al  i n or g a ni c 

c h e mi str y  :  J BI C  :  a  p u bli c ati o n  of  t h e  S o ci et y  of  Bi ol o gi c al  I n or g a ni c  C h e mi str y 1 6 

( 1), p p. 3 – 8. D OI: 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 7 7 5 -0 1 0 -0 7 3 6 -9.  

Cr o wl e y,  Fi o n n u al a;  St er pi,  Mi c h ell e;  B u c kl e y,  C o n or;  M ar g eti c h,  L a ur e n;  H a n d a, 

S hi v a ni;  D o v e y, Z a c h  ( 2 0 2 1):  A  R e vi e w  of  t h e  P at h o p h y si ol o gi c al  M e c h a ni s m s 

U n d erl yi n g C a str ati o n -r e si st a nt Pr o st at e C a n c er. I n R e s e ar c h a n d r e p ort s i n ur ol o g y 

1 3, p p.  4 5 7 – 4 7 2. D OI: 1 0. 2 1 4 7/ R R U. S 2 6 4 7 2 2.  

Cr u z, A n dr é L. S.; B arr et o, E st er d e A.; F a z oli ni, N ar a y a n a P. B.; Vi o l a, J o ã o P. B.; 

B o z z a,  P atri ci a  T.  ( 2 0 2 0):  Li pi d  dr o pl et s:  pl atf or m s  wit h  m ulti pl e  f u n cti o n s  i n  c a n c er 

h all m ar k s. I n C ell d e at h & di s e a s e 1 1 ( 2), p.  1 0 5. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 1 9 -0 2 0 -2 2 9 7 -3.  

C uli g,  Z or a n;  S a nt er,  Fr é d éri c  R.  ( 2 0 1 4):  A n dr o g e n  r e c e pt or  si g n ali n g i n  pr o st at e 

c a n c er. I n C a n c er m et a st a si s r e vi e w s 3 3 ( 2 -3), p p.  4 1 3 – 4 2 7. D OI: 1 0. 1 0 0 7/ s 1 0 5 5 5 -

0 1 3 -9 4 7 4 -0.  

C urr all,  B e nj a mi n  B.;  C h e n,  Mi n g;  S all ari,  Ri c h ar d  C.;  C ott er,  M a ur a;  W o n g,  Kri st e n 

E.; R o b ert s o n, N a hi d G. et al. ( 2 0 1 8): L o s s of L D A H a s s o ci at e d wit h pr o st at e c a n c er 

a n d  h e ari n g  l o s s.  I n H u m a n  m ol e c ul ar  g e n eti c s 2 7  ( 2 4),  p p.  4 1 9 4 – 4 2 0 3.  D OI: 

1 0. 1 0 9 3/ h m g/ d d y 3 1 0.  

D ai,  C h arl e s;  H e e m er s,  H a n n el or e;  S h arifi,  Ni m a  ( 2 0 1 7):  A n dr o g e n  Si g n ali n g  i n 

Pr o st at e  C a n c er.  I n C ol d  S pri n g  H ar b or  p er s p e cti v e s  i n  m e di ci n e 7  ( 9).  D OI: 

1 0. 1 1 0 1/ c s h p er s p e ct. a 0 3 0 4 5 2.  
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D ai, Ji e; S u, Y a n g z h o u; Z h o n g, S u y e; C o n g, Li; Li u, B a n g; Y a n g, J u nj u n et al. ( 2 0 2 0): 

E x o s o m e s:  k e y  pl a y er s  i n  c a n c er  a n d  p ot e nti al  t h er a p e uti c  str at e g y.  I n Si g n al 

tr a n s d u cti o n a n d t ar g et e d t h er a p y 5 ( 1), p.  1 4 5. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 3 9 2 -0 2 0 -0 0 2 6 1 -0.  

D ai, Z hi y u; Qi, W ei w ei; Li, C e n; L u, J uli n g; M a o, Y uli n g; Y a o, Y a c h a o et al. ( 2 0 1 3): 

D u al r e g ul ati o n of a di p o s e tri gl y c eri d e li p a s e b y pi g m e nt e pit h eli u m -d eri v e d f a ct or: a 

n o v el  m e c h a ni sti c  i n si g ht  i nt o  pr o gr e s si v e  o b e sit y.  I n M ol e c ul ar  a n d  c ell ul ar 

e n d o cri n ol o g y 3 7 7 ( 1 -2), p p.  1 2 3 – 1 3 4. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. m c e. 2 0 1 3. 0 7. 0 0 1.  

D a n s a k o,  Hir o mi c hi;  Hir a m ot o,  Hir o ki;  I k e d a,  M a s a n ori;  W a kit a,  T a k aji;  K at o, 

N o b u y u ki  ( 2 0 1 4):  R a b 1 8  i s  r e q uir e d  f or  vir al  a s s e m bl y  of  h e p atiti s  C  vir u s  t hr o u g h 

tr affi c ki n g of t h e c or e pr ot ei n t o li pi d dr o pl et s. I n Vir ol o g y 4 6 2 -4 6 3, p p.  1 6 6 – 1 7 4. D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. vir ol. 2 0 1 4. 0 5. 0 1 7.  

D e e p,  G a g a n;  S c hl a e pf er,  I s a b el  R.  ( 2 0 1 6):  A b err a nt  Li pi d  M et a b oli s m  Pr o m ot e s 

Pr o st at e  C a n c er:  R ol e  i n  C ell  S ur vi v al  u n d er  H y p o xi a  a n d  E xtr a c ell ul ar  V e si cl e s 

Bi o g e n e si s.  I n I nt er n ati o n al  j o ur n al  of  m ol e c ul ar  s ci e n c e s 1 7  ( 7).  D OI: 

1 0. 3 3 9 0/ij m s 1 7 0 7 1 0 6 1.  

D eit c h,  A.  D.;  Mill er,  G.  J.;  d e V er e  W hit e,  R.  W.  ( 1 9 9 3):  Si g nifi c a n c e  of  a b n or m al 

di pl oi d  D N A  hi st o gr a m s  i n  l o c ali z e d  pr o st at e  c a n c er  a n d  a dj a c e nt  b e ni g n  pr o st ati c 

ti s s u e.  I n C a n c er 7 2  ( 5),  p p.  1 6 9 2 – 1 7 0 0.  D OI:  1 0. 1 0 0 2/ 1 0 9 7 -

0 1 4 2( 1 9 9 3 0 9 0 1) 7 2: 5 < 1 6 9 2:: ai d -c n cr 2 8 2 0 7 2 0 5 3 3 > 3. 0. c o; 2 -8.  

D el a n o u e,  R é n al d;  Sl ai di n a,  M aij a;  L é o p ol d,  Pi err e  ( 2 0 1 0):  T h e  st er oi d  h or m o n e 

e c d y s o n e  c o ntr ol s  s y st e mi c  gr o wt h  b y r e pr e s si n g  d M y c  f u n cti o n  i n  Dr o s o p hil a  f at 

c ell s.  I n D e v el o p m e nt al  c ell 1 8  ( 6),  p p.  1 0 1 2 – 1 0 2 1.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. d e v c el. 2 0 1 0. 0 5. 0 0 7.  

Di A n g el o, J u sti n R.; Bir n b a u m, M orri s J. ( 2 0 0 9): R e g ul ati o n of f at c ell m a s s b y i n s uli n 

i n  Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er.  I n M ol e c ul ar  a n d  c ell ul ar  bi ol o g y 2 9  ( 2 4),  p p.  6 3 4 1 –

6 3 5 2. D OI: 1 0. 1 1 2 8/ M C B. 0 0 6 7 5 -0 9.  

Di et zl,  G e or g;  C h e n,  D ori s;  S c h n orr er,  Fr a n k;  S u,  K u a n -C h u n g;  B ari n o v a,  Y uli a; 

F ell n er, Mi c h a el a et al. ( 2 0 0 7): A g e n o m e -wi d e tr a n s g e ni c R N Ai li br ar y f or c o n diti o n al 

g e n e  i n a cti v ati o n  i n  Dr o s o p hil a.  I n N at ur e 4 4 8  ( 7 1 5 0),  p p.  1 5 1 – 1 5 6.  D OI: 

1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 5 9 5 4.  

D o,  H ai  T hi;  T s el y k h,  Ti m of e y  V.;  M ä k el ä,  J o h a n n a;  H o,  T h o  H u u;  Ol k k o n e n,  V e s a 

M.; B or n h a u s er, B e at C. et al. ( 2 0 1 2): Fi br o bl a st gr o wt h f a ct or -2 1 ( F G F 2 1) r e g ul at e s 
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l o w-d e n sit y  l i p o pr ot ei n  r e c e pt or  ( L D L R)  l e v el s  i n  c ell s  vi a  t h e  E 3-u bi q uiti n  li g a s e 

M yli p/I d ol a n d t h e C a n o p y 2 ( C n p y 2)/ M yli p -i nt er a cti n g s a p o si n-li k e pr ot ei n ( M s a p). I n 

T h e  J o ur n al  of  bi ol o gi c al  c h e mi str y 2 8 7  ( 1 6),  p p.  1 2 6 0 2 – 1 2 6 1 1.  D OI: 

1 0. 1 0 7 4/j b c. M 1 1 2. 3 4 1 2 4 8.  

D or st y n , L.; C ol u s si, P. A.; Q ui n n, L. M.; Ri c h ar d s o n, H.; K u m ar, S. ( 1 9 9 9): D R O N C, 

a n e c d y s o n e -i n d u ci bl e Dr o s o p hil a c a s p a s e. I n Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y 

of  S ci e n c e s  of  t h e  U nit e d  St at e s  of  A m eri c a 9 6  ( 8),  p p.  4 3 0 7 – 4 3 1 2.  D OI: 

1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 9 6. 8. 4 3 0 7.  

D u ,  M eij u n;  Till m a n s,  L ori;  G a o,  Ji a n z h o n g;  G a o,  Pi n g;  Y u a n,  Ti e z h e n g;  Ditt m ar, 

R a c h el L. et al. ( 2 0 1 6): C hr o m ati n i nt er a cti o n s a n d c a n di d at e g e n e s at t e n pr o st at e 

c a n c er ri s k l o ci. I n S ci e ntifi c r e p ort s 6, p.  2 3 2 0 2. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ sr e p 2 3 2 0 2.  

D u b e y, R a mi n; Sti v al a, Cr ai g E.; N g u y e n, H u y Q u o c; G o o, Y o u n g -H w a; P a ul, A nt o ni; 

C ar ett e,  J a n  E.  et  al.  ( 2 0 2 0):  Li pi d  dr o pl et s  c a n  pr o m ot e  dr u g  a c c u m ul ati o n  a n d 

a cti v ati o n. I n N at ur e c h e mi c al bi ol o g y 1 6 ( 2), p p.  2 0 6 – 2 1 3. D OI: 1 0. 1 0 2 1/j a 4 1 1 2 7 0 d.  

D u br o v s k y, E d w ar d B. ( 2 0 0 5):  H or m o n al cr o s s t al k i n i n s e ct d e v el o p m e nt. I n Tr e n d s 

i n  e n d o cri n ol o g y  a n d  m et a b oli s m:  T E M 1 6  ( 1),  p p.  6 – 1 1.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j.t e m. 2 0 0 4. 1 1. 0 0 3.  

E a c k er, St e p h e n M.; A gr a w al, N ali ni; Qi a n, K u n; Di c h e k, H el é n L.; G o n g, E u n -Y e u n g; 

L e e,  K e e s o o k;  Br a u n,  R o b ert  E.  ( 2 0 0 8):  H or m o n al  R e g ul ati o n  of  T e sti c ul ar  St er oi d 

a n d C h ol e st er ol H o m e o st a si s. I n M ol e c ul ar E n d o cri n ol o g y 2 2 ( 3), p p.  6 2 3 – 6 3 5. D OI: 

1 0. 1 2 1 0/ m e. 2 0 0 6 -0 5 3 4.  

E c h ali er,  G.;  O h a n e s si a n,  A.  ( 1 9 6 9):  I s ol e m e nt,  e n  c ult ur e s  i n  vitr o,  d e  li g n é e s 

c ell ul air e s di pl oï d e s d e Dr o s o p hil a m el a n o g a st er. I n C o m pt e s r e n d u s h e b d o m a d air e s 

d e s  s e a n c e s  d e  l' A c a d e mi e  d e s  s ci e n c e s.  S eri e  D:  S ci e n c e s  n at ur ell e s 2 6 8  ( 1 3), 

p p.  1 7 7 1 – 1 7 7 3.  

E d g ar, B. A.; Orr -W e a v er, T. L. ( 2 0 0 1): E n d or e pli c ati o n c ell c y cl e s: m or e f or l e s s. I n 

C ell 1 0 5 ( 3), p p.  2 9 7 – 3 0 6. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ s 0 0 9 2 -8 6 7 4( 0 1) 0 0 3 3 4 -8.  

E d g ar, Br u c e A.; Zi el k e, N or m a n; G uti err e z, Cri s a nt o ( 2 0 1 4): E n d o c y cl e s: a r e c urr e nt 

e v ol uti o n ar y i n n o v ati o n f or p o st -mit oti c c ell gr o wt h. I n N at ur e r e vi e w s. M ol e c ul ar c ell 

bi ol o g y 1 5 ( 3), p p.  1 9 7 – 2 1 0. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ nr m 3 7 5 6.  
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Ei d el m a n,  Eri c;  T w u m -A m p of o,  J effr e y;  A n s ari,  J a m al;  Si d di q ui,  M o h u m m a d  Mi n h aj 

( 2 0 1 7):  T h e  M et a b oli c  P h e n ot y p e  of  Pr o st at e  C a n c er.  I n Fr o nti er s  i n  o n c ol o g y 7, 

p.  1 3 1. D OI: 1 0 . 3 3 8 9/f o n c. 2 0 1 7. 0 0 1 3 1. 

E n o m ot o, T.; T a n u m a, S.; Y a m a d a, M. A. ( 1 9 8 1): A T P r e q uir e m e nt f or t h e pr o c e s s e s 

of  D N A  r e pli c ati o n  i n  i s ol at e d  H e L a  c ell  n u cl ei.  I n J o ur n al  of  bi o c h e mi str y 8 9  ( 3), 

p p.  8 0 1 – 8 0 7. D OI: 1 0. 1 0 9 3/ o xf or dj o ur n al s.j b c h e m. a 1 3 3 2 6 2.  

F a n g, L ei; Li, D o n g m ei; Yi n, J u a n J u a n; P a n, H o n g; Y e, H ui h ui; B o w m a n, J o el et al. 

( 2 0 2 2):  T M P R S S 2-E R G  pr o m ot e s  t h e  i niti ati o n  of  pr o st at e  c a n c er  b y  s u p pr e s si n g 

o n c o g e n e -i n d u c e d  s e n e s c e n c e.  I n C a n c er  g e n e  t h er a p y 2 9  ( 1 0),  p p.  1 4 6 3 – 1 4 7 6. 

D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 1 7 -0 2 2 -0 0 4 5 4 -5 . 

F ar e s e, R o b ert V.; W alt h er, T o bi a s C. ( 2 0 0 9): Li pi d dr o pl et s fi n all y g et a littl e R -E -S -

P -E -C -T. I n C ell 1 3 9 ( 5), p p.  8 5 5 – 8 6 0. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c ell. 2 0 0 9. 1 1. 0 0 5.  

F a w c ett, D o n W a y n e ( 1 9 6 6): A n atl a s of fi n e str u ct ur e. T h e c ell, it s or g a n ell e s, a n d 

i n cl u si o ns. P hil a d el p hi a: W. B. S a u n d er s C o.  

F ei, W ei h u a; S h ui, G u a n g h o u; G a et a, Br u n o; D u, Xi mi n g; K u er s c h n er, L ar s; Li, P e n g 

et  al.  ( 2 0 0 8):  Fl d 1 p,  a  f u n cti o n al  h o m ol o g u e  of  h u m a n  s ei pi n,  r e g ul at e s  t h e  si z e  of 

li pi d  dr o pl et s  i n  y e a st.  I n T h e  J o ur n al  of  c ell  bi ol o g y 1 8 0  ( 3),  p p.  4 7 3 – 4 8 2.  D OI: 

1 0. 1 0 8 3/j c b. 2 0 0 7 1 1 1 3 6.  

F ei n er m a n, Of er ( 2 0 2 1): A ni m al B e h a vi or: Dr o s o p hil a m el a n o g a st er G o e s S o ci al. I n 

C urr e nt bi ol o g y : C B 3 1 ( 3), R 1 3 8 -R 1 4 0. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c u b. 2 0 2 0. 1 1. 0 4 7.  

F eit el s o n, M ar k A.; Ar z u m a n y a n, All a; K ul at hi n al, R o b J.; Bl ai n, St a c y W.; H ol c o m b e, 

R a n d all  F.;  M a h aj n a,  J a m al  et  al.  ( 2 0 1 5):  S u st ai n e d  pr olif er ati o n  i n  c a n c er: 

M e c h a ni s m s  a n d  n o v el  t h er a p e uti c  t ar g et s.  I n S e mi n ar s  i n  c a n c er  bi ol o g y 3 5  S u p pl 

( S u p pl), S 2 5-S 5 4. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. s e m c a n c er. 2 0 1 5. 0 2. 0 0 6.  

F e o kti st o v a, M ari a; G e s eri c k, P et er; L e v er k u s, M arti n ( 2 0 1 6): Cr y st al Vi ol et A s s a y f or 

D et er mi ni n g  Vi a bilit y  of  C ult ur e d  C ell s.  I n C ol d  S pri n g  H ar b or  pr ot o c ol s 2 0 1 6  ( 4), 

p d b. pr ot 0 8 7 3 7 9. D OI: 1 0. 1 1 0 1/ p d b. pr ot 0 8 7 3 7 9.  

Fl att, J. P. ( 1 9 8 7): T h e diff er e n c e i n t h e st or a g e c a p a citi e s f or c ar b o h y dr at e a n d f or 

f at, a n d it s i m pli c ati o n s i n t h e r e g ul ati o n of b o d y w ei g ht. I n A n n al s of t h e N e w Y or k 

A c a d e m y of S ci e n c e s 4 9 9, p p.  1 0 4 – 1 2 3. D OI: 1 0. 1 1 1 1/j. 1 7 4 9 -6 6 3 2. 1 9 8 7.t b 3 6 2 0 2. x.  
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Fl att, J. P. ( 1 9 9 5): U s e a n d st or a g e of c ar b o h y dr at e a n d f at. I n T h e A m eri c a n j o ur n al 

of cli ni c al n utriti o n 6 1 ( 4 S u p pl), 9 5 2 S -9 5 9 S. D OI: 1 0. 1 0 9 3/ aj c n/ 6 1. 4. 9 5 2 S.  

F o x,  D o n al d  T.;  D ur o ni o,  R o b ert  J.  ( 2 0 1 3):  E n d or e pli c ati o n  a n d  p ol y pl oi d y:  i n si g ht s 

i nt o d e v el o p m e nt a n d di s e a s e. I n D e v el o p m e nt ( C a m b ri d g e, E n gl a n d) 1 4 0 ( 1), p p.  3 –

1 2. D OI: 1 0. 1 2 4 2/ d e v. 0 8 0 5 3 1.  

Fr a n z,  M -C;  A n d erl e,  P.;  B ür zl e,  M.;  S u z u ki,  Y.;  Fr e e m a n,  M.  R.;  H e di g er,  M.  A.; 

K o v a c s,  G.  ( 2 0 1 3):  Zi n c  tr a n s p ort er s  i n  pr o st at e  c a n c er.  I n M ol e c ul ar  a s p e ct s  of 

m e di ci n e 3 4 ( 2 -3), p p.  7 3 5 – 7 4 1. D O I: 1 0. 1 0 1 6/j. m a m. 2 0 1 2. 1 1. 0 0 7. 

Fri e dl, P et er; W olf, K at ari n a ( 2 0 0 3): T u m o ur -c ell i n v a si o n a n d mi gr ati o n: di v er sit y a n d 

e s c a p e  m e c h a ni s m s.  I n N at ur e  r e vi e w s.  C a n c er 3  ( 5),  p p.  3 6 2 – 3 7 4.  D OI: 

1 0. 1 0 3 8/ nr c 1 0 7 5.  

Fri g ul s,  B.;  C or ol e u,  W.;  d el  Al c a z ar,  R.;  Hil b ert,  P.;  v a n  M al d er g e m,  L.;  Pi nt o s -

M or ell,  G.  ( 2 0 0 9):  S e v er e  c ar di a c  p h e n ot y p e  of  B er ar di n elli -S ei p  c o n g e nit al 

li p o d y str o p h y  i n  a n  i nf a nt  wit h  h o m o z y g o u s  E 1 8 9 X  B S C L 2  m ut ati o n.  I n E ur o p e a n 

j o ur n al of m e di c al g e n eti c s 5 2 ( 1), p p.  1 4 – 1 6. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. ej m g. 2 0 0 8. 1 0. 0 0 6.  

G a nt er, G. K.; P a n aiti u, A. E.; D e sil et s, J. B.; D a vi s -H ei m, J. A.; Fi s h er, E. A.; T a n, L. 

C. H. et al. ( 2 0 1 1): Dr o s o p hil a m al e c o urt s hi p b e h a vi or i s m o d ul at e d b y e c d y st er oi d s. 

I n J o ur n al  of  i n s e ct  p h y si ol o g y 5 7  ( 9),  p p.  1 1 7 9 – 1 1 8 4.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j.j i n s p h y s. 2 0 1 1. 0 5. 0 0 7. 

G h o s h,  J.;  M y er s,  C.  E.  ( 1 9 9 7):  Ar a c hi d o ni c  a ci d  sti m ul at e s  pr o st at e  c a n c er  c ell 

gr o wt h:  criti c al  r ol e  of  5 -li p o x y g e n a s e.  I n Bi o c h e mi c al  a n d  bi o p h y si c al  r e s e ar c h 

c o m m u ni c ati o n s 2 3 5 ( 2), p p.  4 1 8 – 4 2 3. D OI: 1 0. 1 0 0 6/ b br c. 1 9 9 7. 6 7 9 9.  

Gi a n c ot ti,  Fili p p o  G.  ( 2 0 1 3):  M e c h a ni s m s  g o v er ni n g  m et a st ati c  d or m a n c y  a n d 

r e a cti v ati o n. I n C ell 1 5 5 ( 4), p p.  7 5 0 – 7 6 4. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c ell. 2 0 1 3. 1 0. 0 2 9.  

Gil c hri st, A. S.; P artri d g e, L. ( 2 0 0 0): W h y it i s diffi c ult t o m o d el s p er m di s pl a c e m e nt i n 

Dr o s o p hil a  m el a n o g a s t er:  t h e  r el ati o n  b et w e e n  s p er m  tr a n sf er  a n d  c o p ul ati o n 

d ur ati o n. I n E v ol uti o n; i nt er n ati o n al j o ur n al of or g a ni c e v ol uti o n 5 4 ( 2), p p.  5 3 4 – 5 4 2. 

D OI: 1 0. 1 1 1 1/j. 0 0 1 4 -3 8 2 0. 2 0 0 0.t b 0 0 0 5 6. x.  

Gli g or o v, Dr a g a n; Sit ni k, J e s si c a L.; M a e d a, R o b ert K.; W olf n er, M ari a n a F.; K ar c h, 

Fr a n ç oi s  ( 2 0 1 3):  A  n o v el  f u n cti o n  f or  t h e  H o x  g e n e  A b d -B  i n  t h e  m al e  a c c e s s or y 
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gl a n d  r e g ul at e s  t h e  l o n g -t er m  f e m al e  p o st-m ati n g  r e s p o n s e  i n  Dr o s o p hil a.  I n P L o S 

g e n eti c s 9 ( 3), e 1 0 0 3 3 9 5. D OI: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p g e n. 1 0 0 3 3 9 5.  

G o h,  V er a  J.;  Sil v er, D a vi d  L.  ( 2 0 1 3):  T h e  li pi d  dr o pl et  a s  a  p ot e nti al  t h er a p e uti c 

t ar g et  i n  N A F L D.  I n S e mi n ar s  i n  li v er  di s e a s e 3 3  ( 4),  p p.  3 1 2 – 3 2 0.  D OI:  1 0. 1 0 5 5/ s -

0 0 3 3 -1 3 5 8 5 2 1.  

G o o, Y o u n g -H w a; S o n, S e -H e e; Kr ei e n b er g, P a ul B.; P a ul, A nt o ni ( 2 0 1 4): N o v el li pi d 

dr o pl et -a s s o ci a t e d  s eri n e  h y dr ol a s e  r e g ul at e s  m a cr o p h a g e  c h ol e st er ol  m o bili z ati o n. 

I n Art eri o s cl er o si s,  t hr o m b o si s,  a n d  v a s c ul ar  bi ol o g y 3 4  ( 2),  p p.  3 8 6 – 3 9 6.  D OI: 

1 0. 1 1 6 1/ A T V B A H A. 1 1 3. 3 0 2 4 4 8.  

G o o,  Y o u n g -H w a;  S o n,  S e -H e e;  P a ul,  A nt o ni  ( 2 0 1 7):  Li pi d  Dr o pl et -A s s o ci at e d 

H y dr o l a s e  Pr o m ot e s  Li pi d  Dr o pl et  F u si o n  a n d  E n h a n c e s  A T G L  D e gr a d ati o n  a n d 

Tri gl y c eri d e A c c u m ul ati o n. I n S ci e ntifi c r e p ort s 7 ( 1), p.  2 7 4 3. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 9 8 -

0 1 7 -0 2 9 6 3 -y.  

Gr a dill a,  A n a -Citl ali;  M a n sill a,  Ali ci a;  F err ú s,  Al b ert o  ( 2 0 1 1):  I s of or m -s p e cifi c 

r e g ul ati o n  of  a  st er oi d  h or m o n e  n u cl e ar  r e c e pt or  b y  a n  E 3  u bi q uiti n  li g a s e  i n 

Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er.  I n G e n eti c s 1 8 9  ( 3),  p p.  8 7 1 – 8 8 3.  D OI: 

1 0. 1 5 3 4/ g e n eti c s. 1 1 1. 1 3 2 1 9 1.  

Gr a h a m,  P.;  Pi c k,  L.  ( 2 0 1 7):  Dr o s o p hil a  a s  a  M o d el  f or  Di a b et e s  a n d  Di s e a s e s  of 

I n s uli n  R e sist a n c e.  I n C urr e nt  t o pi c s  i n  d e v el o p m e nt al  bi ol o g y 1 2 1,  p p.  3 9 7 – 4 1 9. 

D OI: 1 0. 1 0 1 6/ b s. ct d b. 2 0 1 6. 0 7. 0 1 1.  

Gr a m at e s, L. Si a n; M ar y g ol d, St e v e n J.; S a nt o s, Gil b ert o D o s; Ur b a n o, J o s e -M ari a; 

A nt o n a z z o, Gi uli a; M att h e w s, B e v erl e y B. et al. ( 2 0 1 7): Fl y B a s e at 2 5: l o o ki n g t o t h e 

f ut ur e. I n N u cl ei c a ci d s r e s e ar c h 4 5 ( D 1), D 6 6 3 -D 6 7 1. D OI: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k w 1 0 1 6.  

Gr e e n b er g,  A.  S.;  E g a n,  J.  J.;  W e k,  S.  A.;  G art y,  N.  B.;  Bl a n c h ett e -M a c ki e,  E.  J.; 

L o n d o s,  C.  ( 1 9 9 1):  P erili pi n,  a  m aj or  h or m o n all y  r e g ul at e d  a di p o c yt e -s p e cifi c 

p h o s p h o pr ot ei n a s s o ci at e d wit h t h e p eri p h er y of li pi d st or a g e dr o pl et s. I n T h e J o ur n al 

of bi ol o gi c al c h e mi str y 2 6 6 ( 1 7), p p.  1 1 3 4 1 – 1 1 3 4 6.  

Griffi n, J. E. ( 1 9 9 2): A n dr o g e n r e si st a n c e --t h e cli ni c al a n d m ol e c ul ar s p e ctr u m. I n T h e 

N e w  E n gl a n d  j o ur n al  of  m e di ci n e 3 2 6  ( 9),  p p.  6 1 1 – 6 1 8.  D OI: 

1 0. 1 0 5 6/ N E J M 1 9 9 2 0 2 2 7 3 2 6 0 9 0 6.  
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Gri g n o n, D a vi d J. ( 2 0 0 4): U n u s u al s u bt y p e s of pr o st at e c a n c er. I n M o d er n p at h ol o g y 

: a n offi ci al j o ur n al of t h e U nit e d St at e s a n d C a n a di a n A c a d e m y of P at h ol o g y, I n c 1 7 

( 3), p p. 3 1 6 – 3 2 7. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ m o d p at h ol. 3 8 0 0 0 5 2.  

Gr ö n k e,  S e b a sti a n;  B ell er,  M at hi a s;  F ell ert,  S o nj a;  R a m a kri s h n a n, 

H ari h ar a s u br a m a ni a n;  J ä c kl e,  H er b ert;  K ü h nl ei n,  R o n al d  P.  ( 2 0 0 3):  C o ntr ol  of  f at 

st or a g e b y a Dr o s o p hil a P A T d o m ai n pr ot ei n. I n C urr e nt bi ol o g y : C B 1 3 ( 7), p p.  6 0 3 –

6 0 6. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ s 0 9 6 0 -9 8 2 2( 0 3) 0 0 1 7 5 -1.  

Gr o s s,  D a vi d  A.;  Z h a n,  C h e n y a n g;  Sil v er,  D a vi d  L.  ( 2 0 1 1):  Dir e ct  bi n di n g  of 

tri gl y c eri d e  t o  f at  st or a g e-i n d u ci n g  tr a n s m e m br a n e  pr ot ei n s  1  a n d  2  i s  i m p ort a nt  f or 

li pi d  dr o pl et  f orm ati o n.  I n Pr o c e e di n g s  of  t h e  N ati o n al  A c a d e m y  of  S ci e n c e s  of  t h e 

U nit e d  St at e s  of  A m eri c a 1 0 8  ( 4 9),  p p.  1 9 5 8 1 – 1 9 5 8 6.  D OI: 

1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 1 1 0 8 1 7 1 0 8.  

Gr o ul eff, J uli e; Ir u d a y a m, S h e e b a J e m; S k e b y, K atri n e K.; S c hi øtt, Bir git ( 2 0 1 5): T h e 

i nfl u e n c e  of  c h ol e st erol  o n  m e m br a n e  pr ot ei n  str u ct ur e,  f u n cti o n,  a n d  d y n a mi c s 

st u di e d  b y  m ol e c ul ar  d y n a mi c s  si m ul ati o n s.  I n Bi o c hi mi c a  et  bi o p h y si c a  a ct a 1 8 4 8 

( 9), p p. 1 7 8 3 – 1 7 9 5. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. b b a m e m. 2 0 1 5. 0 3. 0 2 9.  

G ui o,  L ai n;  B arr ó n,  M ait e  G.;  G o n z ál e z,  J o s ef a  ( 2 0 1 4):  T h e  tr a n s p o s a bl e  el e m e nt 

B ari -J h e h m e di at e s o xi d ati v e str e s s r e s p o n s e i n Dr o s o p hil a. I n M ol e c ul ar e c ol o g y 2 3 

( 8), p p. 2 0 2 0 – 2 0 3 0. D OI: 1 0. 1 1 1 1/ m e c. 1 2 7 1 1.  

G u o,  Yi;  C or d e s,  Ki m b erl y  R.;  F ar e s e,  R o b ert  V.;  W alt h er,  T o bi a s  C.  ( 2 0 0 9):  Li pi d 

dr o pl et s  at  a  gl a n c e.  I n J o ur n al  of  c ell  s ci e n c e 1 2 2  ( Pt  6),  p p.  7 4 9 – 7 5 2.  D OI: 

1 0. 1 2 4 2/j c s. 0 3 7 6 3 0.  

G ur u h ar s h a,  K.  G.;  R u al,  J e a n -Fr a n ç oi s;  Z h ai,  B o;  Mi nt s eri s,  J uli a n;  V ai d y a,  P ujit a; 

V ai d y a, N a mit a et al. ( 2 0 1 1): A pr ot ei n c o m pl e x n et w or k of Dr o s o p hil a m el a n o g a st er. 

I n C ell 1 4 7 ( 3), p p.  6 9 0 – 7 0 3. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c ell. 2 0 1 1. 0 8. 0 4 7.  

H al d er, G.; Mill s, G. B. ( 2 0 1 1): Dr o s o p hil a i n c a n c er r e s e ar c h: t o b ol dl y g o w h er e n o 

o n e  h a s  g o n e  b ef or e.  I n O n c o g e n e 3 0  ( 3 9),  p p.  4 0 6 3 – 4 0 6 6.  D OI: 

1 0. 1 0 3 8/ o n c. 2 0 1 1. 1 2 8.  

H a n a h a n, D.; J e s s e e, J.; Bl o o m, F. R. ( 1 9 9 1): Pl a s mi d tr a n sf or m ati o n of E s c h eri c hi a 

c oli  a n d  ot h er  b a ct eri a.  I n M et h o d s  i n  e n z y m ol o g y 2 0 4,  p p.  6 3 – 1 1 3.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/ 0 0 7 6 -6 8 7 9( 9 1) 0 4 0 0 6 -a.  
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H a n a h a n,  D.;  W ei n b er g,  R.  A.  ( 2 0 0 0):  T h e  h all m ar k s  of  c a n c er.  I n C ell 1 0 0  ( 1), 

p p.  5 7 – 7 0. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ s 0 0 9 2 -8 6 7 4( 0 0) 8 1 6 8 3 -9.  

H ar ni s h, J. Mi c h a el; Li n k, Ni c h ol e; Y a m a m ot o, S hi n y a ( 2 0 2 1): Dr o s o p hil a a s a M o d el 

f or  I nf e cti o u s  Di s e a s e s.  I n I nt er n ati o n al  j o ur n al  of  m ol e c ul ar  s ci e n c e s 2 2  ( 5).  D OI: 

1 0. 3 3 9 0/ij m s 2 2 0 5 2 7 2 4.  

H e, W. W.; S ci a v oli n o, P. J.; Wi n g, J.; A u g u st u s, M.; H u d s o n, P.; M ei s s n er, P. S. et 

al.  ( 1 9 9 7):  A  n o v el  h u m a n  pr o st at e -s p e cifi c,  a n dr o g e n -r e g ul at e d  h o m e o b o x  g e n e 

( N K X 3. 1)  t h at  m a p s  t o  8 p 2 1,  a  r e gi o n  fr e q u e ntl y  d el et e d  i n  pr o st at e  c a n c er.  I n 

G e n o mi c s 4 3 ( 1), p p.  6 9 – 7 7. D OI: 1 0. 1 0 0 6/ g e n o. 1 9 9 7. 4 7 1 5.  

H e d str o m,  Li z b et h  ( 2 0 0 2):  A n  o v er vi e w  of  s eri n e  pr ot e a s e s.  I n C urr e nt  pr ot o c ol s  i n 

pr ot ei n s ci e n c e C h a pt er 2 1, U nit 2 1. 1 0. D OI: 1 0. 1 0 0 2/ 0 4 7 1 1 4 0 8 6 4. p s 2 1 1 0 s 2 6.  

H ei d,  H a n s;  Fr a n k e,  W er n er  ( 2 0 1 4):  O n  t h e  f or m ati o n  of  li pi d  dr o pl et s  i n  h u m a n 

a di p o c yt e s.  T h e  or g a ni z ati o n  of  t h e  p erili pi n -vi m e nti n  c ort e x.  I n Pl o S  o n e .  D OI: 

1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 9 0 3 8 6.  

H ei nl ei n,  C y nt hi a  A.;  C h a n g,  C h a w n s h a n g  ( 2 0 0 4):  A n dr o g e n  r e c e pt or  i n  pr o st at e 

c a n c er. I n E n d o cri n e r e vi e w s 2 5 ( 2), p p.  2 7 6 – 3 0 8. D OI: 1 0. 1 2 1 0/ er. 2 0 0 2 -0 0 3 2.  

H e n n e, W. Mi k e; R e e s e, Mi c h a el L.; G o o d m a n, J o el M. ( 2 0 1 8): T h e a s s e m bl y of li pi d 

dr o pl et s  a n d  t h eir  r ol e s  i n  c h all e n g e d  c ell s.  I n T h e  E M B O  j o ur n al 3 7  ( 1 2).  D OI: 

1 0. 1 5 2 5 2/ e m bj. 2 0 1 8 9 8 9 4 7.  

H e nt z e,  J uli e  L.;  M o ell er,  M ort e n  E.;  J ør g e n s e n,  A n n e  F.;  B e n gt s s o n,  M e g h a n  S.; 

B or d o y,  A n n a  M.;  W arr e n,  J a m e s  T.  et  al.  ( 2 0 1 3):  A c c e s s or y  gl a n d  a s  a  sit e  f or 

pr ot h or a ci c otr o pi c  h or m o n e  c o ntr oll e d  e c d y s o n e  s y nt h e si s  i n  a d ult  m al e  i n s e ct s.  I n 

Pl o S o n e 8 ( 2), e 5 5 1 3 1. D OI: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 5 5 1 3 1.  

H er k er,  E v a;  Vi e yr e s,  G a bri ell e;  B ell er,  M at hi a s;  Kr a h m er,  N at ali e;  B o h n ert,  M ari a 

( 2 0 2 1): Li pi d Dr o pl et C o nt a ct Sit e s i n H e alt h a n d Di s e a s e. I n Tr e n d s i n c ell bi ol o g y 3 1 

( 5), p p. 3 4 5 – 3 5 8. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j.t c b. 2 0 2 1. 0 1. 0 0 4.  

Hi n k,  M.  A.;  Gri e p,  R.  A.;  B or st,  J.  W.;  v a n  H o e k,  A.;  E p pi n k,  M.  H.;  S c h ot s,  A.; 

Vi s s er, A. J. ( 2 0 0 0): Str u ct ur al d y n a mi c s of gr e e n fl u or e s c e nt pr ot ei n al o n e a n d f u s e d 

wit h  a  si n gl e  c h ai n  F v  pr ot ei n.  I n T h e  J o ur n al  of  bi ol o gi c al  c h e mi str y 2 7 5  ( 2 3), 

p p.  1 7 5 5 6 – 1 7 5 6 0. D OI: 1 0. 1 0 7 4/j b c. M 0 0 1 3 4 8 2 0 0.  
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H oll a n d er, M. C hri sti n e; Bl u m e nt h al , Gi d e o n M.; D e n ni s, P hilli p A. ( 2 0 1 1): P T E N l o s s 

i n t h e c o nti n u u m of c o m m o n c a n c er s, r ar e s y n dr o m e s a n d m o u s e m o d el s. I n N at ur e 

r e vi e w s. C a n c er 1 1 ( 4), p p.  2 8 9 – 3 0 1. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ nr c 3 0 3 7.  

H olt z e,  S u s a n n e;  G or s h k o v a,  E k at eri n a;  Br a u d e,  St a n;  C ell eri n o,  Al e s s a n dr o; 

D a m m a n n, P hili p; Hil d e br a n dt, T h o m a s B. et al. ( 2 0 2 1): Alt er n ati v e A ni m al M o d el s of 

A gi n g  R e s e ar c h.  I n Fr o nti er s  i n  m ol e c ul ar  bi o s ci e n c e s 8,  p.  6 6 0 9 5 9.  D OI: 

1 0. 3 3 8 9/f m ol b. 2 0 2 1. 6 6 0 9 5 9.  

H o n g,  F e n g;  Li n,  C hi n g  Yi n g;  Y a n,  Ji n g y u e;  D o n g,  Yi z h o u;  O u y a n g,  Y uli;  Ki m, 

D o y e o n  et  al.  ( 2 0 2 2):  C a n o p y  H o m ol o g  2  c o ntri b ut e s  t o  li v er  o n c o g e n e si s  b y 

pr o m oti n g u nf ol d e d pr ot ei n r e s p o n s e -d e p e n d e nt d e st a bili z ati o n of t u m or pr ot ei n P 5 3. 

I n H e p at ol o g y ( B alti m or e, M d.) . D OI: 1 0. 1 0 0 2/ h e p. 3 2 3 1 8. 

H o p ki n s,  B e n  R.;  S e pil,  Ir e m;  B o n h a m,  S ar a h;  Mill er,  T h o m a s;  C h arl e s,  P hili p  D.; 

Fi s c h er, R o m a n et al. ( 2 0 1 9): B M P si g n ali n g i n hi biti o n i n Dr o s o p hil a s e c o n d ar y c ell s 

r e m o d el s t h e s e mi n al pr ot e o m e a n d s elf a n d ri v al ej a c ul at e f u n cti o n s. I n Pr o c e e di n g s 

of  t h e  N ati o n al  A c a d e m y  of  S ci e n c e s  of  t h e  U nit e d  St at e s  of  A m eri c a 1 1 6  ( 4 9), 

p p.  2 4 7 1 9 – 2 4 7 2 8. D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 9 1 4 4 9 1 1 1 6.  

H ort o n,  P a ul  A.;  K o e h n,  Fr a n k  E.;  L o n gl e y,  R o s s  E.;  M c C o n n ell,  Oli v er  J.  ( 1 9 9 4): 

L a s o n oli d e A, A N e w C yt ot o xi c M a cr oli d e fr o m t h e M ari n e S p o n g e F or c e pi a s p. I n J. 

A m. C h e m. S o c. 1 1 6 ( 1 3), p p.  6 0 1 5 – 6 0 1 6. D OI: 1 0. 1 0 2 1/j a 0 0 0 9 2 a 0 8 1.  

H o u ar d, X.; Willi a m s, T. A.; Mi c h a u d, A.; D a ni, P.; I s a a c, R. E.; S hirr a s, A. D. et al. 

( 1 9 9 8): T h e Dr o s o p hil a m el a n o g a st er-r el at e d a n gi ot e n si n-I-c o n v erti n g e n z y m e s A c er 

a n d  A n c e --di sti n c t  e n z y mi c  c h ar a ct eri sti c s  a n d  alt er n ati v e  e x pr e s si o n  d uri n g  p u p al 

d e v el o p m e nt.  I n E ur o p e a n  j o ur n al  of  bi o c h e mi str y 2 5 7  ( 3),  p p.  5 9 9 – 6 0 6.  D OI: 

1 0. 1 0 4 6/j. 1 4 3 2 -1 3 2 7. 1 9 9 8. 2 5 7 0 5 9 9. x.  

H si e h,  K ai;  L e e,  Y u n  K y u n g;  L o n d o s,  C o n st a nti n e;  R a a k a,  Br u c e  M.;  D al e n,  K n ut 

T o m a s; Ki m m el, Al a n R. ( 2 0 1 2): P erili pi n f a mil y m e m b er s pr ef er e nti all y s e q u e st er t o 

eit h er  tri a c yl gl y c er ol -s p e cifi c  or  c h ol e st er yl -e st er -s p e cifi c  i ntr a c ell ul ar  li pi d  st or a g e 

dr o pl et s.  I n J o ur n al  of  c ell  s ci e n c e 1 2 5  ( Pt  1 7),  p p.  4 0 6 7 – 4 0 7 6.  D OI: 

1 0. 1 2 4 2/j c s. 1 0 4 9 4 3.  

H u a n g,  I -Pi n g;  S u n,  S h u -Pi n;  C h e n g,  S hi h -H s u n;  L e e,  C hi a -H u n g;  W u,  C hi a -Y a n; 

Y a n g, C h u n g -S hi et al. ( 2 0 1 1): E n h a n c e d c h e m ot h er a p y of c a n c er u si n g p H -s e n siti v e 

m e s o p or o u s  sili c a  n a n o p arti cl e s  t o  a nt a g o ni z e  P -gl y c o pr ot ei n -m e di at e d  dr u g 
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r e si st a n c e.  I n M ol e c ul ar  c a n c er  t h er a p e uti c s 1 0  ( 5),  p p.  7 6 1 – 7 6 9.  D OI: 

1 0. 1 1 5 8/ 1 5 3 5 -7 1 6 3. M C T -1 0 -0 8 8 4.  

H u a n g,  W ei w ei;  G a o,  F ei;  Z h a n g,  Y uti n g;  C h e n,  Ti a n h ui;  X u,  C h e n  ( 2 0 2 2):  Li pi d 

Dr o pl et -A s s o ci at e d Pr ot ei n s i n C ar di o m y o p at h y. I n A n n al s of n utriti o n & m et a b oli s m 

7 8 ( 1), p p.  1 – 1 3. D OI: 1 0. 1 1 5 9/ 0 0 0 5 2 0 1 2 2.  

H u a n g,  X u n;  W arr e n,  J a m e s  T.;  Gil b ert,  L a wr e n c e  I.  ( 2 0 0 8):  N e w  pl a y er s  i n  t h e 

r e g ul ati o n of e c d y s o n e bi o s y nt h e si s. I n J o ur n al of g e n eti c s a n d g e n o mi c s = Yi c h u a n 

x u e b a o 3 5 ( 1), p p.  1 – 1 0. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ S 1 6 7 3 -8 5 2 7( 0 8) 6 0 0 0 1 -6.  

H u g gi n s,  C.;  H o d g e s,  C.  V.  ( 1 9 7 2):  St u di e s  o n  pr o st ati c  c a n c er.  I.  T h e  eff e ct  of 

c a str ati o n, of e str o g e n a n d a n dr o g e n i nj e cti o n o n s er u m p h o s p h at a s e s i n m et a st ati c 

c ar ci n o m a of t h e pr o st at e. I n C A: a c a n c er j o ur n a l f or cli ni ci a n s 2 2 ( 4), p p.  2 3 2 – 2 4 0. 

D OI: 1 0. 3 3 2 2/ c a nj cli n. 2 2. 4. 2 3 2.  

H u g h e s -F ulf or d, M.; C h e n, Y.; Tj a n dr a wi n at a, R. R. ( 2 0 0 1): F att y a ci d r e g ul at e s g e n e 

e x pr e s si o n  a n d  gr o wt h  of  h u m a n  pr o st at e  c a n c er  P C -3  c ell s.  I n C ar ci n o g e n e si s 2 2 

( 5), p p. 7 0 1 – 7 0 7. D OI : 1 0. 1 0 9 3/ c ar ci n/ 2 2. 5. 7 0 1. 

H w a n g b o,  D a e  S u n g;  G er s h m a n,  B ori s;  G er s h a m,  B ori s;  T u,  M e n g -Pi n g;  P al m er, 

Mi c h a el;  T at ar,  M ar c  ( 2 0 0 4):  Dr o s o p hil a  d F O X O  c o ntr ol s  lif e s p a n  a n d  r e g ul at e s 

i n s uli n  si g n alli n g  i n  br ai n  a n d  f at  b o d y.  I n N at ur e 4 2 9  ( 6 9 9 1),  p p.  5 6 2 – 5 6 6.  D OI: 

1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 2 5 4 9.  

I g ar a s hi,  F u mi hi k o;  O gi h ar a,  M ari  H.;  I g a,  M a s at o s hi;  K at a o k a,  Hir o s hi  ( 2 0 1 8): 

C h ol e st er ol  i nt er n ali z ati o n  a n d  m et a b oli s m  i n  i n s e ct  pr ot h or a ci c  gl a n d,  a 

st er oi d o g e ni c  or g a n,  vi a  li p o pr ot ei n s.  I n St er oi d s 1 3 4,  p p.  1 1 0 – 1 1 6.  D OI: 

1 0 . 1 0 1 6/j. st er oi d s. 2 0 1 8. 0 1. 0 1 2. 

I k ur a,  Y o s hi hir o;  C al d w ell,  St e p h e n  H.  ( 2 0 1 5):  Li pi d  dr o pl et-a s s o ci at e d  pr ot ei n s  i n 

al c o h oli c  li v er  di s e a s e:  a  p ot e nti al  li n k a g e  wit h  h e p at o c ell ul ar  d a m a g e.  I n 

I nt er n ati o n al j o ur n al of cli ni c al a n d e x p eri m e nt al p at h ol o g y 8 ( 8) , p p. 8 6 9 9 – 8 7 0 8.  

I m m ari g e o n,  Cl é m e nt;  K ar c h,  Fr a n ç oi s;  M a e d a,  R o b ert  K.  ( 2 0 1 9):  A  F A C S-b a s e d 

Pr ot o c ol  t o  I s ol at e  R N A  fr o m  t h e  S e c o n d ar y  C ell s  of  Dr o s o p hil a  M al e  A c c e s s or y 

Gl a n d s. I n J o ur n al of vi s u ali z e d e x p eri m e nt s : J o V E ( 1 5 1). D OI: 1 0. 3 7 9 1/ 6 0 2 1 8. 

I n n o c enti,  F e d eri c o;  C o o p er,  Gr e g or y  M.;  St a n a w a y,  I a n  B.;  G a m a z o n,  Eri c  R.; 

S mit h,  J o s h u a  D.;  Mir k o v,  S n e z a n a  et  al.  ( 2 0 1 1):  I d e ntifi c ati o n,  r e pli c ati o n,  a n d 
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f u n cti o n al  fi n e-m a p pi n g  of  e x pr e s si o n  q u a ntit ati v e  tr ait  l o ci  i n  pri m ar y  h u m a n  li v er 

ti s s u e. I n P L o S g e n eti c s 7 ( 5), e 1 0 0 2 0 7 8. D OI: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p g e n. 1 0 0 2 0 7 8.  

It o,  S a y a;  K a y u k a w a,  N ar u hir o;  U e d a,  T a k a s hi;  T a ni g u c hi,  Hi d ef u mi;  M ori o k a, 

Y u k a k o; H o n g o, F u mi y a; U ki m ur a, O s a m u ( 2 0 1 8 a): M R G B P pr o m ot e s A R -m e di at e d 

tr a n s a cti v ati o n  of  K L K 3  a n d  T M P R S S 2  vi a  a c et yl ati o n  of  hi st o n e  H 2 A. Z  i n  pr o st at e 

c a n c er  c ell s.  I n Bi o c hi mi c a  et  bi o p h y si c a  a ct a.  G e n e  r e g ul at or y  m e c h a ni s m s .  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. b b a gr m. 2 0 1 8. 0 7. 0 1 4.  

It o,  S a y a;  U e d a,  T a k a s hi;  U e n o,  A ki hi s a;  N a k a g a w a,  Hi d e o;  T a ni g u c hi,  Hi d ef u mi; 

K a y u k a w a,  N ar u hir o;  Mi ki,  T s u n e h ar u  ( 2 0 1 4):  A  g e n eti c  s cr e e n  i n  Dr o s o p hil a  f or 

r e g ul at or s  of  h u m a n  pr o st at e  c a n c er  pr o gr e s si o n.  I n Bi o c h e mi c al  a n d  bi o p h y si c al 

r e s e ar c h c o m m u ni c ati o n s 4 5 1 ( 4), p p.  5 4 8 – 5 5 5. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. b br c. 2 0 1 4. 0 8. 0 1 5.  

It o,  S a y a;  U e n o,  A ki hi s a;  U e d a,  T a k a s hi;  N a k a g a w a, Hi d e o;  T a ni g u c hi,  Hi d ef u mi; 

K a y u k a w a,  N ar u hir o  et  al.  ( 2 0 1 8 b):  C N P Y 2  i n hi bit s  M Y LI P -m e di at e d  A R  pr ot ei n 

d e gr a d ati o n  i n  pr o st at e  c a n c er  c ell s.  I n O n c ot ar g et 9  ( 2 5),  p p.  1 7 6 4 5 – 1 7 6 5 5.  D OI: 

1 0. 1 8 6 3 2/ o n c ot ar g et. 2 4 8 2 4.  

J a c k s o n,  C at h eri n e  L.  ( 2 0 1 9):  Li pi d  dr o pl e t  bi o g e n e si s.  I n C urr e nt  o pi ni o n  i n  c ell 

bi ol o g y 5 9, p p.  8 8 – 9 6. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c e b. 2 0 1 9. 0 3. 0 1 8.  

J a e g er, K. E.; Dij k str a, B. W.; R e et z, M. T. ( 1 9 9 9): B a ct eri al bi o c at al y st s: m ol e c ul ar 

bi ol o g y, t hr e e -di m e n si o n al str u ct ur e s, a n d bi ot e c h n ol o gi c al a p pli c ati o n s of li p a s e s. I n 

A n n u al  r e vi e w  of  mi cr o bi ol o g y 5 3,  p p.  3 1 5 – 3 5 1.  D OI: 

1 0. 1 1 4 6/ a n n ur e v. mi cr o. 5 3. 1. 3 1 5.  

J a m a s pi s h vili, T a m ar a; B er m a n, D a vi d M.; R o s s, A s hl e y E.; S c h er, H o w ar d I.; M ar z o, 

A n g el o  M.  d e;  S q uir e,  J er e m y  A.;  L ot a n,  T a m ar a  L.  ( 2 0 1 8):  Cli ni c al  i m pli c a ti o n s  of 

P T E N l o s s i n pr o st at e c a n c er. I n N at ur e r e vi e w s. Ur ol o g y 1 5 ( 4), p p.  2 2 2 – 2 3 4. D OI: 

1 0. 1 0 3 8/ nr ur ol. 2 0 1 8. 9.  

J a m n a g er w all a,  J u z ar  ( 2 0 1 7):  S er u m  c h ol e st er ol  a n d  ri s k  of  hi g h -gr a d e  pr o st at e 

c a n c er:  r e s ult s  fr o m  t h e  R E D U C E  st u d y.  I n Pr o st at e  c a n c er  a n d pr o st ati c  di s e a s e s 

2 1 ( 2), p p.  2 5 2 – 2 5 9. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 3 9 1 -0 1 7 -0 0 3 0 -9.  

J e o n,  H y e s u n g;  Bl a c kl o w,  St e p h e n  C.  ( 2 0 0 5):  Str u ct ur e  a n d  p h y si ol o gi c  f u n cti o n  of 

t h e  l o w-d e n sit y  li p o pr ot ei n  r e c e pt or.  I n A n n u al  r e vi e w  of  bi o c h e mi str y 7 4,  p p.  5 3 5 –

5 6 2. D OI: 1 0. 1 1 4 6/ a n n ur e v. bi o c h e m. 7 4. 0 8 2 8 0 3. 1 3 3 3 5 4.  
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Ji a n g,  H u a qi;  E d g ar,  Br u c e  A.  ( 2 0 0 9):  E G F R  si g n ali n g  r e g ul at e s  t h e  pr olif er ati o n  of 

Dr o s o p hil a a d ult mi d g ut pr o g e nit or s. I n D e v el o p m e nt ( C a m bri d g e, E n gl a n d) 1 3 6 ( 3), 

p p.  4 8 3 – 4 9 3. D OI: 1 0. 1 2 4 2/ d e v. 0 2 6 9 5 5.  

Ji a n g, H u a qi; P at el , P art hi v e H.; K o hl m ai er, Al e x a n d er; Gr e nl e y, M ar c O.; M c E w e n, 

D o n al d  G.;  E d g ar,  Br u c e  A.  ( 2 0 0 9):  C yt o ki n e/ J a k/ St at  si g n ali n g  m e di at e s 

r e g e n er ati o n  a n d  h o m e o st a si s  i n  t h e  Dr o s o p hil a  mi d g ut.  I n C ell 1 3 7  ( 7),  p p.  1 3 4 3 –

1 3 5 5. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c ell. 2 0 0 9. 0 5. 0 1 4.  

J o y c e, C. M.; St eit z, T. A. ( 1 9 9 5): P ol y m er a s e str u ct ur e s a n d f u n cti o n: v ari ati o n s o n a 

t h e m e ?  I n J o ur n al  of  b a ct eri ol o g y 1 7 7  ( 2 2),  p p.  6 3 2 1 – 6 3 2 9.  D OI: 

1 0. 1 1 2 8/j b. 1 7 7. 2 2. 6 3 2 1 -6 3 2 9. 1 9 9 5.  

K a d er eit,  B ert;  K u m ar,  Pr a d e e p;  W a n g,  W e n -J u n;  Mir a n d a,  Di e g o;  S n a p p,  Eri k  L.; 

S e v eri n a, N a di a et al. ( 2 0 0 8): E v ol uti o n aril y c o n s er v e d g e n e f a mil y i m p ort a nt f or f at 

st or a g e. I n Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of 

A m eri c a 1 0 5 ( 1), p p.  9 4 – 9 9. D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 0 7 0 8 5 7 9 1 0 5.  

K a m b er  K a y a,  H at e m  Elif;  Dit z el,  M ar k;  M ei er,  P a s c al;  B er g m a n n,  A n dr e a s  ( 2 0 1 7): 

A n i n hi bit or y m o n o -u bi q uit yl ati o n of t h e Dr o s o p hil a i niti at or c a s p a s e Dr o n c f u n cti o n s 

i n  b ot h  a p o pt oti c  a n d  n o n-a p o pt oti c  p at h w a y s.  I n P L o S  g e n eti c s 1 3  ( 2),  e 1 0 0 6 4 3 8. 

D OI: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p g e n. 1 0 0 6 4 3 8.  

K a mit a,  S hi z u o  G.;  H a m m o c k,  Br u c e  D.  ( 2 0 1 0):  J u v e nil e  h or m o n e  e st er a s e: 

bi o c h e mi str y a n d str u ct ur e. I n J o ur n al of p e sti ci d e s ci e n c e 3 5 ( 3), p p.  2 6 5 – 2 7 4. D OI: 

1 0. 1 5 8 4/j p e sti c s. R 1 0 -0 9.  

K ell n er -W ei b el,  G.;  G e n g,  Y.  J.;  R ot h b l at,  G.  H.  ( 1 9 9 9):  C yt ot o xi c  c h ol e st er ol  i s 

g e n er at e d  b y  t h e  h y dr ol y si s  of  c yt o pl a s mi c  c h ol e st er yl  e st er  a n d  tr a n s p ort e d  t o  t h e 

pl a s m a  m e m br a n e.  I n At h er o s cl er o si s 1 4 6  ( 2),  p p.  3 0 9 – 3 1 9.  D OI:  1 0. 1 0 1 6/ s 0 0 2 1 -

9 1 5 0( 9 9) 0 0 1 5 5 -0.  

K ell n er -W ei b el,  G.;  J er o m e,  W.  G.;  S m all,  D.  M.;  W ar n er,  G.  J.;  St olt e n b or g,  J.  K.; 

K e ar n e y, M. A. et al. ( 1 9 9 8): Eff e ct s of i ntr a c ell ul ar fr e e c h ol e st er ol a c c u m ul ati o n o n 

m a cr o p h a g e  vi a bilit y:  a  m o d el  f or  f o a m  c ell  d e at h.  I n Art eri o s cl er o si s,  t hr o m b o si s, 

a n d v a s c ul ar bi ol o g y 1 8 ( 3), p p.  4 2 3 – 4 3 1. D OI: 1 0. 1 1 6 1/ 0 1. at v. 1 8. 3. 4 2 3.  

K el str u p,  H a n s  C.;  H artf el d er,  Kl a u s;  E st er h ui z e n,  N a ni k e;  W o s sl er,  T h er e s a  C. 

( 2 0 1 7):  J u v e nil e  h or m o n e  tit er s,  o v ari a n  st at u s  a n d  e pi c uti c ul ar  h y dr o c ar b o n s  i n 
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g y n e s a n d w or k er s of t h e p a p er w a s p B el o n o g a st er l o n git ar s u s. I n J o ur n al of i n s e ct 

p h y si ol o g y 9 8, p p.  8 3 – 9 2. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j.ji n s p h y s. 2 0 1 6. 1 1. 0 1 4.  

K el str u p,  H a n s  C.;  H artf el d er,  Kl a u s;  N a s ci m e nt o,  F a bi o  S.;  Ri d dif or d,  L y n n  M. 

( 2 0 1 4):  T h e  r ol e  of  j u v e nil e  h or m o n e  i n  d o mi n a n c e  b e h a vi or,  r e pr o d u cti o n  a n d 

c uti c ul ar  p h er o m o n e  si g n ali n g  i n  t h e  c a st e -fl e xi bl e  e pi p o ni n e  w a s p,  S y n o e c a 

s uri n a m a. I n Fr o nti er s i n z o ol o g y 1 1 ( 1), p p.  1 – 1 9. D OI: 1 0. 1 1 8 6/ s 1 2 9 8 3 -0 1 4 -0 0 7 8 -5.  

Ki m,  R y e o  Ji n  ( 2 0 1 6):  T h e  G x S x G  m otif  of  Ar a bi d o p si s  m o n o a c yl gl y c er ol  li p a s e 

( M A G L 6  a n d  M A G L 8)  i s  e s s e nti al f or  t h eir  e n z y m e  a cti viti e s.  I n A p pli e d  bi ol o gi c al 

c h e mi str y 5 9 ( 6), p p.  8 3 3 – 8 4 0. D OI: 1 0. 1 0 0 7/ s 1 3 7 6 5 -0 1 6 -0 2 3 2 -1.  

Kli n g e n b er g,  M ar c el;  B e c k er,  J ür g e n;  E b ert h,  S o nj a;  K u b e,  Di et er;  Wilti n g,  J ör g 

( 2 0 1 4):  T h e  N A D P H  o xi d a s e  i n hi bit or i mi pr a mi n e-bl u e  i n  t h e  tr e at m e nt  of  B ur kitt 

l y m p h o m a.  I n M ol e c ul ar  c a n c er  t h er a p e uti c s 1 3  ( 4),  p p.  8 3 3 – 8 4 1.  D OI: 

1 0. 1 1 5 8/ 1 5 3 5 -7 1 6 3. M C T -1 3 -0 6 8 8.  

K o ell e, M. R.; T al b ot, W. S.; S e gr a v e s, W. A.; B e n d er, M. T.; C h er b a s, P.; H o g n e s s, 

D.  S.  ( 1 9 9 1):  T h e  Dr o s o p hil a  E c R  g e n e  e n c o d e s  a n  e c d y s o n e  r e c e pt or,  a  n e w 

m e m b er  of  t h e  st er oi d  r e c e pt or  s u p erf a mil y. I n C ell 6 7  ( 1),  p p.  5 9 – 7 7.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/ 0 0 9 2 -8 6 7 4( 9 1) 9 0 5 7 2 -g.  

K ol k h of,  P etr a;  W ert h e b a c h,  Mi c h a el;  v a n  d e  V e n n,  A n n a;  P o s c h m a n n,  G er e o n; 

C h e n,  Lili;  W elt e,  Mi c h a el  et  al. ( 2 0 1 7):  A  L u cif er a s e-fr a g m e nt  C o m pl e m e nt ati o n 

A s s a y t o D et e ct Li pi d Dr o pl et -a s s o ci at e d Pr ot ei n -Pr ot ei n I nt er a cti o n s. I n M ol e c ul ar & 

c ell ul ar pr ot e o mi c s : M C P 1 6 ( 3), p p.  3 2 9 – 3 4 5. D OI: 1 0. 1 0 7 4/ m c p. M 1 1 6. 0 6 1 4 9 9.  

K or n bl ut h, S all y; W hit e, Kri sti n ( 2 0 0 5): A p o pt o si s i n Dr o s o p hil a: n eit h er fi s h n or f o wl 

( n or  m a n,  n or  w or m).  I n J o ur n al  of  c ell  s ci e n c e 1 1 8  ( Pt  9),  p p.  1 7 7 9 – 1 7 8 7.  D OI: 

1 0. 1 2 4 2/j c s. 0 2 3 7 7.  

K or y,  N or a;  F ar e s e,  R o b ert  V.;  W alt h er,  T o bi a s  C.  ( 2 0 1 6):  T ar g eti n g  F at: 

M e c h a ni s m s of Pr ot ei n L o c ali z ati o n t o Li pi d Dr o pl et s. I n Tr e n d s i n c ell bi ol o g y 2 6 ( 7), 

p p.  5 3 5 – 5 4 6. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j.t c b. 2 0 1 6. 0 2. 0 0 7.  

K or y,  N or a;  Gr o n d,  S u s a n n e;  K a m at,  Si d d h e s h  S.;  Li,  Z hi h u a n;  Kr a h m er,  N at ali e; 

C hitr aj u,  C h a n dr a m o h a n  et  al.  ( 2 0 1 7):  Mi c e  l a c ki n g  li pi d  dr o pl et -a s s o ci at e d 

h y dr ol a s e,  a  g e n e  li n k e d  t o  h u m a n  pr o st at e  c a n c er,  h a v e  n or m al  c h ol e st er ol  e st er 

m et a b oli s m.  I n J o ur n al  of  li pi d  r e s e ar c h 5 8  ( 1),  p p.  2 2 6 – 2 3 5.  D OI: 

1 0. 1 1 9 4/jlr. M 0 7 2 5 3 8.  
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K or y,  N or a;  T hi a m,  A b d o u -R a c hi d;  F ar e s e,  R o b ert  V.;  W alt h er,  T o bi a s  C.  ( 2 0 1 5): 

Pr ot ei n  Cr o w di n g  I s  a  D et er mi n a nt  of  Li pi d  Dr o pl et  Pr ot ei n  C o m p o siti o n.  I n 

D e v el o p m e nt al c ell 3 4 ( 3), p p.  3 5 1 – 3 6 3. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. d e v c el. 2 0 1 5. 0 6. 0 0 7.  

K or z eli u s,  J er o m e;  N a u m a n n,  S v e nj a  K.;  L o z a -C oll,  M ari a n o  A.;  C h a n,  J e s si c a  S k; 

D utt a, D e v a nj ali; O b er h ei m, J e s si c a et a l. ( 2 0 1 4): E s c ar g ot m ai nt ai n s st e m n e s s a n d 

s u p pr e s s e s diff er e nti ati o n i n Dr o s o p hil a i nt e sti n al st e m c ell s. I n T h e E M B O j o ur n al 3 3 

( 2 4), p p. 2 9 6 7 – 2 9 8 2. D OI: 1 0. 1 5 2 5 2/ e m bj. 2 0 1 4 8 9 0 7 2.  

K oti a n, Nir u p a m a; Tr oi k e, K ati e M.; C urr a n, Kri st e n N.; L at hi a, J u sti n D.; M c D o n al d, 

J o c el y n A. ( 2 0 2 2): A Dr o s o p hil a R N Ai s cr e e n r e v e al s c o n s er v e d gli o bl a st o m a -r el at e d 

a d h e si o n g e n e s t h at r e g ul at e c oll e cti v e c ell mi gr ati o n. I n G 3 ( B et h e s d a, M d.) 1 2 ( 1). 

D OI: 1 0. 1 0 9 3/ g 3j o ur n al/j k a b 3 5 6.  

K o v al e n k o,  El e n a  V.;  M a zi n a,  M ari n a  Y u;  Kr a s n o v,  Al e k s e y  N.;  V or o b y e v a, 

N a d e z h d a E. ( 2 0 1 9): T h e Dr o s o p hil a n u cl e ar r e c e pt or s E c R a n d E R R j oi ntl y r e g ul at e 

t h e e x pr e s si o n of g e n e s i n v ol v e d i n c ar b o h y dr at e m et a b oli s m. I n I n s e ct bi o c h e mi str y 

a n d m ol e c ul ar bi ol o g y 1 1 2, p.  1 0 3 1 8 4. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j.i b m b. 2 0 1 9. 1 0 3 1 8 4.  

Kr a h m er, N at ali e; F ar e s e, R o b ert V.; W alt h er, T o bi a s C. ( 2 0 1 3 a): B al a n ci n g t h e f at: 

li pi d  dr o pl et s  a n d  h u m a n  di s e a s e. I n E M B O  M ol  M e d 5  ( 7),  p p.  9 7 3 – 9 8 3.  D OI: 

1 0. 1 0 0 2/ e m m m. 2 0 1 1 0 0 6 7 1.  

Kr a h m er, N at ali e; Hil g er, M a xi mili a n e; K or y, N or a; Wilfli n g, Fl ori a n; St o e hr, G a bri el e; 

M a n n,  M att hi a s  et  al. ( 2 0 1 3 b):  Pr ot ei n  c orr el ati o n  pr ofil e s  i d e ntif y  li pi d  dr o pl et 

pr ot ei n s  wit h  hi g h  c o nfi d e n c e.  I n M ol e c ul ar  &  c ell ul ar  pr ot e o mi c s  :  M C P 1 2  ( 5), 

p p.  1 1 1 5 – 1 1 2 6. D OI: 1 0. 1 0 7 4/ m c p. M 1 1 2. 0 2 0 2 3 0.  

Kr a h m er,  N at ali e;  N aj afi,  B a h ar;  S c h u e d er,  Fl ori a n;  Q u a gli ari ni,  F a bi a n a;  St e g er, 

M arti n; S eit z, S u s a n n e et al. ( 2 0 1 8): Or g a n ell ar Pr ot e o mi c s a n d P h o s p h o -Pr ot e o mi c s 

R e v e al  S u b c ell ul ar  R e or g a ni z ati o n  i n  Di et -I n d u c e d  He p ati c  St e at o si s.  I n 

D e v el o p m e nt al c ell 4 7 ( 2), 2 0 5 -2 2 1. e 7. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. d e v c el. 2 0 1 8. 0 9. 0 1 7.  

Kr a u s e,  R o b ert  G.  E.;  G ol dri n g,  J.  P.  D e a n  ( 2 0 1 9):  Cr y st al  vi ol et  st ai n s  pr ot ei n s  i n 

S D S -P A G E g el s a n d z y m o gr a m s. I n A n al yti c al bi o c h e mi str y 5 6 6, p p.  1 0 7 – 1 1 5. D O I: 

1 0. 1 0 1 6/j. a b. 2 0 1 8. 1 1. 0 1 5.  

K u b o,  A y u k o;  M at s u k a,  Mir ai;  Mi n a mi,  R y u n o s u k e;  Ki m ur a,  F u mi k a;  S a k at a -Niit s u, 

R u mi; K o k ur y o, A ki hi k o et al. ( 2 0 1 8): N utri e nt c o n diti o n s s e n s e d b y t h e r e pr o d u cti v e 

or g a n d uri n g d e v el o p m e nt o pti mi z e m al e f e c u n dit y i n Dr o s o p hil a.  I n G e n e s t o c ell s : 
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d e v ot e d  t o  m ol e c ul ar  &  c ell ul ar  m e c h a ni s m s 2 3  ( 7),  p p.  5 5 7 – 5 6 7.  D OI: 

1 0. 1 1 1 1/ gt c. 1 2 6 0 0.  

L a n e,  D.  P.  ( 1 9 9 2):  C a n c er.  p 5 3,  g u ar di a n  of  t h e  g e n o m e.  I n N at ur e 3 5 8  ( 6 3 8 1), 

p p.  1 5 – 1 6. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ 3 5 8 0 1 5 a 0.  

L e  W a n g;  L u,  Bi n;  H e,  M e n gji e;  W a n g,  Y o u qi n g;  W a n g,  Z o n g pi n g;  D u,  Li n g bi n 

( 2 0 2 2): Pr o st at e C a n c er I n ci d e n c e a n d M ort alit y: Gl o b al St at u s a n d T e m p or al Tr e n d s 

i n 8 9 C o u ntri e s Fr o m 2 0 0 0 t o 2 0 1 9. I n Fr o nti er s i n p u bli c h e alt h 1 0, p.  8 1 1 0 4 4. D OI: 

1 0. 3 3 8 9/f p u b h. 2 0 2 2. 8 1 1 0 4 4.  

L e e, D. H.; G ol d b er g,  A. L. ( 1 9 9 8): Pr ot e a s o m e i n hi bit or s: v al u a bl e n e w t o ol s f or c ell 

bi ol o gi st s.  I n Tr e n d s  i n  c ell  bi ol o g y 8  ( 1 0),  p p.  3 9 7 – 4 0 3.  D OI:  1 0. 1 0 1 6/ s 0 9 6 2 -

8 9 2 4( 9 8) 0 1 3 4 6 -4.  

L e e,  H a n g n o h;  M c M a n u s,  C.  J o el;  C h o,  D o n g -Y e o n;  E at o n,  M att h e w;  R e n d a, 

Fi or a n n a;  S o m m a,  M ari a  P atri zi a  et  al.  ( 2 0 1 4):  D N A  c o p y  n u m b er  e v ol uti o n  i n 

Dr o s o p hil a  c ell  li n e s.  I n G e n o m e  bi ol o g y 1 5  ( 8),  R 7 0.  D OI:  1 0. 1 1 8 6/ g b -2 0 1 4 -1 5 -8 -

r 7 0. 

L e e, Y. F.; S h yr, C. R.; T hi n, T. H.; Li n, W. J.; C h a n g, C. ( 1 9 9 9): C o n v er g e n c e of t w o 

r e pr e s s or s t hr o u g h h et er o di m er for m ati o n of a n dr o g e n r e c e pt or a n d t e sti c ul ar or p h a n 

r e c e pt or-4:  a  u ni q u e  si g n ali n g  p at h w a y  i n  t h e  st er oi d  r e c e pt or  s u p erf a mil y.  I n 

Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of A m eri c a 9 6 

( 2 6), p p. 1 4 7 2 4 – 1 4 7 2 9. D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 9 6. 2 6. 1 4 7 2 4.  

L ei bli c h,  A ar o n;  H ell b er g,  J o s e p hi n e  E.  E.  U.;  S e k ar,  A a s hi k a;  G a n d y,  C ari n a; 

M e n d e s,  Cl a u di a  C.;  R e d h ai,  Si a m a k  et  al.  ( 2 0 1 9):  M ati n g  i n d u c e s  s wit c h  fr o m 

h or m o n e -d e p e n d e nt  t o  h or m o n e -i n d e p e n d e nt  st er oi d  r e c e pt or-m e di at e d  gr o wt h  i n 

Dr o s o p hil a  s e c o n d ar y  c ell s.  I n P L o S  bi ol o g y 1 7  ( 1 0),  e 3 0 0 0 1 4 5.  D OI: 

1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p bi o. 3 0 0 0 1 4 5.  

L ei bli c h,  A ar o n;  M ar s d e n,  L u k e;  G a n d y,  C ari n a;  C orri g a n,  L a ur a;  J e n ki n s,  R a c h el; 

H a m d y,  Fr e d di e;  Wil s o n,  Cli v e  ( 2 0 1 2):  B o n e  m or p h o g e n eti c  pr ot ei n - a n d  m ati n g -

d e p e n d e nt s e cr et or y c ell gr o wt h a n d mi gr ati o n i n t h e Dr o s o p hil a a c c e s s or y gl a n d. I n 

Pr o c e e di n g s  of  t h e  N ati o n al  A c a d e m y  of  S ci e n c e s  of  t h e  U nit e d  St at e s  of  A m eri c a 

1 0 9 ( 4 7), p p.  1 9 2 9 2 – 1 9 2 9 7. D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 2 1 4 5 1 7 1 0 9.  
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L e n g y el, F.; W e st erl u n d, S. A.; K ai b, M. ( 2 0 0 7) : J u v e nil e h or m o n e III i nfl u e n c e s t a s k-

s p e cifi c c uti c ul ar h y dr o c ar b o n pr ofil e c h a n g e s i n t h e a nt M yr mi c ari a e u m e n oi d e s. I n 

J o ur n al of c h e mi c al e c ol o g y 3 3 ( 1), p p.  1 6 7 – 1 8 1. D OI: 1 0. 1 0 0 7/ s 1 0 8 8 6 -0 0 6 -9 1 8 5 -x.  

L e vi n e,  B e nj a mi n  D.;  C a g a n,  R o s s  L.  ( 2 0 1 6):  Dr o s o p hi l a  L u n g  C a n c er  M o d el s 

I d e ntif y  Tr a m eti ni b  pl u s  St ati n  a s  C a n di d at e  T h er a p e uti c.  I n C ell  r e p ort s 1 4  ( 6), 

p p.  1 4 7 7 – 1 4 8 7. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c elr e p. 2 0 1 5. 1 2. 1 0 5.  

Li, B o; L u, W e nf u; C h e n, Z h e n b a n g ( 2 0 1 4 a): R e g ul ati o n of A n dr o g e n R e c e pt or b y E 3 

U bi q uiti n Li g a s e s: f o r M or e or L e s s. I n R e c e pt or s & cli ni c al i n v e sti g ati o n 1 ( 5). D OI: 

1 0. 1 4 8 0 0/r ci. 1 2 2.  

Li,  B o;  L u,  W e nf u;  Y a n g,  Qi n g;  Y u,  Xi u pi n g;  M at u si k,  R o b ert  J.;  C h e n,  Z h e n b a n g 

( 2 0 1 4 b):  S k p 2  r e g ul at e s  a n dr o g e n  r e c e pt or  t hr o u g h  u bi q uiti n-m e di at e d  d e gr a d ati o n 

i n d e p e n d e nt of  A kt/ m T O R  p at h w a y s  i n  pr o st at e  c a n c er.  I n T h e  Pr o st at e 7 4  ( 4), 

p p.  4 2 1 – 4 3 2. D OI: 1 0. 1 0 0 2/ pr o s. 2 2 7 6 3.  

Li, J.; Y e n, C.; Li a w, D.; P o d s y p a ni n a, K.; B o s e, S.; W a n g, S. I. et al. ( 1 9 9 7): P T E N, a 

p ut ati v e  pr ot ei n  t yr o si n e  p h o s p h at a s e  g e n e  m ut at e d  i n  h u m a n  br ai n,  br e a st,  a n d 

pr o st at e  c a n c er.  I n S ci e n c e  ( N e w  Y or k,  N. Y.) 2 7 5  ( 5 3 0 8),  p p.  1 9 4 3 – 1 9 4 7.  D OI: 

1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 2 7 5. 5 3 0 8. 1 9 4 3.  

Li,  S h u ai;  Z h o u,  Ti;  Li,  C e n;  D ai,  Z hi y u;  Di  C h e;  Y a o,  Y a c h a o  et  al.  ( 2 0 1 4 c):  Hi g h 

m et a st ati c g a stri c a n d br e a st c a n c er c ell s c o n s u m e ol ei c a ci d i n a n A M P K d e p e n d e nt 

m a n n er. I n Pl o S o n e 9 ( 5), e 9 7 3 3 0. D OI: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 9 7 3 3 0.  

Li,  Y a -N a;  Li u,  Y u -B o;  Xi e,  X u e -Qi n;  Z h a n g,  Ji a -Ni n g;  Li,  W e n -Li  ( 2 0 2 0):  T h e 

M o d ul ati o n  of  Tr e h al o s e  M et a b oli s m  b y  2 0 -H y dr o x y e c d y s o n e  i n A nt h er a e a  p er n yi 

( L e pi d o pt er a:  S at ur nii d a e)  D uri n g  it s  Di a p a u s e  T er mi n ati o n  a n d  P o st -T er mi n ati o n 

P eri o d. I n J o ur n al of i n s e ct s ci e n c e ( O nli n e) 2 0 ( 5). D OI: 1 0. 1 0 9 3/ji s e s a/i e a a 1 0 8.  

Li, Y a n g; G a o, J u n y u a n; L u, Z h o n gj u; M c F arl a n d, K elli; S hi, Ji n g yi; B o c k, K e vi n et al. 

( 2 0 1 3):  I ntr a c ell ul ar  A T P  bi n di n g  i s  r e q uir e d  t o  a cti v at e  t h e  sl o wl y  a cti v ati n g  K + 

c h a n n el  I( K s).  I n Pr o c e e di n g s  of  t h e  N ati o n al  A c a d e m y  of  S ci e n c e s  of  t h e  U nit e d 

St at e s of A m eri c a 1 1 0 ( 4 7), p p.  1 8 9 2 2 – 1 8 9 2 7. D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 3 1 5 6 4 9 1 1 0.  

Li b erti ,  M ari a  V.;  L o c a s al e,  J a s o n  W.  ( 2 0 1 6):  T h e  W ar b ur g  Eff e ct:  H o w  D o e s  it 

B e n efit  C a n c er  C ell s ?  I n Tr e n d s  i n  bi o c h e mi c al  s ci e n c e s 4 1  ( 3),  p p.  2 1 1 – 2 1 8.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j.ti b s. 2 0 1 5. 1 2. 0 0 1.  
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Li n d str ö m,  S ar a;  S c h u m a c h er,  Fr e dri c k  R.;  C a m p a,  D a ni el e;  Al b a n e s, D e m etri u s; 

A n dri ol e, G er al d; B er n dt, S o nj a I. et al. ( 2 0 1 2): R e pli c ati o n of fi v e pr o st at e c a n c er l o ci 

i d e ntifi e d  i n  a n  A si a n  p o p ul ati o n--r e s ult s  fr o m  t h e  N CI  Br e a st  a n d  Pr o st at e  C a n c er 

C o h ort  C o n s orti u m  ( B P C 3).  I n C a n c er  e pi d e mi ol o g y,  bi o m ar k er s  &  pr e v e nti o n  :  a 

p u bli c ati o n  of  t h e  A m eri c a n  A s s o ci ati o n  f or  C a n c er  R e s e ar c h,  c o s p o n s or e d  b y  t h e 

A m eri c a n  S o ci et y  of  Pr e v e nti v e  O n c ol o g y 2 1  ( 1),  p p.  2 1 2 – 2 1 6.  D OI:  1 0. 1 1 5 8/ 1 0 5 5 -

9 9 6 5. E PI -1 1 -0 8 7 0 -T.  

Li u, H u a nf a; K u bli, Eri c ( 2 0 0 3): S e x -p e pti d e i s t h e m ol e c ul ar b a si s of  t h e s p er m eff e ct 

i n Dr o s o p hil a m el a n o g a st er. I n Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of 

t h e  U nit e d  St at e s  of  A m eri c a 1 0 0  ( 1 7),  p p.  9 9 2 9 – 9 9 3 3.  D OI: 

1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 6 3 1 7 0 0 1 0 0.  

Li u,  Pi n g s h e n g;  Yi n g,  Y u n s h u;  Z h a o,  Yi n g mi n g;  M u n d y,  D or ot h y  I.;  Z h u,  M e if a n g; 

A n d er s o n, Ri c h ar d G. W. ( 2 0 0 4): C hi n e s e h a m st er o v ar y K 2 c ell li pi d dr o pl et s a p p e ar 

t o b e m et a b oli c or g a n ell e s i n v ol v e d i n m e m br a n e tr affi c. I n T h e J o ur n al of bi ol o gi c al 

c h e mi str y 2 7 9 ( 5), p p.  3 7 8 7 – 3 7 9 2. D OI: 1 0. 1 0 7 4/j b c. M 3 1 1 9 4 5 2 0 0.  

Li u,  Y a n g;  S hi, K e;  C h e n,  Y o n g;  W u,  Xi a nr ui;  C h e n,  Z h e n g;  C a o,  K e  et  al.  ( 2 0 2 1): 

E x o s o m e s  a n d  T h eir  R ol e  i n  C a n c er  Pr o gr e s si o n.  I n Fr o nti er s  i n  o n c ol o g y 1 1, 

p.  6 3 9 1 5 9. D OI: 1 0. 3 3 8 9/f o n c. 2 0 2 1. 6 3 9 1 5 9.  

Li u, Yiti n g; Li a o, Sif a n g; V e e n str a, J a n A.; N ä s s el, Di c k R. ( 2 0 1 6): Dr o s o p hil a i n s uli n -

li k e  p e pti d e  1  ( DI L P 1)  i s  tr a n si e ntl y  e x pr e s s e d  d uri n g  n o n-f e e di n g  st a g e s  a n d 

r e pr o d u cti v e d or m a n c y. I n S ci e ntifi c r e p ort s 6, p.  2 6 6 2 0. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ sr e p 2 6 6 2 0.  

L o n d o s,  C.;  Br a s a e ml e,  D.  L.;  S c h ult z,  C.  J.;  S e gr e st,  J.  P.;  Ki m m el,  A.  R.  ( 1 9 9 9 ): 

P erili pi n s,  A D R P,  a n d  ot h er  pr ot ei n s  t h at  a s s o ci at e  wit h  i ntr a c ell ul ar  n e utr al  li pi d 

dr o pl et s i n a ni m al c ell s. I n S e mi n ar s i n c ell & d e v el o p m e nt al bi ol o g y 1 0 ( 1), p p.  5 1 –

5 8. D OI: 1 0. 1 0 0 6/ s c d b. 1 9 9 8. 0 2 7 5.  

L o n g,  Qi n g -Z hi;  D u,  Y u e -F e n g;  Di n g,  Xi a o -Yi n g;  Li,  Xi a n g;  S o n g,  W e n -Bi n;  Y a n g, 

Y o n g  et  al.  ( 2 0 1 2):  R e pli c ati o n  a n d  fi n e  m a p pi n g  f or  a s s o ci ati o n  of  t h e  C 2 orf 4 3, 

F O X P 4, G P R C 6 A a n d R F X 6 g e n e s wit h pr o st at e c a n c er i n t h e C hi n e s e p o p ul ati o n. 

I n Pl o S o n e 7 ( 5), e 3 7 8 6 6. D OI: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 3 7 8 6 6.  

L o n g,  R o n a n  M.;  M orri s s e y,  C ol m;  Fit z p atri c k,  J o h n  M.;  W at s o n,  R.  Willi a m  G. 

( 2 0 0 5):  Pr o st at e  e pit h eli al  c ell  diff er e nti ati o n  a n d  it s  r el e v a n c e  t o  t h e  u n d er st a n di n g 
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of  pr o st at e  c a n c er  t h er a pi e s.  I n Cli ni c al  s ci e n c e  ( L o n d o n,  E n gl a n d  :  1 9 7 9) 1 0 8  ( 1), 

p p.  1 – 1 1. D OI:  1 0. 1 0 4 2/ C S 2 0 0 4 0 2 4 1.  

L o s a d a -P ér e z,  M arí a;  H er n á n d e z  G ar cí a -M or e n o,  M a m e n;  G ar cí a -Ri c ot e,  Ir e n e; 

C a s a s -Ti nt ó,  S er gi o  ( 2 0 2 2):  S y n a pti c  c o m p o n e nt s  ar e  r e q uir e d  f or  gli o bl a st o m a 

pr o gr e s si o n  i n  Dr o s o p hil a.  I n P L o S  g e n eti c s 1 8  ( 7),  e 1 0 1 0 3 2 9.  D OI: 

1 0. 1 3 7 1/j o ur n al . p g e n. 1 0 1 0 3 2 9. 

L ü, F e n g -G o n g; F u, K ai -Y u n; G u o, W e n -C h a o; Li, G u o -Qi n g ( 2 0 1 5): C h ar a ct eri z ati o n 

of  t w o  j u v e nil e  h or m o n e  e p o xi d e  h y dr ol a s e s  b y  R N A  i nt erf er e n c e  i n  t h e  C ol or a d o 

p ot at o b e etl e. I n G e n e 5 7 0 ( 2), p p.  2 6 4 – 2 7 1. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. g e n e. 2 0 1 5. 0 6. 0 3 2.  

L ui ni n g,  Wi et s k e  I.;  C y s o u w,  M att hij s  C.  F.;  M eij er,  D e n ni e;  H e n dri k s e,  N.  H arr y; 

B o ell a ar d, R o n al d; Vi s, A n dr é N.; O pr e a -L a g er, D a ni el a E. ( 2 0 2 2): T ar g eti n g P S M A 

R e v ol uti o ni z e s t h e R ol e of N u cl e ar M e di ci n e i n Di a g n o si s a n d Tr e at m e nt of Pr o st at e 

C a n c er. I n C a n c er s 1 4 ( 5). D OI: 1 0. 3 3 9 0/ c a n c er s 1 4 0 5 1 1 6 9.  

L u o, W e n qi n; W a n g, H u a n; R e n, Li a n gli a n g; L u, Z e yi; Z h e n g, Qi mi n g; Di n g, Lif e n g et 

al.  ( 2 0 2 2):  A d di n g  f u el  t o  t h e  fir e:  T h e  li pi d  dr o pl et  a n d  it s  a s s o ci at e d  pr ot ei n s  i n 

c a n c er  pr o gr e s si o n.  I n I nt.  J.  Bi ol.  S ci. 1 8  ( 1 6),  p p.  6 0 2 0 – 6 0 3 4.  D OI: 

1 0. 7 1 5 0/ij b s. 7 4 9 0 2.  

M arj ot,  T h o m a s;  M o oll a,  A h m a d;  C o b b ol d,  J er e m y  F.;  H o d s o n,  L e a n n e;  T o mli n s o n, 

J er e m y  W.  ( 2 0 2 0):  N o n al c o h oli c  F att y  Li v er  Di s e a s e  i n  A d ult s:  C urr e nt  C o n c e pt s  i n 

Eti ol o g y,  O ut c o m e s,  a n d  M a n a g e m e nt.  I n E n d o cri n e  r e vi e w s 4 1  ( 1).  D OI: 

1 0. 1 2 1 0/ e n dr e v/ b n z 0 0 9.  

M arti n, I n a V.; M a c N eill, St u art A. ( 2 0 0 2): A T P -d e p e n d e nt D N A li g a s e s. I n G e n o m e 

bi ol o g y 3 ( 4), R E VI E W S 3 0 0 5. D OI: 1 0. 1 1 8 6/ g b -2 0 0 2 -3 -4 -r e vi e w s 3 0 0 5. 

M artí n e z -S á n c h e z,  N o eli a  ( 2 0 2 0):  T h er e  a n d  B a c k  A g ai n:  L e pti n  A c ti o n s  i n  W hit e 

A di p o s e Ti s s u e. I n I J M S 2 1 ( 1 7), p.  6 0 3 9. D OI: 1 0. 3 3 9 0/ij m s 2 1 1 7 6 0 3 9.  

M art or ell,  Ò s c ar;  M erl o s -S u ár e z,  A n n a;  C a m p b ell,  K yr a;  B arri g a,  Fr a n ci s c o  M.; 

C hri st o v,  C hri st o  P.;  Mi g u el -Ali a g a,  Ir e n e  et  al.  ( 2 0 1 4):  C o n s er v e d  m e c h a ni s m s  of 

t u m ori g e n e sis  i n  t h e  Dr o s o p hil a  a d ult  mi d g ut.  I n Pl o S  o n e 9  ( 2),  e 8 8 4 1 3.  D OI: 

1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 8 8 4 1 3.  

M c Cl ur g,  Ur s z ul a  L.;  C or k,  D a vi d  M.  W.;  D ar b y,  St e v e n;  R y a n -M u n d e n,  Cl a u di a  A.; 

N a kj a n g, Siri ntr a; M e n d e s C ôrt e s, L eti ci a et al. ( 2 0 1 7): I d e ntifi c ati o n of a n o v el K 3 1 1 
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u bi q uiti n ati o n  sit e  criti c al  f or  a n dr o g e n  r e c e pt or  tr a n s cri pti o n al  a cti vit y.  I n N u cl ei c 

a ci d s r e s e ar c h 4 5 ( 4), p p.  1 7 9 3 – 1 8 0 4. D OI: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k w 1 1 6 2.  

M c G uir e,  S e a n  E.;  M a o,  Z h e n g m ei;  D a vi s,  R o n al d  L.  ( 2 0 0 4):  S p ati ot e m p or al  g e n e 

e x pr e s si o n  t ar g eti n g  wit h  t h e  T A R G E T  a n d  g e n e -s wit c h  s y st e m s  i n  Dr o s o p hil a.  I n 

S ci e n c e' s  S T K E  :  si g n al  tr a n s d u cti o n  k n o wl e d g e  e n vir o n m e nt 2 0 0 4  ( 2 2 0),  pl 6.  D OI: 

1 0. 1 1 2 6/ st k e. 2 2 0 2 0 0 4 pl 6.  

M ei s el m a n, M att h e w; L e e, S a n g S o o; Tr a n, R a y m o n d -T a n; D ai, H o n gji u; Di n g, Yi k e; 

Ri v er a -P e r e z,  Cri s al ej a n dr a  et  al.  ( 2 0 1 7):  E n d o cri n e  n et w or k  e s s e nti al  f or 

r e pr o d u cti v e  s u c c e s s  i n  Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er.  I n Pr o c e e di n g s  of  t h e  N ati o n al 

A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of A m eri c a 1 1 4 ( 1 9), E 3 8 4 9 -E 3 8 5 8. D OI: 

1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 6 2 0 7 6 0 1 1 4.  

M e u ni er,  Ni c ol a s;  B el g a c e m,  Y e s s er  H a dj;  M arti n,  J e a n -R e n é  ( 2 0 0 7):  R e g ul ati o n  of 

f e e di n g b e h a vi o ur a n d l o c o m ot or a cti vit y b y t a k e o ut i n Dr o s o p hil a. I n T h e J o ur n al of 

e x p eri m e nt al bi ol o g y 2 1 0 ( Pt 8), p p.  1 4 2 4 – 1 4 3 4. D OI: 1 0. 1 2 4 2/j e b. 0 2 7 5 5.  

Mi c c h elli, Cr ai g A.; P e rri m o n, N or b ert ( 2 0 0 6): E vi d e n c e t h at st e m c ell s r e si d e i n t h e 

a d ult  Dr o s o p hil a  mi d g ut  e pit h eli u m.  I n N at ur e 4 3 9  ( 7 0 7 5),  p p.  4 7 5 – 4 7 9.  D OI: 

1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 4 3 7 1.  

Mi c h a u d,  J a s o n  E.;  Bill u p s,  K e vi n  L.;  P arti n,  Al a n  W.  ( 2 0 1 5):  T e st o st er o n e  a n d 

pr o st at e  c a n c er: a n  e vi d e n c e -b a s e d  r e vi e w  of  p at h o g e n e si s  a n d  o n c ol o gi c  ri s k.  I n 

T h er a p e uti c  a d v a n c e s  i n  ur ol o g y 7  ( 6),  p p.  3 7 8 – 3 8 7.  D OI: 

1 0. 1 1 7 7/ 1 7 5 6 2 8 7 2 1 5 5 9 7 6 3 3.  

Mi n a mi,  R y u n o s u k e;  W a k a b a y a s hi,  Mi y u ki;  S u gi m ori,  S ei k o;  T a ni g u c hi,  Kii c hir o; 

K o k ur y o,  A ki hi k o;  I m a n o, T a k a o  et  al.  ( 2 0 1 2):  T h e  h o m e o d o m ai n  pr ot ei n  d ef e cti v e 

pr o v e ntri c ul u s  i s  e s s e nti al  f or  m al e  a c c e s s or y  gl a n d  d e v el o p m e nt  t o  e n h a n c e 

f e c u n dit y  i n  Dr o s o p hil a.  I n Pl o S  o n e 7  ( 3),  e 3 2 3 0 2.  D OI: 

1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 3 2 3 0 2.  

Mirt h,  C hri st e n;  Tr u m a n,  J a m e s  W.;  Ri d dif or d,  L y n n  M.  ( 2 0 0 5):  T h e  r ol e  of  t h e 

pr ot h or a ci c  gl a n d  i n  d et er mi ni n g  criti c al  w ei g ht  f or  m et a m or p h o si s  i n  Dr o s o p hil a 

m el a n o g a st er.  I n C urr e nt  bi ol o g y  :  C B 1 5  ( 2 0),  p p.  1 7 9 6 – 1 8 0 7.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. c u b. 2 0 0 5. 0 9. 0 1 7.  
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Mirt h,  C hri st e n  K err y;  S hi n gl et o n,  Al e x a n d er  W.  ( 2 0 1 2):  I nt e gr ati n g  b o d y  a n d  or g a n 

si z e  i n  Dr o s o p hil a:  r e c e nt  a d v a n c e s  a n d  o ut st a n di n g  pr o bl e m s.  I n Fr o nti er s  i n 

e n d o cri n ol o g y 3, p.  4 9. D OI: 1 0. 3 3 8 9/f e n d o. 2 0 1 2. 0 0 0 4 9.  

Mirt h, C hri st e n K err y; T a n g, H ui Y u a n; M a k o h o n -M o or e, S a s h a C.; S al h a d ar, S a m y; 

G o k h al e, R e w at e e H.; W ar n er, R a e c h el D. et al. ( 2 0 1 4): J u v e nil e h or m o n e r e g ul at e s 

b o d y si z e a n d p ert ur b s i n s uli n si g n ali n g i n Dr o s o p hil a. I n Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al 

A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of A m eri c a 1 1 1 ( 1 9), p p.  7 0 1 8 – 7 0 2 3. D OI: 

1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 3 1 3 0 5 8 1 1 1.  

Mir z o y a n, Z h a s mi n e; S oll a z z o, M a n u el a; All o c c a, M ari at er e s a; V al e n z a, Ali c e M ari a; 

Grif o ni, D a ni el a; B ell o st a, P a ol a ( 2 0 1 9): Dr o s o p hil a m el a n o g a st er: A M o d el Or g a ni s m 

t o St u d y C a n c er. I n Fr o nti er s i n g e n eti c s 1 0, p.  5 1. D OI: 1 0. 3 3 8 9/f g e n e. 2 0 1 9. 0 0 0 5 1.  

Mi sr a,  S ni g d h a;  P a n d e y,  A n uj  K u m ar;  G u pt a,  S ni g d h a;  K u m ar,  Aj a y;  K h a n n a, 

Pri y a n k a;  S h a n k ar,  J ai;  R a vi  R a m,  Kri sti p ati  ( 2 0 1 7):  E str o g e n  r el at e d  r e c e pt or  i s 

r e q uir e d  f or  t h e  t e sti c ul ar  d e v el o p m e nt  a n d  f or  t h e  n or m al  s p er m 

a x o n e m e/ mit o c h o n dri al  d eri v ati v e s  i n  Dr o s o p hil a  m al e s.  I n S ci e ntifi c  r e p ort s 7, 

p.  4 0 3 7 2. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ sr e p 4 0 3 7 2.  

Mitr a,  R a nj a n a;  L e,  T h u c  T.;  G orj al a,  Pri y at h a m;  G o o d m a n  Jr.,  O s c ar  B.  ( 2 0 1 7): 

P o siti v e  r e g ul ati o n  of  pr o st at e  c a n c er  c ell  gr o wt h  b y  li pi d  dr o pl et f or mi n g  a n d 

pr o c e s si n g  e n z y m e s  D G A T 1  a n d  A B H D 5.  I n B M C  c a n c er 1 7  ( 1),  p p.  1 – 1 2.  D OI: 

1 0. 1 1 8 6/ s 1 2 8 8 5 -0 1 7 -3 5 8 9 -6.  

M ur p h y, D. J. ( 2 0 0 1): T h e bi o g e n e si s a n d f u n cti o n s of li pi d b o di e s i n a ni m al s, pl a nt s 

a n d  mi cr o or g a ni s m s.  I n Pr o gr e s s  i n  li pi d  r e s e ar c h 4 0  ( 5), p p.  3 2 5 – 4 3 8.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/ s 0 1 6 3 -7 8 2 7( 0 1) 0 0 0 1 3 -3.  

M urt ol a, T e e m u J. ( 2 0 1 8): S er u m c h ol e st er ol a n d pr o st at e c a n c er ri s k i n t h e Fi n ni s h 

r a n d o mi z e d st u d y of s cr e e ni n g f or pr o st at e c a n c er. I n Pr o st at e c a n c er a n d pr o st ati c 

di s e a s e s , p p. 1 – 1 1. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 3 9 1 -0 1 8 -0 0 8 7 -0.  

M u s s el m a n,  L a ur a  P al a n k er;  K ü h nl ei n,  R o n al d  P.  ( 2 0 1 8):  Dr o s o p hil a  a s  a  m o d el  t o 

st u d y o b e sit y a n d m et a b oli c di s e a s e. I n T h e J o ur n al of e x p eri m e nt al bi ol o g y 2 2 1 ( Pt 

S u p pl 1). D OI: 1 0. 1 2 4 2/j e b. 1 6 3 8 8 1.  

N ajt,  C h arl e s  P.;  D e v ar aj a n,  M a hi m a;  M a s h e k,  D o u gl a s  G.  ( 2 0 2 2):  P erili pi n s  at  a 

gl a n c e. I n J o ur n al of c ell s ci e n c e 1 3 5 ( 5). D OI: 1 0. 1 2 4 2/j c s. 2 5 9 5 0 1.  
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N ar e s h K u m ar, M.; T h u n u g u ntl a, V B S C; C h a n dr a S e k h ar, B.; B o n dili, J. S. ( 2 0 1 8): 

S a c c h ar o m y c e s  c er e vi si a e  li pi d  dr o pl et  a s s o ci at e d  e n z y m e  Y pr 1 4 7 c p  s h o w s  b ot h 

T A G  li p a s e  a n d  e st er  h y dr ol a s e  a cti viti e s.  I n T h e  J o ur n al  of  g e n er al  a n d  a p pli e d 

mi cr o bi ol o g y 6 4 ( 2), p p.  7 6 – 8 3. D OI: 1 0. 2 3 2 3/j g a m. 2 0 1 7. 0 8. 0 0 1.  

N a v arr o, D o mi n g o; L u z ar d o, O ct a vi o P.; F er n á n d e z, L e a n dr o; C h e s a, Ni c ol á s; Dí a z -

C hi c o, B o nif a ci o N. ( 2 0 0 2): Tr a n siti o n t o a n dr o g e n -i n d e p e n d e n c e i n pr o st at e c a n c er. 

I n T h e  J o ur n al  of  st er oi d  bi o c h e mi str y  a n d  m ol e c ul ar  bi ol o g y 8 1  ( 3),  p p.  1 9 1 – 2 0 1. 

D OI: 1 0. 1 0 1 6/ s 0 9 6 0 -0 7 6 0( 0 2) 0 0 0 6 4 -x.  

Ni s hi m ur a,  T a k a s hi  ( 2 0 2 0):  F e e df or w ar d  R e g ul ati o n  of  Gl u c o s e  M et a b oli s m  b y 

St er oi d  H or m o n e s  Dri v e s  a  D e v el o p m e nt al  Tr a n siti o n  i n  Dr o s o p hil a.  I n C urr e nt 

bi ol o g y : C B 3 0 ( 1 8), 3 6 2 4 -3 6 3 2. e 5. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c u b. 2 0 2 0. 0 6. 0 4 3.  

N öt hi g er,  R olf;  D ü b e n d orf er,  A n dr e a s;  E p p er,  F eli x  ( 1 9 7 7):  G y n a n dr o m or p h s  r e v e al 

t w o s e p ar at e pri m or di a f or m al e a n d f e m al e g e nit ali a i n Dr o s o p hil a m el a n o g a st er. I n 

Wil h el m  R o u x' s  ar c hi v e s  of  d e v el o p m e nt al  bi ol o g y 1 8 1  ( 4),  p p.  3 6 7 – 3 7 3.  D OI: 

1 0. 1 0 0 7/ B F 0 0 8 4 8 0 6 2.  

N o v a k,  I v a n a  ( 2 0 0 3):  A T P  a s  a  si g n ali n g  m ol e c ul e:  t h e  e x o cri n e  f o c u s.  I n N e w s  i n 

p h y si ol o gi c al s ci e n c e s : a n i nt er n ati o n al j o ur n al of p h y si ol o g y pr o d u c e d j oi ntl y b y t h e 

I nt er n ati o n al U ni o n of P h y si ol o gi c al S ci e n c e s a n d t h e A m eri c a n P h y si ol o gi c al S o ci et y 

1 8, p p.  1 2 – 1 7. D OI: 1 0. 1 1 5 2/ ni p s. 0 1 4 0 9. 2 0 0 2.  

Ol z m a n n,  J a m e s  A.;  C ar v al h o,  P e dr o  ( 2 0 1 9):  D y n a mi c s  a n d  f u n cti o n s of  li pi d 

dr o pl et s.  I n N at ur e  r e vi e w s.  M ol e c ul ar  c ell  bi ol o g y 2 0  ( 3),  p p.  1 3 7 – 1 5 5.  D OI: 

1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 0 -0 1 8 -0 0 8 5 -z.  

Ol z m a n n, J a m e s A.; Ri c ht er, C al e b M.; K o pit o, R o n R. ( 2 0 1 3): S p ati al r e g ul ati o n of 

U B X D 8 a n d p 9 7/ V C P c o ntr ol s A T G L -m e di at e d li pi d dr o pl et t ur n o v er. I n Pr o c e e di n g s 

of  t h e  N ati o n al  A c a d e m y  of  S ci e n c e s  of  t h e  U nit e d  St at e s  of  A m eri c a 1 1 0  ( 4), 

p p.  1 3 4 5 – 1 3 5 0. D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 2 1 3 7 3 8 1 1 0.  

O s m a n,  D a ni;  G o b ert,  V a n e s s a;  P o nt h a n,  Fri d a;  H ei d e nr ei c h,  Ol af;  H a e nli n,  M ar c; 

W alt z er,  L u c a s  ( 2 0 0 9):  A  Dr o s o p hi l a  m o d el  i d e ntifi e s  c al p ai n s  a s  m o d ul at or s  of  t h e 

h u m a n  l e u k e m o g e ni c  f u si o n  pr ot ei n  A M L 1 -E T O.  I n Pr o c e e di n g s  of  t h e  N ati o n al 

A c a d e m y  of  S ci e n c e s  of  t h e  U nit e d  St at e s  of  A m eri c a 1 0 6  ( 2 9),  p p.  1 2 0 4 3 – 1 2 0 4 8. 

D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 0 9 0 2 4 4 9 1 0 6.  
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Ott e a, J. A.; H ar s h m a n , L. G.; H a m m o c k, B. ( 1 9 8 7): P att er n s of e p o xi d e m et a b oli s m 

b y  e p o xi d e  h y dr ol a s e  a n d  gl ut at hi o n e  S -tr a n sf er a s e  a s s o ci at e d  wit h  a g e  a n d 

g e n ot y p e  i n  Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er.  I n M ut ati o n  r e s e ar c h 1 7 7  ( 2),  p p.  2 4 7 – 2 5 4. 

D OI: 1 0. 1 0 1 6/ 0 0 2 7 -5 1 0 7( 8 7) 9 0 0 0 7 -8.  

P a n d e y ,  U d ai  B h a n;  Ni c h ol s,  C h arl e s  D.  ( 2 0 1 1):  H u m a n  di s e a s e  m o d el s  i n 

Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er  a n d  t h e  r ol e  of  t h e  fl y  i n  t h er a p e uti c  dr u g  di s c o v er y.  I n 

P h ar m a c ol o gi c al r e vi e w s 6 3 ( 2), p p.  4 1 1 – 4 3 6. D OI: 1 0. 1 1 2 4/ pr. 1 1 0. 0 0 3 2 9 3.  

P a n g,  Y a n  Li n g  J o y;  P or uri,  Kir a n m ai ;  M arti ni s,  S u s a n  A.  ( 2 0 1 4):  t R N A  s y nt h et a s e: 

t R N A  a mi n o a c yl ati o n  a n d  b e y o n d.  I n Wil e y  i nt er di s ci pli n ar y  r e vi e w s.  R N A 5  ( 4), 

p p.  4 6 1 – 4 8 0. D OI: 1 0. 1 0 0 2/ wr n a. 1 2 2 4.  

P e n n e y, K at hr y n L.; Si n n ott, J e n nif er A.; T y e k u c h e v a, S vitl a n a; G er k e, Tr a vi s; S h ui, 

Ir e n e M.; Kr aft, P et er et al. ( 2 0 1 5): A s s o ci ati o n of pr o st at e c a n c er ri s k v ari a nt s wit h 

g e n e e x pr e s si o n i n n or m al a n d t u m or ti s s u e. I n C a n c er e pi d e mi ol o g y, bi o m ar k er s & 

pr e v e nti o n  :  a  p u bli c ati o n  of  t h e  A m eri c a n  A s s o ci ati o n  f or  C a n c er  R e s e ar c h, 

c o s p o n s or e d  b y  t h e  A m eri c a n  S o ci et y  of  Pr e v e nti v e  O n c ol o g y 2 4  ( 1),  p p.  2 5 5 – 2 6 0. 

D OI: 1 0. 1 1 5 8/ 1 0 5 5 -9 9 6 5. E PI -1 4 -0 6 9 4 -T.  

P et a n, T o ni ( 2 0 2 0): Li pi d Dr o pl et s i n C a n c er. I n R e vi e w s of p h y si ol o g y, bi o c h e mi str y 

a n d p h ar m a c ol o g y . D OI: 1 0. 1 0 0 7/ 1 1 2 _ 2 0 2 0 _ 5 1. 

Pi c k art,  C.  M.  ( 2 0 0 1 ):  M e c h a ni s m s  u n d erl yi n g  u bi q uiti n ati o n.  I n A n n u al  r e vi e w  of 

bi o c h e mi str y 7 0, p p.  5 0 3 – 5 3 3. D OI: 1 0. 1 1 4 6/ a n n ur e v. bi o c h e m. 7 0. 1. 5 0 3.  

Pl oi er, Bir git; S c h ar w e y, M el a ni e; K o c h, B ar b ar a; S c h mi dt, Cl a u di a; S c h att e, J e s si c a; 

R e c h b er g er, G er al d et al. ( 2 0 1 3): S cr e e ni n g f or h y dr ol yti c e n z y m e s r e v e al s A yr 1 p a s 

a  n o v el  tri a c yl gl y c er ol  li p a s e  i n  S a c c h ar o m y c e s  c er e vi si a e.  I n T h e  J o ur n al  of 

bi ol o gi c al c h e mi str y 2 8 8 ( 5 0), p p.  3 6 0 6 1 – 3 6 0 7 2. D OI: 1 0. 1 0 7 4/j b c. M 1 1 3. 5 0 9 9 2 7.  

Pri n z, Willi a m A.; T o ul m a y, Al e x a n dr e; B all a, T a m a s ( 2 0 2 0): T h e f u n cti o n al u ni v er s e 

of m e m br a n e c o nt a ct sit e s. I n N at ur e r e vi e w s. M ol e c ul ar c ell bi ol o g y 2 1 ( 1), p p.  7 – 2 4. 

D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 0 -0 1 9 -0 1 8 0 -9.  

Qi a n,  Y u e;  D o mi n a d o,  Ni c ol e;  Z oll er,  Ri c h ar d;  N g,  C h u n;  K u d y b a,  K arl;  Si d d all, 

Ni c ol e A. et al. ( 2 0 1 4): E c d y s o n e si g n ali n g o p p o s e s e pi d er m al gr o wt h f a ct or si g n ali n g 

i n  r e g ul ati n g  c y st  diff er e nti ati o n  i n  t h e  m al e  g o n a d  of  Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er.  I n 

D e v el o p m e nt al Bi ol o g y 3 9 4 ( 2), p p.  2 1 7 – 2 2 7. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. y d bi o. 2 0 1 4. 0 8. 0 1 9.  
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R aft o p ul o s,  Ni k ki  L.;  W a s h a y a,  Ti n a s h e  C.;  Ni e d er pr ü m,  A n dr e a s;  E g ert,  A nt o ni a; 

H a k e e m -S a n ni,  M ari a m  F.;  V ar n e y,  Bi a n c a  et  al.  ( 2 0 2 2):  Pr o st at e  c a n c er  c ell 

pr olif er ati o n  i s  i nfl u e n c e d  b y  L D L -c h ol e st er ol  a v ail a bilit y  a n d  c h ol e st er yl  e st er 

t ur n o v er. I n C a n c er & m et a b oli s m 1 0 ( 1), p p.  1 – 1 5. D OI: 1 0. 1 1 8 6/ s 4 0 1 7 0 -0 2 1 -0 0 2 7 8 -

1.  

R aj a  Si n g h,  P a ulr aj;  S u g a nt h a  Pri y a,  El a y a pill ai;  B al a kri s h n a n,  S ol ai m ut h u; 

Ar u n k u m ar,  R a m a c h a n dr a n;  S h ar mil a,  G o vi n d ar aj;  R aj al a k s h mi,  M a ni k k a m; 

Ar u n a k ar a n,  J a g a d e e s a n  ( 2 0 1 7):  I n hi biti o n  of  c ell  s ur vi v al  a n d  pr olif er ati o n  b y 

ni m b oli d e i n h u m a n a n dr o g e n -i n d e p e n d e nt pr o st at e c a n c er ( P C-3) c ell s: i n v ol v e m e nt 

of t h e PI 3 K/ A kt p at h w a y. I n M ol e c ul ar a n d c ell ul ar bi o c h e mi str y 4 2 7 ( 1 -2), p p.  6 9 – 7 9. 

D OI: 1 0. 1 0 0 7/ s 1 1 0 1 0 -0 1 6 -2 8 9 8 -4.  

R aj a k u m ari,  S o n a;  D a u m,  G ü nt h er  ( 2 0 1 0):  M ulti pl e  f u n cti o n s  a s  li p a s e,  st er yl  e st er 

h y dr ol a s e,  p h o s p h oli p a s e,  a n d  a c yltr a n sf er a s e  of  T gl 4 p  fr o m  t h e  y e a st 

S a c c h ar o m y c e s  c er e vi si a e.  I n T h e  J o ur n al  of  bi ol o gi c al  c h e mi str y 2 8 5  ( 2 1), 

p p.  1 5 7 6 9 – 1 5 7 7 6. D OI: 1 0. 1 0 7 4/j b c. M 1 0 9. 0 7 6 3 3 1.  

R a m b ur,  A m a n di n e; L o ur s -C al et,  C ori n n e;  B e a u d oi n,  Cl a u d e;  B u ñ a y,  J uli o;  Vi al at, 

M ari n e; Mir o u s e, Vi n c e nt et al. ( 2 0 2 0): S e q u e nti al R a s/ M A P K a n d PI 3 K/ A K T/ m T O R 

p at h w a y s r e cr uit m e nt dri v e s b a s al e xtr u si o n i n t h e pr o st at e -li k e gl a n d of Dr o s o p hil a. 

I n N at ur e C o m m u ni c ati o n s 1 1 ( 1 ), p. 2 3 0 0. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7 -0 2 0 -1 6 1 2 3 -w.  

R a m b ur,  A m a n di n e;  Vi al at,  M ari n e;  B e a u d oi n,  Cl a u d e;  L o ur s -C al et,  C ori n n e; 

L o b a c c ar o,  J e a n -M ar c;  B ar o n,  Sil v èr e  et  al.  ( 2 0 2 1):  Dr o s o p hil a  A c c e s s or y  Gl a n d:  A 

C o m pl e m e nt ar y I n Vi v o M o d el t o Bri n g N e w I n si g ht t o Pr o st at e C a n c er. I n C ell s 1 0 

( 9). D OI: 1 0. 3 3 9 0/ c ell s 1 0 0 9 2 3 8 7. 

R a vi R a m, K.; W olf n er, M ari a n a F. ( 2 0 0 7): S e mi n al i nfl u e n c e s: Dr o s o p hil a A c p s a n d 

t h e  m ol e c ul ar  i nt er pl a y  b et w e e n  m al e s  a n d  f e m al e s  d uri n g  r e pr o d u cti o n.  I n 

I nt e gr ati v e a n d c o m p ar ati v e bi ol o g y 4 7 ( 3 ), p p. 4 2 7 – 4 4 5. D OI: 1 0. 1 0 9 3/i c b/i c m 0 4 6.  

R e b ell o,  Ri c h ar d  J.;  Oi n g,  C hri st o p h;  K n u d s e n,  K ar e n  E.;  L o e b,  St a c y;  J o h n s o n, 

D a vi d C.; R eit er, R o b ert E. et al. ( 2 0 2 1): Pr o st at e c a n c er. I n N at ur e r e vi e w s. Di s e a s e 

pri m er s 7 ( 1), p.  9. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 7 2 -0 2 0 -0 0 2 4 3 -0.  

R e d h ai, Si a m a k; H ell b er g, J o s e p hi n e E. E. U.; W ai n wri g ht, M ar k; P er er a, S u m et h W.; 

C a st ell a n o s,  F eli x;  Kr o e g er,  B e nj a mi n  et  al.  ( 2 0 1 6):  R e g ul ati o n  of  D e n s e -C or e 
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Gr a n ul e R e pl e ni s h m e nt b y A ut o cri n e B M P Si g n alli n g i n Dr o s o p hil a S e c o n d ar y C ell s. 

I n P L o S g e n eti c s 1 2 ( 1 0), e 1 0 0 6 3 6 6. D OI: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p g e n. 1 0 0 6 3 6 6.  

R e s c hl y, Eri c a J.; Ai, Ni; W el s h, Willi a m J.; E ki n s, S e a n; H a g e y, L e e R.; Kr a s o w s ki, 

M att h e w  D.  ( 2 0 0 8):  Li g a n d  s p e cifi cit y  a n d  e v ol uti o n  of  li v er  X  r e c e pt or s.  I n T h e 

J o ur n al  of  st er oi d  bi o c h e mi s tr y  a n d  m ol e c ul ar  bi ol o g y 1 1 0  ( 1 -2),  p p.  8 3 – 9 4.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j.j s b m b. 2 0 0 8. 0 2. 0 0 7.  

R e wit z,  K.  F.;  R y b c z y n s ki,  R.;  W arr e n,  J.  T.;  Gil b ert,  L.  I.  ( 2 0 0 6):  T h e  H all o w e e n 

g e n e s c o d e f or c yt o c hr o m e P 4 5 0 e n z y m e s m e di ati n g s y nt h e si s of t h e i n s e ct m o ulti n g 

h or m o n e. I n Bi o c h e mi c al  S o ci et y  tr a n s a cti o n s 3 4  ( 6),  p p.  1 2 5 6 – 1 2 6 0.  D OI: 

1 0. 1 0 4 2/ B S T 0 3 4 1 2 5 6.  

Ri d dif or d,  L.  M.;  C h er b a s,  P.;  Tr u m a n,  J.  W.  ( 2 0 0 0):  E c d y s o n e  r e c e pt or s  a n d  t h eir 

bi ol o gi c al  a cti o n s.  I n Vit a mi n s  a n d  h or m o n e s 6 0,  p p.  1 – 7 3.  D OI:  1 0. 1 0 1 6/ s 0 0 8 3 -

6 7 2 9( 0 0) 6 0 0 1 6 -x.  

R ö s m a n n, S a n dr a; H a h n, D a g m ar; L ott a z, D a ni el; Kr u s e, M ar k u s -N; St ö c k er, W alt er; 

St er c hi, Er wi n E. ( 2 0 0 2): A cti v ati o n of h u m a n m e pri n -al p h a i n a c ell c ult ur e m o d el of 

c ol or e ct al c a n c er i s tri g g er e d b y t h e pl a s mi n o g e n -a cti v ati n g s y st e m. I n T h e J o ur n al of 

bi ol o gi c al c h e mi str y 2 7 7 ( 4 3), p p.  4 0 6 5 0 – 4 0 6 5 8. D OI: 1 0. 1 0 7 4/j b c. M 2 0 6 2 0 3 2 0 0.  

R yl ett, C ar oli n e M.; W al k er, Mi c h a el J.; H o w ell, G ar et h J.; S hirr a s, Al a n D.; I s a a c, R. 

El w y n  ( 2 0 0 7):  M al e  a c c e s s or y  gl a n d s  of  Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er  m a k e  a  s e cr et e d 

a n gi ot e n s i n  I-c o n v erti n g  e n z y m e  ( A N C E),  s u g g e sti n g  a  r ol e  f or  t h e  p e pti d e -

pr o c e s si n g  e n z y m e  i n  s e mi n al  fl ui d.  I n T h e  J o ur n al  of  e x p eri m e nt al  bi ol o g y 2 1 0  ( Pt 

2 0), p p.  3 6 0 1 – 3 6 0 6. D OI: 1 0. 1 2 4 2/j e b. 0 0 9 0 3 5.  

R y o o, H y u n g D o n; B er g m a n n, A n dr e a s; G o n e n, H e d v a; Ci e c h a n o v er, A ar o n; St ell er, 

H er m a n n  ( 2 0 0 2):  R e g ul ati o n  of  Dr o s o p hil a  I A P 1  d e gr a d ati o n  a n d  a p o pt o si s  b y 

r e a p er a n d u b c D 1. I n N at ur e c ell bi ol o g y 4 ( 6), p p.  4 3 2 – 4 3 8. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n c b 7 9 5.  

R y o o,  H y u n g  D o n;  G or e n c,  Tr a vi s;  St ell er,  H er m a n n  ( 2 0 0 4):  A p o pt oti c  c ell s  c a n 

i n d u ce  c o m p e n s at or y  c ell  pr olif er ati o n  t hr o u g h  t h e  J N K  a n d  t h e  Wi n gl e s s  si g n ali n g 

p at h w a y s.  I n D e v el o p m e nt al  c ell 7  ( 4),  p p.  4 9 1 – 5 0 1.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. d e v c el. 2 0 0 4. 0 8. 0 1 9.  

S a a d,  Fr e d;  Mill er,  K urt  ( 2 0 1 5):  C urr e nt  a n d  E m er gi n g  I m m u n ot h er a pi e s  f or 

C a str ati o n -r e si st a nt  Pr o st at e  C a n c er.  I n Ur ol o g y 8 5  ( 5),  p p.  9 7 6 – 9 8 6.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. ur ol o g y. 2 0 1 4. 1 2. 0 2 9.  
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S a d e g hi  et  al.  ( 2 0 1 4):  T ar g eti n g  pr o st at e  c a n c er  c ell  m et a b oli s m:  i m p a ct  of 

h e x o ki n a s e  a n d  C P T -1  e n z y m e s.  I n T u m or  bi ol o g y 3 6  ( 4),  p p.  2 8 9 3 – 2 9 0 5.  D OI:  

1 0. 1 0 0 7/ s 1 3 2 7 7 -0 1 4 -2 9 1 9 -4.  

S a el y,  C hri st o p h  H.;  G ei g er,  K at hri n;  Dr e x el,  H ei n z  ( 2 0 1 2):  Br o w n  v er s u s  w hit e 

a di p o s e  ti s s u e:  a  mi ni -r e vi e w.  I n G er o nt ol o g y 5 8  ( 1),  p p.  1 5 – 2 3.  D OI: 

1 0. 1 1 5 9/ 0 0 0 3 2 1 3 1 9.  

S ai ni, N at ali e ( 2 0 1 5): T h e j o ur n e y of D N A r e p air. I n Tr e n d s i n c a n c er 1 ( 4), p p.  2 1 5 –

2 1 6. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j.tr e c a n. 2 0 1 5. 1 1. 0 0 1.  

S ait o, Y a s u m a s a; K a mit a, S hi z u o G.; H a m m o c k, Br u c e D.; K u ni mi, Y a s u hi s a; I n o u e, 

M a ki N.; N a k ai, M a d o k a ( 2 0 1 5): J u v e nil e h or m o n e ( J H) e st er a s e a cti vit y b ut n ot J H 

e p o xi d e  h y dr ol a s e  a cti vit y  i s  d o w nr e g ul at e d  i n  l ar v al  A d o x o p h y e s  h o n m ai  f oll o wi n g 

n u cl e o p ol y h e dr o vir u s e s i nf e cti o n. I n J o ur n al of i n s e ct p h y si ol o g y 8 0, p p.  7 1 – 8 0. D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j.ji n s p h y s. 2 0 1 5. 0 2. 0 0 5.  

S all o u m,  S h a di;  W a n g,  H o n gli a n g;  F er g u s o n,  C h arl e s;  P art o n,  R o b ert  G.;  T ai, 

A n dr e w W.  ( 2 0 1 3): R a b 1 8 bi n d s t o h e p atiti s C vir u s N S 5 A a n d pr o m ot e s i nt er a cti o n 

b et w e e n  sit e s  of  vir al  r e pli c ati o n  a n d  li pi d  dr o pl et s.  I n P L o S  p at h o g e n s 9  ( 8), 

e 1 0 0 3 5 1 3. D OI: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p p at. 1 0 0 3 5 1 3.  

S al o,  V eij o  T.;  B el e vi c h,  Il y a;  Li,  S hi qi a n;  K ar hi n e n,  L e e n a;  Vi hi n e n,  H el e n a; 

Vi g o ur o u x, C ori n n e et al. ( 2 0 1 6): S ei pi n r e g ul at e s E R -li pi d dr o pl et c o nt a ct s a n d c ar g o 

d eli v er y.  I n T h e  E M B O  j o ur n al 3 5  ( 2 4),  p p.  2 6 9 9 – 2 7 1 6.  D OI: 

1 0. 1 5 2 5 2/ e m bj. 2 0 1 6 9 5 1 7 0.  

S al o,  V eij o  T.;  Li,  S hi qi a n;  Vi hi n e n,  H el e n a;  H öltt ä -V u ori,  M a ari t;  S z k ali sit y,  A b el; 

H or v at h, P et er et al. ( 2 0 1 9): S ei pi n F a cilit at e s Tri gl y c eri d e Fl o w t o Li pi d Dr o pl et a n d 

C o u nt er a ct s Dr o pl et Ri p e ni n g vi a E n d o pl a s mi c R eti c ul u m C o nt a ct. I n D e v el o p m e nt al 

c ell 5 0 ( 4), 4 7 8 -4 9 3. e 9. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. d e v c el. 2 0 1 9. 0 5. 0 1 6.  

S al v e s e n, G u y S.; D u c k ett, C oli n S. ( 2 0 0 2): I A P pr ot ei n s: bl o c ki n g t h e r o a d t o d e at h' s 

d o or.  I n N at ur e  r e vi e w s.  M ol e c ul ar  c ell  bi ol o g y 3  ( 6),  p p.  4 0 1 – 4 1 0.  D OI: 

1 0. 1 0 3 8/ nr m 8 3 0.  

S a n g,  T z u -K a n g;  J a c k s o n,  G e or g e  R.  ( 2 0 0 5):  Dr o s o p hil a  m o d el s  of 

n e ur o d e g e n er ati v e  di s e a s e.  I n N e ur o R x  :  t h e  j o ur n al  of  t h e  A m eri c a n  S o ci et y  f or 

E x p eri m e nt al N e ur o T h er a p e uti c s 2 ( 3), p p.  4 3 8 – 4 4 6. D OI: 1 0. 1 6 0 2/ n e ur or x. 2. 3. 4 3 8.  
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S a nt h o s h,  H.  T.;  Kri s h n a,  M.  S.  ( 2 0 1 3):  R el ati o n s hi p  b et w e e n  m al e  a g e,  a c c e s s or y 

gl a n d,  s p er m  tr a n sf err e d,  a n d  fit n e s s  tr ait s  i n  Dr o s o p hil a  bi p e cti n at a.  I n J o ur n al  of 

i n s e ct s ci e n c e ( O nli n e) 1 3, p.  1 5 9. D OI: 1 0. 1 6 7 3/ 0 3 1. 0 1 3. 1 5 9 0 1.  

S c h er er, P hili p p E. ( 2 0 0 6): A di p o s e Ti s s u e. I n Di a b et e s 5 5 ( 6), p p.  1 5 3 7 – 1 5 4 5. D OI: 

1 0. 2 3 3 7/ d b 0 6 -0 2 6 3.  

S c h w e d e s,  C hri st o p h  C.;  C ar n e y,  Gi n g er E.  ( 2 0 1 2):  E c d y s o n e  si g n ali n g  i n  a d ult 

Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er.  I n J o ur n al  of  i n s e ct  p h y si ol o g y 5 8  ( 3),  p p.  2 9 3 – 3 0 2.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j.ji n s p h y s. 2 0 1 2. 0 1. 0 1 3.  

S h ai,  N a d a v;  Yifr a c h,  E d e n;  v a n  R o er m u n d,  C arl o  W.  T.;  C o h e n,  Nir;  Bi bi,  C h e n; 

I Jl st, L o d e wij k et al. ( 2 0 1 8): S y st e m ati c m a p pi n g of c o nt a ct sit e s r e v e al s t et h er s a n d 

a f u n cti o n f or t h e p er o xi s o m e -mit o c h o n dri a c o nt a ct. I n N at ur e C o m m u ni c ati o n s 9 ( 1), 

p p.  1 – 1 3. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7 -0 1 8 -0 3 9 5 7 -8.  

S h ar m a, V a n d a n a; P a n d e y, A n uj K.; K u m ar, Aj a y; Mi sr a, S ni g d h a; G u pt a, Hi m a n s h u 

P. K.; G u pt a, S ni g d h a et al. ( 2 0 1 7): F u n cti o n al m al e a c c e s s or y gl a n d s a n d f ertilit y i n 

Dr o s o p hil a  r e q uir e  n o v el  e c d y s o n e  r e c e pt or.  I n P L o S  g e n eti c s 1 3  ( 5),  e 1 0 0 6 7 8 8. 

D OI: 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p g e n. 1 0 0 6 7 8 8.  

S h ui,  Ir e n e  M.;  Li n d str ö m,  S ar a;  Ki b el,  A d a m  S.;  B er n dt,  S o nj a  I.;  C a m p a,  D a ni el e; 

G er k e, Tr a vi s et al. ( 2 0 1 4): Pr o st at e c a n c er ( P C a) ri s k v ari a nt s a n d ri s k of f at al P C a 

i n  t h e  N ati o n al  C a n c er  I n stit ut e  Br e a st  a n d  Pr o st at e  C a n c er  C o h ort  C o n s orti u m.  I n 

E ur o p e a n ur ol o g y 6 5 ( 6), p p.  1 0 6 9 – 1 0 7 5. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. e ur ur o. 2 0 1 3. 1 2. 0 5 8.  

Si n e n k o, S er g e y A.; H u n g, T o n y; M or o z, T ati a n a; Tr a n, Q u y n h -Mi n h; Si d h u, S o hr a b; 

C h e n e y,  M att h e w  D.  et  al.  ( 2 0 1 0):  G e n eti c  m a ni p ul ati o n  of  A M L 1 -E T O -i n d u c e d 

e x p a n si o n  of  h e m at o p oi eti c  pr e c ur s or s  i n  a  Dr o s o p hil a  m o d el.  I n Bl o o d 1 1 6  ( 2 2), 

p p.  4 6 1 2 – 4 6 2 0. D OI: 1 0. 1 1 8 2/ bl o o d -2 0 1 0 -0 3 -2 7 6 9 9 8.  

Si ni o s s o gl o u,  S y m e o n  ( 2 0 1 3):  P h o s p h oli pi d  m et a b oli s m  a n d  n u cl e ar  f u n cti o n:  r ol e s 

of  t h e  li pi n  f a mil y  of  p h o s p h ati di c  a ci d  p h o s p h at a s e s.  I n Bi o c hi mi c a  et  bi o p h y si c a 

a ct a 1 8 3 1 ( 3), p p.  5 7 5 – 5 8 1 . D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. b b ali p. 2 0 1 2. 0 9. 0 1 4. 

Sit ni k,  J e s si c a  L.;  Gli g or o v,  Dr a g a n;  M a e d a,  R o b ert  K.;  K ar c h,  Fr a n ç oi s;  W olf n er, 

M ari a n a F. ( 2 0 1 6): T h e F e m al e P o st -M ati n g R e s p o n s e R e q uir e s G e n e s E x pr e s s e d i n 

t h e  S e c o n d ar y  C ell s  of  t h e  M al e  A c c e s s or y  Gl a n d  i n  Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er.  I n 

G e n eti c s 2 0 2 ( 3), p p.  1 0 2 9 – 1 0 4 1. D OI: 1 0. 1 5 3 4/ g e n eti c s. 1 1 5. 1 8 1 6 4 4.  
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S mit h, C. V.; B a u er, J. J.; C o n n ell y, R. R.; S e a y, T.; K a n e, C.; F ol e y, J. et al. ( 2 0 0 0): 

Pr o st at e  c a n c er  i n  m e n  a g e  5 0  y e ar s  or  y o u n g er:  a  r e vi e w  of  t h e  D e p art m e nt  of 

D ef e n s e  C e nt er  f or  Pr o st at e  Di s e a s e  R e s e ar c h  m ulti c e nt er  pr o st at e  c a n c er 

d at a b a s e.  I n T h e  J o ur n al  of  ur ol o g y 1 6 4  ( 6),  p p.  1 9 6 4 – 1 9 6 7.  D OI:  1 0. 1 0 1 6/ s 0 0 2 2 -

5 3 4 7( 0 5) 6 6 9 2 9 -7.  

S o n g, Ji u n n; Mi zr a k, Ar d a; L e e, C hi a -W ei; Ci c c o n et, M ar c el o; L ai, Z o n W e n g; T a n g, 

W ei -C h u n  et  al.  ( 2 0 2 2):  I d e ntifi c ati o n  of  t w o  p at h w a y s  m e di ati n g  pr ot ei n  t ar g eti n g 

fr o m E R t o li pi d dr o pl et s. I n N at ur e c ell bi ol o g y . D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 5 6-0 2 2 -0 0 9 7 4 -0.  

S u si c -J u n g,  L or e e n;  H or n br u c h -Fr eit a g,  C hri sti n a;  K u c k w a,  J e s si c a;  R e x er,  K arl -

H ei n z;  L a m m el,  U w e;  R e n k a wit z -P o hl,  R e n at e  ( 2 0 1 2):  M ulti n u cl e at e d  s m o ot h 

m u s cl e s  a n d  m o n o n u cl e at e d  a s  w ell  a s  m ulti n u cl e at e d  stri at e d  m u s cl e s  d e v el o p 

d uri n g e st a bli s h m e nt of t h e m al e r e pr o d u cti v e or g a n s of Dr o s o p hil a m el a n o g a st er. I n 

D e v el o p m e nt al Bi ol o g y 3 7 0 ( 1), p p.  8 6 – 9 7. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. y d bi o. 2 0 1 2. 0 7. 0 2 2.  

S u z u ki,  Mi c hit a k a;  S hi n o h ar a,  Y u ki;  O h s a ki,  Y u ki;  F uji m ot o,  T o y o s hi  ( 2 0 1 1):  Li pi d 

dr o pl et s: si z e m att er s. I n J o ur n al of el e ctr o n mi cr o s c o p y 6 0 S u p pl 1, S 1 0 1 -1 6. D OI: 

1 0. 1 0 9 3/j mi cr o/ dfr 0 1 6.  

S v o b o d a,  J.  A.;  K a pl a ni s,  J.  N.;  R o b bi n s,  W.  E.;  T h o m p s o n,  M.  J.  ( 1 9 7 5):  R e c e nt 

D e v el o p m e nt s i n I n s e ct St er oi d M et a b oli s m. I n A n n u. R e v. E nt o m ol. 2 0 ( 1), p p.  2 0 5 –

2 2 0. D OI: 1 0. 1 1 4 6/ a n n ur e v. e n. 2 0. 0 1 0 1 7 5. 0 0 1 2 2 5.  

S z y m a n s ki,  Ki m b erl y  M.;  Bi n n s,  D er k;  B art z,  R e n é;  Gri s hi n,  Ni c k  V.;  Li ,  W ei-Pi n g; 

A g ar w al,  A nil  K.  et  al.  ( 2 0 0 7):  T h e  li p o d y str o p h y  pr ot ei n  s ei pi n  i s  f o u n d  at 

e n d o pl a s mi c r eti c ul u m li pi d dr o pl et j u n cti o n s a n d i s i m p ort a nt f or dr o pl et m or p h ol o g y. 

I n Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of A m eri c a 

1 0 4 ( 5 2), p p.  2 0 8 9 0 – 2 0 8 9 5. D OI: 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 0 7 0 4 1 5 4 1 0 4.  

T a g hi y e v,  A g s hi n  F.;  R o k hli n,  O s k ar  W.;  Gl o v er,  R e b e c c a  B.  ( 2 0 1 1):  C a s p a s e -2 -

B a s e d  R e g ul ati o n  of  t h e  A n dr o g e n  R e c e pt or  a n d  C ell  C y cl e  i n  t h e  Pr o st at e  C a n c er 

C ell  Li n e  L N C a P.  I n G e n e s  &  c a n c er 2  ( 7 ),  p p. 7 4 5 – 7 5 2.  D OI: 

1 0. 1 1 7 7/ 1 9 4 7 6 0 1 9 1 1 4 2 6 0 0 7.  

T ai,  S h e n g;  S u n,  Yi n;  S q uir e s,  Jill  M.;  Z h a n g,  H o n g;  O h,  Willi a m  K.;  Li a n g,  C h a o -

Z h a o;  H u a n g,  Ji a oti  ( 2 0 1 1):  P C 3  i s  a  c ell  li n e  c h ar a ct eri sti c  of  pr o st ati c  s m all  c ell 

c ar ci n o m a. I n T h e Pr o st at e 7 1 ( 1 5), p p.  1 6 6 8 – 1 6 7 9. D OI: 1 0. 1 0 0 2/ pr o s. 2 1 3 8 3.  
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T a k at a,  R y o;  A k a m at s u,  S h u s u k e;  K u b o,  Mi c hi a ki;  T a k a h a s hi,  At s u s hi;  H o s o n o, 

N a o y a; K a w a g u c hi, T a k a hi s a et al. ( 2 0 1 0): G e n o m e -wi d e a s s o ci ati o n st u d y i d e ntifi e s 

fi v e n e w s u s c e pti bilit y l o ci f or pr o st at e c a n c er i n t h e J a p a n e se p o p ul ati o n. I n N at ur e 

g e n eti c s 4 2 ( 9), p p.  7 5 1 – 7 5 4. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n g. 6 3 5.  

T a k e u c hi, K a z u h ar u; R e u e, K ar e n ( 2 0 0 9): Bi o c h e mi str y, p h y si ol o g y, a n d g e n eti c s of 

G P A T,  A G P A T,  a n d  li pi n  e n z y m e s  i n  tri gl y c eri d e  s y nt h e si s.  I n A m eri c a n  j o ur n al  of 

p h y si ol o g y.  E n d o cr i n ol o g y  a n d  m et a b oli s m 2 9 6  ( 6),  E 1 1 9 5 -2 0 9.  D OI: 

1 0. 1 1 5 2/ aj p e n d o. 9 0 9 5 8. 2 0 0 8.  

T a ni g u c hi, Kii c hir o; K o k ur y o, A ki hi k o; I m a n o, T a k a o; Mi n a mi, R y u n o s u k e; N a k a g o s hi, 

Hi d e ki;  A d a c hi -Y a m a d a,  T a k a s hi  ( 2 0 1 4):  I s of or m -s p e cifi c  f u n cti o n s  of  M u d/ N u M A 

m e di at e  bi n u cl e ati o n  of  Dr o s o p hil a  m al e  a c c e s s or y  gl a n d  c ell s.  I n B M C 

d e v el o p m e nt al bi ol o g y 1 4, p.  4 6. D OI: 1 0. 1 1 8 6/ s 1 2 8 6 1 -0 1 4 -0 0 4 6 -5.  

T a yl er,  Ti m ot h y  D.;  P a c h e c o,  Di e g o  A.;  H er g ar d e n,  A n n e  C.;  M urt h y,  M al a; 

A n d er s o n,  D a vi d  J.  ( 2 0 1 2):  A  n e ur o p e pti d e  cir c uit  t h at  c o or di n at e s s p er m  tr a n sf er 

a n d  c o p ul ati o n  d ur ati o n  i n  Dr o s o p hil a.  I n Pr o c e e di n g s  of  t h e  N ati o n al  A c a d e m y  of 

S ci e n c e s  of  t h e  U nit e d  St at e s  of  A m eri c a 1 0 9  ( 5 0),  p p.  2 0 6 9 7 – 2 0 7 0 2.  D OI: 

1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 1 2 1 8 2 4 6 1 0 9.  

T e n n e s s e n,  J a s o n  M.;  B a k er,  K eit h  D.;  L a m,  G e a n ett e;  E v a n s,  J a n ell e;  T h u m m el, 

C arl  S.  ( 2 0 1 1):  T h e  Dr o s o p hil a  e str o g e n -r el at e d  r e c e pt or  dir e ct s  a  m et a b oli c  s wit c h 

t h at  s u p p ort s  d e v el o p m e nt al  gr o wt h.  I n C ell  m et a b oli s m 1 3  ( 2),  p p.  1 3 9 – 1 4 8.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. c m et. 2 0 1 1. 0 1. 0 0 5.  

T e w ari,  R e s h u;  C h h a br a,  M o hi ni;  N at u,  S h a n k ar  M a d h a v a n;  G o el,  A p ul;  D al el a, 

Di v a k ar;  G o el,  M a d h u  M ati;  R aj e n d er,  Si n g h  ( 2 0 1 4):  Si g nifi c a nt  a s s o ci ati o n  of 

m et a b oli c  i n di c e s,  li pi d  pr ofil e,  a n d  a n dr o g e n  l e v el s  wit h  pr o st at e  c a n c er.  I n A si a n 

P a cifi c  j o ur n al  of  c a n c er  pr e v e nti o n  :  A P J C P 1 5  ( 2 2),  p p.  9 8 4 1 – 9 8 4 6.  D OI: 

1 0. 7 3 1 4/ a pj c p. 2 0 1 4. 1 5. 2 2. 9 8 4 1.  

T hi a m, A b d o u R a c hi d; B ell er, M at hi a s ( 2 0 1 7): T h e w h y, w h e n a n d h o w of li pi d dr o pl et 

di v er sit y. I n J o ur n al of c ell s ci e n c e 1 3 0 ( 2), p p.  3 1 5 – 3 2 4. D OI: 1 0. 1 2 4 2/j c s. 1 9 2 0 2 1.  

T hi el,  K at h ari n a;  H ei er,  C hri st o p h;  H a b erl,  V e r e n a;  T h ul,  P et er  J.;  O b er er,  M o ni k a; 

L a s s, A c hi m et al. ( 2 0 1 3): T h e e v ol uti o n aril y c o n s er v e d pr ot ei n C G 9 1 8 6 i s a s s o ci at e d 

wit h li pi d dr o pl et s, r e q uir e d f or t h eir p o siti o ni n g a n d f or f at st or a g e. I n J o ur n al of c ell 

s ci e n c e 1 2 6 ( Pt 1 0), p p.  2 1 9 8 – 2 2 1 2. D OI: 1 0. 1 2 4 2/j c s. 1 2 0 4 9 3.  
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T h ul,  P et er  J.;  T s c h a p al d a,  Kir st e n;  K ol k h of,  P etr a;  T hi a m,  A b d o u  R a c hi d;  O b er er, 

M o ni k a; B ell er, M at hi a s ( 2 0 1 7): T ar g eti n g of t h e Dr o s o p hil a pr ot ei n C G 2 2 5 4/ L d s d h 1 

t o a s u b s et of li pi d dr o pl et s. I n J o ur n al of c ell s ci e n c e 1 3 0 ( 1 8), p p.  3 1 4 1 – 3 1 5 7. D OI: 

1 0. 1 2 4 2/j c s. 1 9 9 6 6 1.  

T ol wi n s ki,  Ni c h ol a s  S.  ( 2 0 1 7):  I ntr o d u cti o n:  Dr o s o p hil a -A  M o d el  S y st e m  f or 

D e v el o p m e nt al  Bi ol o g y.  I n J o ur n al  of  d e v el o p m e nt al  bi ol o g y 5  ( 3).  D OI: 

1 0. 3 3 9 0/j d b 5 0 3 0 0 0 9.  

T o w bi n, H.; St a e h eli n, T.; G or d o n, J. ( 1 9 7 9): El e ctr o p h or eti c tr a n sf er of pr ot ei n s fr o m 

p ol y a cr yl a mi d e  g el s  t o  nitr o c ell ul o s e  s h e et s:  pr o c e d ur e  a n d  s o m e  a p pli c ati o n s.  I n 

Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d St at e s of A m eri c a 7 6 

( 9), p p. 4 3 5 0 – 4 3 5 4.  

T s a n o v,  Ni k ol a y;  S a m a c oit s,  A u bi n;  C h o u ai b,  R a c h a;  Tr a b o ul si,  A b d el -M e n e e m; 

G o st a n, T hi err y; W e b er, C hri sti a n et al. ( 2 0 1 6): s mi FI S H a n d FI S H -q u a nt - a fl e xi bl e 

si n gl e  R N A  d et e cti o n  a p pr o a c h  wit h  s u p er -r e s ol uti o n  c a p a bilit y.  I n N u cl ei c  a ci d s 

r e s e ar c h 4 4 ( 2 2), e 1 6 5. D OI: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k w 7 8 4.  

T s e n g, Y u -H u a ( 2 0 2 3): A di p o s e ti s s u e i n c o m m u ni c ati o n: wit hi n a n d wit h o ut. I n N at 

R e v E n d o cri n ol 1 9 ( 2), p p.  7 0 – 7 1. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 7 4 -0 2 2 -0 0 7 8 9 -x.  

T s u d a,  L e o;  Li m,  Y o u n g -Mi  ( 2 0 1 8):  Al z h ei m er' s  Di s e a s e  M o d el  S y st e m  U si n g 

Dr o s o p hil a. I n A d v a n c e s i n e x p eri m e n t al m e di ci n e a n d bi ol o g y 1 0 7 6, p p.  2 5 – 4 0. D OI: 

1 0. 1 0 0 7/ 9 7 8 -9 8 1 -1 3 -0 5 2 9 -0 _ 3.  

T w u m -A m p of o,  J effr e y;  F u,  D e -X u e;  P a s s a niti,  A nt o ni n o;  H u s s ai n,  Arif;  Si d di q ui,  M. 

Mi n h aj ( 2 0 1 6): M et a b oli c t ar g et s f or p ot e nti al pr o st at e c a n c er t h er a p e uti c s. I n C urr e nt 

o pi ni o n i n o n c ol o g y 2 8 ( 3), p p.  2 4 1 – 2 4 7. D OI: 1 0. 1 0 9 7/ C C O. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 7 6.  

Ul u k a y a, E n gi n; A cil a n, C e y d a; Yil m a z, Y u s uf ( 2 0 1 1): A p o pt o si s: w h y a n d h o w d o e s 

it  o c c ur  i n  bi ol o g y ?  I n C ell  bi o c h e mi str y  a n d  f u n cti o n 2 9  ( 6),  p p.  4 6 8 – 4 8 0.  D OI: 

1 0. 1 0 0 2/ c bf. 1 7 7 4.  

V al m,  Al e x  M.;  C o h e n,  S ar a h;  L e g a nt,  W e sl e y  R.;  M el u ni s,  J u sti n;  H er s h b er g,  Uri; 

W ait,  Eri c  et  al.  ( 2 0 1 7):  A p pl yi n g  s y st e m s -l e v el  s p e ctr al  i m a gi n g  a n d  a n al y si s  t o 

r e v e al  t h e  or g a n ell e  i nt er a ct o m e. I n N at ur e 5 4 6  ( 7 6 5 6),  p p.  1 6 2 – 1 6 7.  D OI: 

1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 2 2 3 6 9.  
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v a n  D e s s el,  Li s a n n e  F.;  v a n  Ri et,  J o b;  S mit s,  Mi n k e;  Z h u,  Y a n y u n;  H a m b er g,  P a ul; 

v a n  d er  H eij d e n,  Mi c hi el  S.  et  al. ( 2 0 1 9):  T h e  g e n o mi c  l a n d s c a p e  of  m et a st ati c 

c a str ati o n -r e si st a nt pr o st at e c a n c er s r e v e al s m ulti pl e di sti n ct g e n ot y p e s wit h p ot e nti al 

cli ni c al i m p a ct. I n N at ur e C o m m u ni c ati o n s 1 0 ( 1), p.  5 2 5 1. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7 -0 1 9 -

1 3 0 8 4 -7.  

v a n  L o m m el,  J o a c hi m;  L e n a ert s,  C y nt hi a;  D el g o uff e,  C h arl ott e;  V a n d e n  Br o e c k, 

J o z ef ( 2 0 2 2): K n o c k d o w n of e c d y s o n e r e c e pt or i n m al e d e s ert l o c u st s aff e ct s r el ati v e 

w ei g ht of a c c e s s or y gl a n d s a n d m ati n g b e h a vi or. I n J o ur n al of i n s e ct p h y si ol o g y 1 3 8, 

p.  1 0 4 3 6 8. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j.ji n s p h y s. 2 0 2 2. 1 0 4 3 6 8.  

V a u x,  D a vi d  L.;  Sil k e,  J o h n  ( 2 0 0 5):  I A P s,  RI N G s  a n d  u bi q uit yl ati o n.  I n N at ur e 

r e vi e w s. M ol e c ul ar c ell bi ol o g y 6 ( 4), p p.  2 8 7 – 2 9 7. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ nr m 1 6 2 1.  

Vi c k m a n, R e n e e E.; Fr a n c o, O m ar E.; M oli n e, D a ni el C.; V a n d er Gri e n d, D o n al d J.; 

T h u m bi k at, Pr a v e e n; H a y w ar d, Si m o n W. ( 2 0 2 0): T h e r ol e of t h e a n dr o g e n r e c e pt or 

i n pr o st at e d e v el o p m e nt a n d b e ni g n pr o st atic h y p er pl a si a: A r e vi e w. I n A si a n j o ur n al 

of ur ol o g y 7 ( 3), p p.  1 9 1 – 2 0 2. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. aj ur. 2 0 1 9. 1 0. 0 0 3.  

W a n,  Ji u k ai;  Z h a n g,  J u n;  Z h a n g,  J u n qi a n g  ( 2 0 1 8):  E x pr e s si o n  of  p 5 3  a n d  it s 

m e c h a ni s m  i n  pr o st at e  c a n c er.  I n O n c ol o g y  l ett er s 1 6  ( 1),  p p.  3 7 8 – 3 8 2.  D OI:  

1 0. 3 8 9 2/ ol. 2 0 1 8. 8 6 8 0.  

W a n g,  H u aji n;  B e c u w e,  Mi c h el;  H o u s d e n,  B e nj a mi n  E.;  C hitr aj u,  C h a n dr a m o h a n; 

P orr a s, A s hl e y J.; Gr a h a m, M or v e n M. et al. ( 2 0 1 6): S ei pi n i s r e q uir e d f or c o n v erti n g 

n a s c e nt t o m at ur e li pi d dr o pl et s. I n e Lif e 5. D OI: 1 0. 7 5 5 4/ e Lif e. 1 6 5 8 2.  

W a n g, N a -N a; X u, Y o n g; Y a n g, K u o; W ei, D o n g; Z h a n g, Y a o -G u a n g; Li u, Mi n g et al. 

( 2 0 1 3): S u s c e pti bilit y l o ci a s s o ci ati o n s wit h pr o st at e c a n c er ri s k i n n ort h er n C hi n e s e 

m e n.  I n A si a n  P a cifi c  j o ur n al  of  c a n c er  pr e v e nti o n  :  A P J C P 1 4  ( 5),  p p.  3 0 7 5 – 3 0 7 8. 

D OI: 1 0. 7 3 1 4/ a pj c p. 2 0 1 3. 1 4. 5. 3 0 7 5.  

W a n g,  Si h ui;  I dri s si,  F ati m a -Z a hr a;  H er m a n s s o n,  M arti n;  Gri p p a,  Al e x a n dr a;  Ej si n g, 

C hri st er;  C ar v al h o,  P e dr o  ( 2 0 1 8):  S ei pi n  a n d  t h e  m e m br a n e -s h a pi n g  pr ot ei n  P e x 3 0 

c o o p er at e  i n  or g a n ell e  b u d di n g  fr o m  t h e  e n d o pl a s mi c  r eti c ul u m.  I n N at ur e 

C o m m u ni c ati o n s 9 ( 1), p p.  1 – 1 2. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7 -0 1 8 -0 5 2 7 8 -2.  

W ar b ur g, Ott o ( 1 9 2 5): T h e m et a b oli s m of c ar ci n o m a c ell s. I n T h e J o ur n al of C a n c er 

R e s e ar c h ( 9. 1), p p. 1 4 8 – 1 6 3. D OI: 1 0. 1 1 5 8/j cr. 1 9 2 5. 1 4 8.  
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W elt e,  Mi c h a el  A.;  G o ul d,  Al e x  P.  ( 2 0 1 7):  Li pi d  dr o pl et  f u n cti o n s  b e y o n d  e n er g y 

st or a g e.  I n Bi o c hi mi c a  et  bi o p h y si c a  a ct a.  M ol e c ul ar  a n d  c ell  bi ol o g y  of  li pi d s 1 8 6 2 

( 1 0 Pt B), p p. 1 2 6 0 – 1 2 7 2. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. b b ali p. 2 0 1 7. 0 7. 0 0 6.  

W ert h e b a c h,  Mi c h a el  ( 2 0 1 9):  C h ar a kt eri si er u n g  d e s  Li pi dtr ö pf c h e n -a s s o zii er t e n 

Pr ot ei n s C G 9 1 8 6. D ü s s el d orf: U ni v er sit ät s - u n d L a n d e s bi bli ot h e k d er H ei nri c h -H ei n e -

U ni v er sit ät D ü s s el d orf.  

W ert h e b a c h,  Mi c h a el;  St e w art,  Fi o n a  A.;  G a hl e n,  Ali s a;  M ettl er -Alt m a n n,  T a b e a; 

A k ht ar, Irf a n; M a a s -E nri q u e z, K er sti n et al. ( 2 0 1 9): C o ntr ol of Dro s o p hil a Gr o wt h a n d 

S ur vi v al b y t h e Li pi d Dr o pl et -A s s o ci at e d Pr ot ei n C G 9 1 8 6/ St ur k o pf. I n C ell r e p ort s 2 6 

( 1 3), 3 7 2 6-3 7 4 0. e 7. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c elr e p. 2 0 1 9. 0 2. 1 1 0.  

Wilfli n g,  Fl ori a n;  H a a s,  J o el  T.;  W alt h er,  T o bi a s  C.;  F ar e s e,  R o b ert  V.  ( 2 0 1 4):  Li pi d 

dr o pl et  bi o g e n e si s.  I n C urr e nt  o pi ni o n  i n  c ell  bi ol o g y 2 9,  p p.  3 9 – 4 5.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. c e b. 2 0 1 4. 0 3. 0 0 8.  

Will y, P. J.; U m e s o n o, K.; O n g, E. S.; E v a n s, R. M.; H e y m a n, R. A.; M a n g el s d orf, D. 

J. ( 1 9 9 5): L X R, a n u cl e ar r e c e pt or t h at d efi n e s a di sti n ct r eti n oi d r e s p o n s e p at h w a y. 

I n G e n e s & d e v el o p m e nt 9 ( 9), p p.  1 0 3 3 – 1 0 4 5. D OI: 1 0. 1 1 0 1/ g a d. 9. 9. 1 0 3 3.  

Wil s o n,  C.;  L ei bli c h,  A.;  G o b er d h a n,  D.  C.  I.;  H a m d y,  F.  ( 2 0 1 7):  T h e  Dr o s o p hil a 

A c c e s s or y Gl a n d a s a M o d el f or Pr o st at e C a n c er a n d Ot h er P at h ol o gi e s. I n C urr e nt 

t o pi c s  i n  d e v el o pm e nt al  bi ol o g y 1 2 1,  p p.  3 3 9 – 3 7 5.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/ b s. ct d b. 2 0 1 6. 0 6. 0 0 1.  

Wil s o n,  R e b e c c a;  G o y al,  L a k s h mi;  Dit z el,  M ar k;  Z a c h ari o u,  A n n a;  B a k er,  D a vi d  A.; 

A g a pit e, J uli e et al. ( 2 0 0 2): T h e DI A P 1 RI N G fi n g er m e di at e s u bi q uiti n ati o n of Dr o n c 

a n d  i s  i n di s p e n s a bl e  f o r  r e g ul ati n g  a p o pt o si s.  I n N at ur e  c ell  bi ol o g y 4  ( 6),  p p.  4 4 5 –

4 5 0. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ n c b 7 9 9.  

Wi s ni e w s ki,  J.  R.;  M u s z y n s k a -P yt el,  M.;  Gr z el a k,  K.;  K o c h m a n,  M.  ( 1 9 8 7): 

Bi o s y nt h e si s  a n d  d e gr a d ati o n  of  j u v e nil e  h or m o n e  i n  c or p or a  all at a  a n d  i m a gi n al 

wi n g  di s c s  of  G all eri a  m ell o n ell a  ( L.).  I n I n s e ct  Bi o c h e mi str y 1 7  ( 1),  p p.  2 4 9 – 2 5 4. 

A v ail a bl e o nli n e at htt p://li n ki n g h u b. el s e vi er. c o m/r etri e v e/ pii/ 0 0 2 0 -1 7 9 0( 8 7) 9 0 1 6 7 -3.  

Wri g ht, A m y E.; C h e n, Yi n g; Wi n d er, Pri s cill a L.; Pitt s, T ar a P.; P o m p o ni, S hirl e y A.; 

L o n gl e y, R o s s E. ( 2 0 0 4): L a s o n oli d e s C -g, fi v e n e w l a s o n oli d e c o m p o u n d s fr o m t h e 

s p o n g e  F or c e pi a  s p.  I n J o ur n al  of  n at ur al  pr o d u ct s 6 7  ( 8),  p p.  1 3 5 1 – 1 3 5 5.  D OI: 

1 0. 1 0 2 1/ n p 0 4 0 0 2 8 e.  
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W u, Ji a -S h u n; Ji a n g, Ji a n; C h e n, Bi n g -J u n; W a n g, K e; T a n g, Y a -Li n g; Li a n g, Xi n -H u a 

( 2 0 2 1): Pl a sti cit y of c a n c er c ell i n v a si o n: P att er n s a n d m e c h a ni s m s. I n Tr a n sl ati o n al 

o n c ol o g y 1 4 ( 1), p.  1 0 0 8 9 9. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j.tr a n o n. 2 0 2 0. 1 0 0 8 9 9.  

W u, Xi n y u; D a ni el s, G arr ett; L e e, P e n g; M o n a c o, M ari e E. ( 2 0 1 4): Li pi d m et a b oli s m 

i n  pr o st at e  c a n c er.  I n A m eri c a n  j o ur n al  of  cli ni c al  a n d  e x p eri m e nt al  ur ol o g y 2  ( 2), 

p p.  1 1 1 – 1 2 0.  

X u, K e xi n; S hi m eli s, H er m el a; Li n n, D o u gl a s E.; Ji a n g, Ri c h e n g; Y a n g, Xi; S u n, F e n g 

et  al.  ( 2 0 0 9):  R e g ul ati o n  of  a n dr o g e n  r e c e pt or  tr a n s cri pti o n al  a cti vit y  a n d  s p e cifi cit y 

b y  R N F 6 -i n d uc e d  u bi q uiti n ati o n.  I n C a n c er  c ell 1 5  ( 4),  p p.  2 7 0 – 2 8 2.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. c cr. 2 0 0 9. 0 2. 0 2 1.  

X u,  S hi m e n g;  Z h a n g,  X u eli n;  Li u,  Pi n g s h e n g  ( 2 0 1 8):  Li pi d  dr o pl et  pr ot ei n s  a n d 

m et a b oli c  di s e a s e s.  I n Bi o c hi mi c a  et  Bi o p h y si c a  A ct a  ( B B A) - M ol e c ul ar  B a si s  of 

Di s e a s e 1 8 6 4 ( 5), p p.  1 9 6 8 – 1 9 8 3. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. b b a di s. 2 0 1 7. 0 7. 0 1 9.  

Y a m a g u c hi,  Hi d e ki;  W y c k off,  J effr e y;  C o n d e eli s,  J o h n  ( 2 0 0 5):  C ell  mi gr ati o n  i n 

t u m or s.  I n C urr e nt  o pi ni o n  i n  c ell  bi ol o g y 1 7  ( 5),  p p.  5 5 9 – 5 6 4.  D OI: 

1 0. 1 0 1 6/j. c e b. 2 0 0 5. 0 8. 0 0 2.  

Y a m a g u c hi,  Ki y o s hi;  S a k ai,  Mi c hi hir o;  Ki m,  J o o H u n;  T s u n e s u mi,  S hi n -i c hir o;  F ujii, 

T o m o a ki;  I k e n o u e,  T s u n e o  et  al.  ( 2 0 1 1):  M R G -bi n di n g  pr ot ei n  c o ntri b ut e s  t o 

c ol or e ct al  c a n c er  d e v el o p m e nt.  I n C a n c er  s ci e n c e 1 0 2  ( 8),  p p.  1 4 8 6 – 1 4 9 2.  D OI: 

1 0. 1 1 1 1/j. 1 3 4 9 -7 0 0 6. 2 0 1 1. 0 1 9 7 1. x.  

Y a m a m ot o, S hi n y a;  J ai s w al,  M a ni s h;  C h ar n g,  W u -Li n;  G a m bi n,  T o m a s z;  K ar a c a, 

E n d er;  Mir z a a,  G h a y d a  et  al.  ( 2 0 1 4):  A  dr o s o p hil a  g e n eti c  r e s o ur c e  of  m ut a nt s  t o 

st u d y m e c h a ni s m s u n d erl yi n g h u m a n g e n eti c di s e a s e s. I n C ell 1 5 9 ( 1), p p.  2 0 0 – 2 1 4. 

D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c ell. 2 0 1 4. 0 9. 0 0 2.  

Y a m a z a ki,  H.;  S c h n ei d er,  E.;  M y er s,  C.  E.;  Si n h a,  B.  K.  ( 1 9 9 4):  O n c o g e n e 

o v er e x pr e s si o n  a n d  d e  n o v o  dr u g -r e si st a n c e  i n  h u m a n  pr o st at e  c a n c er  c ell s.  I n 

Bi o c hi mi c a  et  bi o p h y si c a  a ct a 1 2 2 6  ( 1),  p p.  8 9 – 9 6.  D OI:  1 0. 1 0 1 6/ 0 9 2 5 -

4 4 3 9( 9 4) 9 0 0 6 3 -9.  

Y a n,  Pi n g;  G o n g,  H ui;  Z h ai,  Xi a o y a n;  F e n g,  Yi;  W u,  J u n;  H e,  S h e n g  et  al.  ( 2 0 1 6): 

D e cr e a si n g  C N P Y 2  E x pr e s si o n  Di mi ni s h e s  C ol or e ct al  T u m or  Gr o wt h  a n d 

D e v el o p m e nt  t hr o u g h  A cti v ati o n  of  p 5 3  P at h w a y.  I n T h e  A m eri c a n  j o ur n al  of 

p at h ol o g y 1 8 6 ( 4), p p.  1 0 1 5 – 1 0 2 4. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j . aj p at h. 2 0 1 5. 1 1. 0 1 2. 
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Y a n a g a w a, S.; L e e, J. S.; I s hi m ot o, A. ( 1 9 9 8): I d e ntifi c ati o n a n d c h ar a ct eri z ati o n of a 

n o v el li n e of Dr o s o p hil a S c h n ei d er S 2 c ell s t h at r e s p o n d t o wi n gl e s s si g n ali n g. I n T h e 

J o ur n al  of  bi ol o gi c al  c h e mi str y 2 7 3  ( 4 8),  p p.  3 2 3 5 3 – 3 2 3 5 9.  D OI: 

1 0. 1 0 7 4/j b c. 2 7 3. 4 8. 3 2 3 5 3.  

Y a n g, Yili; Kit a g a ki, Jir o ut a; D ai, R e n -Mi n g; T s ai, Yi e n C h e; L ori c k, K e vi n L.; L u d wi g, 

R o b ert L. et al. ( 2 0 0 7): I n hi bit or s of u bi q uiti n -a cti v ati n g e n z y m e ( E 1), a n e w cl a s s of 

p ot e nti al  c a n c er  t h er a p e uti c s.  I n C a n c er  r e s e ar c h 6 7  ( 1 9),  p p.  9 4 7 2 – 9 4 8 1.  D OI: 

1 0. 1 1 5 8/ 0 0 0 8 -5 4 7 2. C A N -0 7 -0 5 6 8.  

Y a o,  T.  P.;  F or m a n,  B.  M.;  Ji a n g,  Z.;  C h er b a s,  L.;  C h e n,  J.  D.;  M c K e o w n,  M.  et  al. 

( 1 9 9 3 a): F u n cti o n al e c d y s o n e r e c e pt or i s t h e pr o d u ct of E c R a n d Ultr a s pir a cl e g e n e s. 

I n N at ur e 3 6 6 ( 6 4 5 4), p p.  4 7 6 – 4 7 9. D OI: 1 0. 1 0 3 8/ 3 6 6 4 7 6 a 0.  

Y a o,  T.  P.;  F or m a n,  B.  M.;  Ji a n g,  Z.;  C h er b a s,  L.;  C h e n,  J.  D.;  M c K e o w n,  M.  et  al. 

( 1 9 9 3 b): F u n cti o n al e c d y s o n e r e c e pt or i s t h e pr o d u ct of E c R a n d Ultr a s pir a cl e g e n e s. 

I n N at ur e 3 6 6 ( 6 4 5 4), p p.  4 7 6 – 4 7 9. D OI: 1 0 . 1 0 3 8/ 3 6 6 4 7 6 a 0. 

Y a o,  T.  P.;  S e gr a v e s,  W.  A.;  Or o,  A.  E.;  M c K e o w n,  M.;  E v a n s,  R.  M.  ( 1 9 9 2): 

Dr o s o p hil a  ultr a s pir a cl e  m o d ul at e s  e c d y s o n e  r e c e pt or  f u n cti o n  vi a  h et er o di m er 

f or m ati o n. I n C ell 7 1 ( 1), p p.  6 3 – 7 2. D OI: 1 0. 1 0 1 6/ 0 0 9 2 -8 6 7 4( 9 2) 9 0 2 6 6 -f. 

Y a p,  W ei  S h e n g ;  S h y u,  P et er;  G a s p ar,  M ari a  L a ur a;  J e s c h,  St e p h e n  A.;  M ar v ali m, 

C h arli e;  Pri n z,  Willi a m  A.  et  al.  ( 2 0 2 0):  T h e  y e a st  FI T 2  h o m ol o g s  ar e  n e c e s s ar y  t o 

m ai nt ai n  c ell ul ar  pr ot e o st a si s  a n d  m e m br a n e  li pi d  h o m e o st a si s.  I n J o ur n al  of  c ell 

s ci e n c e 1 3 3 ( 2 1). D OI: 1 0. 1 2 4 2/j c s. 2 4 8 5 2 6.  

Y o o,  B y o u n gj o o;  Ki m,  H a e -Y o o n;  C h e n,  Xi;  S h e n,  W ei pi n g;  J a n g,  Ji  S u n;  St ei n, 

S h ai a n n e  N.  et  al.  ( 2 0 2 1):  2 0 -h y dr o x y e c d y s o n e  ( 2 0 E)  si g n ali n g  r e g ul at e s 

a m ni o s er o s a m or p h o g e n e si s d uri n g Dr o s o p hil a d or s al cl o s ur e: E c R m o d ul at e s g e n e 

e x pr e s si o n i n  a  c o m pl e x  wit h  t h e  A P-1  s u b u nit,  J u n.  I n Bi ol o g y  o p e n 1 0  ( 8).  D OI: 

1 0. 1 2 4 2/ bi o. 0 5 8 6 0 5.  

Y u e,  S h u h u a;  Li,  J u nji e;  L e e,  S e u n g -Y o u n g;  L e e,  H y e o n  J e o n g;  S h a o,  Ti a n;  S o n g, 

Bi n g  et  al.  ( 2 0 1 4):  C h ol e st er yl  e st er  a c c u m ul ati o n  i n d u c e d  b y  P T E N  l o s s  a n d 

PI 3 K/ A K T  a c ti v ati o n  u n d erli e s  h u m a n  pr o st at e  c a n c er  a g gr e s si v e n e s s.  I n C ell 

m et a b oli s m 1 9 ( 3), p p.  3 9 3 – 4 0 6. D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. c m et. 2 0 1 4. 0 1. 0 1 9.  

Y u e n,  Hi u -F u n g;  C h a n,  Y u e n -Pi u;  C h e u n g,  W ai -L o k;  W o n g,  Y o n g -C h u a n;  W a n g, 

Xi a n g h o n g; C h a n, K w o k -W a h ( 2 0 0 8): T h e pr o g n o sti c si g n ifi c a n c e of B M P-6 si g n ali n g 



  P u bli c ati o n bi bli o gr a p h y  
 

1 9 2  
 

i n pr o st at e c a n c er. I n M o d er n p at h ol o g y : a n offi ci al j o ur n al of t h e U nit e d St at e s a n d 

C a n a di a n  A c a d e m y  of  P at h ol o g y,  I n c 2 1  ( 1 2),  p p.  1 4 3 6 – 1 4 4 3.  D OI: 

1 0. 1 0 3 8/ m o d p at h ol. 2 0 0 8. 9 4.  

Y u e n,  Hi u -F u n g;  M c Cr u d d e n,  Ci a n  M.;  Grill s,  Cl air e ;  Z h a n g,  S h u-D o n g;  H u a n g,  Y u -

H a n; C h a n, K a -K ui et al. ( 2 0 1 2): C o m bi n at ori al u s e of b o n e m or p h o g e n eti c pr ot ei n 6, 

n o g gi n  a n d  S O S T  si g nifi c a ntl y  pr e di ct s  c a n c er  pr o gr e s si o n.  I n C a n c er  s ci e n c e 1 0 3 

( 6), p p. 1 1 4 5 – 1 1 5 4. D OI: 1 0. 1 1 1 1/j. 1 3 4 9 -7 0 0 6. 2 0 1 2. 0 2 2 5 2. x.  

Z el c er,  N o a m;  H o n g,  C y nt hi a;  B o y a dji a n,  Ri m a;  T o nt o n o z,  P et er  ( 2 0 0 9):  L X R 

r e g ul at e s  c h ol e st er ol  u pt a k e  t hr o u g h  I d ol-d e p e n d e nt  u bi q uiti n ati o n  of  t h e  L D L 

r e c e pt or.  I n S ci e n c e  ( N e w  Y or k,  N. Y.) 3 2 5  ( 5 9 3 6),  p p.  1 0 0 – 1 0 4.  D OI: 

1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 1 1 6 8 9 7 4.  

Z h a n g,  C o n g y a n ;  Li u,  Pi n g s h e n g  ( 2 0 1 9):  T h e  N e w  F a c e  of  t h e  Li pi d  Dr o pl et:  Li pi d 

Dr o pl et Pr ot ei n s. I n Pr ot e o mi c s 1 9 ( 1 0), p.  1 7 0 0 2 2 3. D OI: 1 0. 1 0 0 2/ p mi c. 2 0 1 7 0 0 2 2 3.  

Z h a n g,  Ji n g;  Qi a o,  Qi n g;  X u,  H o n g;  Z h o u,  R u;  Li u,  Xi n z h e  ( 2 0 2 2):  H u m a n  c ell 

p ol y pl oi di z ati o n: T h e g o o d a n d t h e e vil. I n S e mi n ar s i n c a n c er bi ol o g y 8 1, p p.  5 4 – 6 3. 

D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. s e m c a n c er. 2 0 2 1. 0 4. 0 0 5.  

Z h a n g,  Xi a o s h u ai;  Li,  S h e n g;  Li u,  S u ni n g  ( 2 0 2 1):  J u v e nil e  H or m o n e  St u di e s  i n 

Dr o s o p hil a  m el a n o g a st er.  I n Fr o nti er s  i n  p h y si ol o g y 1 2,  p.  7 8 5 3 2 0.  D OI: 

1 0. 3 3 8 9/f p h y s. 2 0 2 1. 7 8 5 3 2 0.  

Z h o u, C h u a n c h u a n; Bi, F e n gr ui; Y u a n, Ji h a n g; Y a n g, F u; S u n, S h u h a n ( 2 0 1 8): G ai n 

of  U B E 2 D 1  f a cilit at e s  h e p at o c ell ul ar  c ar ci n o m a  pr o gr e s si o n  a n d  i s  a s s o ci at e d  wit h 

D N A d a m a g e c a u s e d b y c o nti n u o u s I L -6. I n J o ur n al of e x p eri m e nt al & cli ni c al c a n c er 

r e s e ar c h 3 7 ( 1), p p.  1 – 1 2. D OI: 1 0. 1 1 8 6/ s 1 3 0 4 6 -0 1 8 -0 9 5 1 -8.  

Zi,  Xi a oli n;  G u o,  Yi;  Si m o n e a u,  A n n e  R.;  H o p e,  C hri st o p h er;  Xi e,  J u n;  H ol c o m b e, 

R a n d all  F.;  H o a n g,  B a n g  H.  ( 2 0 0 5):  E x pr e s si o n  of  Fr z b/ s e cr et e d  Fri z zl e d -r el at e d 

pr ot ei n  3,  a  s e cr et e d  W nt  a nt a g o ni st,  i n  h u m a n  a n dr o g e n -i n d e p e n d e nt  pr o st at e 

c a n c er  P C -3  c ell s  s u p pr e s s e s  t u m or  gr o wt h  a n d  c ell ul ar  i n v a si v e n e s s. I n C a n c er 

r e s e ar c h 6 5 ( 2 1), p p.  9 7 6 2 – 9 7 7 0. D OI: 1 0. 1 1 5 8/ 0 0 0 8 -5 4 7 2. C A N -0 5 -0 1 0 3.  

Zi m m er m a n n,  R o b ert;  Str a u s s,  J uli a n e  G.;  H a e m m erl e, G u e nt er;  S c h oi s w o hl, 

G a bri el e; Bir n er -Gr u e n b er g er, R ut h; Ri e d er er, M o ni k a et al. ( 2 0 0 4): F at m o bili z ati o n 

i n  a di p o s e  ti s s u e  i s  pr o m ot e d  b y  a di p o s e  tri gl y c eri d e  li p a s e.  I n S ci e n c e  ( N e w  Y or k, 

N. Y.) 3 0 6 ( 5 7 0 0), p p.  1 3 8 3 – 1 3 8 6. D OI: 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 1 1 0 0 7 4 7.  
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Zi p p er,  Li s a;  B at c h u,  S ai;  K a y a,  Ni d a  H ati c e;  A nt o n ell o,  Z e u s  A n dr e a;  R eiff,  T o bi a s 

( 2 0 2 2):  T h e  Mi cr o R N A  mi R-2 7 7  C o ntr ol s  P h y si ol o g y  a n d  P at h ol o g y  of  t h e  A d ult 

Dr o s o p hil a  Mi d g ut  b y  R e g ul ati n g  t h e  E x pr e s si o n  of  F att y  A ci d β -O xi d ati o n -R el at e d 

G e n e s  i n  I nt e sti n a l  St e m  C ell s.  I n M et a b olit e s 1 2  ( 4).  D OI: 

1 0. 3 3 9 0/ m et a b o 1 2 0 4 0 3 1 5.  

Zi p p er,  Li s a;  J a s s m a n n,  D e ni s e;  B ur g m er,  S ofi e;  G örli c h,  B a sti a n;  R eiff,  T o bi a s 

( 2 0 2 0): E c d y s o n e st er oi d h or m o n e r e m ot e c o ntr ol s i nt e sti n al st e m c ell f at e d e ci si o n s 

vi a t h e P P A R γ -h o m ol o g Ei p 7 5 B i n Dr o s o p hil a. I n e Lif e 9. D OI: 1 0. 7 5 5 4/ e Lif e. 5 5 7 9 5.  
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Li st of fi g ur e s a n d t a bl e s  

Fi g ur e 1 :  B a si c li pi d dr o pl et ( L D) m or p h ol o g y.  

Fi g ur e 2 :  Li pi d dr o pl et bi o g e n e si s.         

Fi g ur e 3 :  S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n of t h e st ur k o pf  g e n o mi c l o c u s.  

Fi g ur e 4 :  S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n of t h e st ur k o pf  s e q u e n c e.  

Fi g ur e 5 :  S c h e m ati c di a gr a m of t h e Dr o s o p hil a  a c c e s s or y gl a n d ( A G).  

Fi g ur e 6:  G F P d et e cti o n t o v erif y st a bl e, p ol y cl o n al c ell li n e s vi a i m m u n o bl otti n g.  

Fi g ur e 7:  Cr y st al vi ol et pr olif er ati o n a s s a y of st a bl e, p ol y cl o n al c ell li n e s.  

Fi g ur e 8:  Mi cr o s c o pi c a n al y si s of st a bl e, p ol y cl o n al c ell pr olif er ati o n.  

Fi g ur e 9:  Cr y st al  vi ol et  pr olif er ati o n  a s s a y  of  O A -tr eat e d  st a bl e,  p ol y cl o n al  c ell 

li n e s. 

Fi g ur e 1 0:  Mi cr o s c o pi c a n al y si s of O A -tr e at e d st a bl e, p ol y cl o n al c ell pr olif er ati o n. 

Fi g ur e 1 1:  R e pr e s e nt ati v e  a c c e s s or y  gl a n d s  of  7 -d a y s  ol d,  m at e d  fli e s  of  t h e 

g e n ot y p e s e s g; Ctrl  a n d e s g; 3 5. 7 . 

Fi g ur e 1 2:  T h e l o s s of  S C p h e n ot y p e i n A G s of st ur k o pf  n ull m ut a nt m al e a ni m al s.  

Fi g ur e 1 3:  Q u a ntifi c ati o n of S C n u m b er p er l o b e of 7 - a n d 1 4 -d a y s ol d m at e d m al e 

fli e s of t h e g e n ot y p e s e s g; Ctrl  a n d e s g; 3 5. 7 . 

Fi g ur e 1 4:  Q u a ntifi c ati o n of S C n u m b er p er l o b e of 7 -d a y s ol d vir gi n m al e fli e s of 

t h e g e n ot y p e s e s g; Ctrl  a n d e s g; 3 5. 7 . 

Fi g ur e 6 5 :  R e pr e s e nt ati v e  a c c e s s or y  gl a n d’ s  l o b e  of  7 -d a y s  ol d  vir gi n  fli e s  of  t h e 

g e n ot y p e e s g; Ctrl  a nti b o d y st ai n e d a g a i n st A N C E. 

Fi g ur e 1 6:  Q u a ntifi c ati o n  of  S C s  p er  l o b e  of  7 -d a y s  ol d  m at e d  m al e  fli e s  of  t h e 

g e n ot y p e s st ur k o pf  Ctrl  a n d st ur k o pf[ 3 5. 7]  b a s e d  o n  S C -s p e cifi c 

a nti b o d y st ai ni n g a g ai n st A N C E.  

Fi g ur e 1 7:  Q u a ntifi c ati o n  of  S C s  p er  l o b e  of  7 -d a y s  ol d  m at e d  m al e fli e s  i n  a 

st ur k o pf tr a n s h et er o z y g o u s b a c k gr o u n d. 
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Fi g ur e 1 8:  D et e cti o n of st ur k o pf  pr ot ei n l e v el s of 7 -d a y s ol d m at e d, f e m al e fli e s of 

e a c h  cr o s s  i n  a st ur k o pf  tr a n s h et er o z y g o u s  b a c k gr o u n d  vi a  w e st er n 

bl ot.  

Fi g ur e 1 9:  M e a s ur e m e nt  of  m ai n  c ell  a n d  s e c o n d ar y  c ell  n u cl e ar  ar e a s  of  7 -d a y s 

ol d, m at e d fli e s of t h e g e n ot y p e s e s g; Ctrl  a n d e s g; 3 5. 7 . 

Fi g ur e 2 0:  M e a s ur e m e nt  of  e n d or e pli c ati o n  b y  c al c ul ati o n  of  t h e  q u oti e nt  of  S C 

a n d  M C  n u cl e ar  ar e a  of  7 -d a y s  ol d,  m at e d  fli e s  of  t h e  g e n ot y p e s 

e s g; Ctrl  a n d e s g; 3 5. 7 . 

Fi g ur e 2 1:  M e a s ur e m e nt  of  w h ol e  S C  ar e a  of  7 -d a y s  ol d,  m at e d  fli e s  of  t h e 

g e n ot y p e s e s g; Ctrl a n d e s g ; 3 5. 7. 

Fi g ur e 2 2:  A nti b o d y  st ai ni n g  a g ai n st  a n d  m a xi m u m  i nt e n sit y  q u a ntifi c ati o n  of 

d F o x O  of  f at  b o di e s  of  w a n d eri n g  L 3  l ar v a e  of st ur k o pf  Ctrl  a n d 

st ur k o pf[ 3 5. 7]  a ni m al s.  

Fi g ur e 2 3:  G e n e e x pr e s si o n a n al y si s of t h e J H E H 1 -3  g e n e s i n a c c e s s or y gl a n d s of 

7 -d a y s  ol d,  m at e d  m al e  fli e s  of  t h e  g e n ot y p e s st ur k o pf  Ctrl  a n d 

st ur k o pf[ 3 5. 7] . 

Fi g ur e 2 4:  G e n e e x pr e s si o n a n al y si s of t h e g e n e s E 7 4 A , E 7 5 A , E 7 5 B  a n d E c R  i n 

a c c e s s or y  gl a n d s  of  7 -d a y s  ol d,  m at e d  m al e  fli e s  of  t h e  g e n ot y p e s 

st ur k o pf  Ctrl a n d st ur k o pf[ 3 5. 7] . 

Fi g ur e 2 5:  M e a s ur e m e nt  of  e c d y s o n e  h e m ol y m p h  tit er  [ n g/ µl]  of st ur k o pf  Ctrl  a n d 

st ur k o pf[ 3 5. 7] m at e d f e m al e a n d m al e fli e s.  

Fi g ur e 2 6:  Pr ot ei n -pr ot ei n  i nt er a cti o n  a n al y si s  of st ur k o pf ,  E c R,  E R R,  a n d  U S P 

i n cl u di n g c o m pl e m e nt ati o n d at a. 

Fi g ur e 2 7:  D et e cti o n of c o m m o n E c R vi a i m m u n o bl otti n g wit h t h e A g 1 0. 2 a nti b o d y 

i n S 2 R + c ell s. 

Fi g ur e 2 8:  D et e cti o n of c o m m o n E c R vi a i m m u n o bl otti n g wit h t h e A g 1 0. 2 a nti b o d y 

i n c ell c ult ur e e xtr a ct s fr o m g e n er at e d st a bl e, p ol y cl o n al c ell li n e s. 

Fi g ur e 2 9:  L o c ali z ati o n  of  o v er e x pr e s s e d st ur k o pf  C -t er mi n all y  t a g g e d  wit h  G F P 

u si n g a f at b o d y G al 4 s p e cifi c dri v er li n e a n d a st ur k o pf  o v er e x pr e s si o n 

eff e ct or li n e.  
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Fi g ur e 3 0:  R e pr e s e nt ati v e  a c c e s s or y  gl a n d s  l o b e  ti p s  of  7  d a y s -ol d,  m at e d  m al e s 

of  t h e  g e n ot y p e s st ur k o pf  Ctrl  a n d s t ur k o pf[ 3 5. 7] f or st ur k o pf  m R N A 

d et e cti o n p erf or mi n g s mi -FI S H.  

Fi g ur e 3 1:  Fl u or e s c e n c e i n  sit u h y bri di z ati o n  of  a  r e pr e s e nt ati v e  l ar v al Dr o s o p hil a  

g ut.  

Fi g ur e 3 2:  Q u a ntifi c ati o n of S C n u m b er p er l o b e of 7 -d a y s ol d m at e d m al e fli e s of 

t h e cr o s si n g s a cti n G al 4  / w[ -] a n d a cti n G al 4  > s t ur k o pf R N Ai.  

Fi g ur e 3 3:  Q u a ntifi c ati o n of S C n u m b er p er l o b e of 7 -d a y s ol d m at e d m al e fli e s of 

t h e cr o s si n g s f at b o d y G al 4 / w[ -] a n d  f at b o d y G al 4 > s t ur k o pf R N Ai.  

Fi g ur e 3 4:  Q u a ntifi c ati o n  of  S C s  p er  l o b e  of  7 -d a y s  ol d  m at e d  m al e  fli e s  of  t h e 

cr o s si n g s  

A c p 2 6 A a G al 4  / w[ -] a n d A c p 2 6 A a G al 4  > s t ur k o pf R N Ai.  

Fi g ur e 3 5:  R e pr e s e nt ati v e a c c e s s or y gl a n d’ s l o b e of a 7 -d a y s ol d, m at e d fl y of t h e 

cr o s si n g e s g; Ctrl  > st ur k o pf -3 x H A  a nti b o d y st ai n e d a g ai n st H A.  

Fi g ur e 3 6:  R e pr e s e nt ati v e  a c c e s s or y  gl a n d s  of  7 -d a y s  ol d  fli e s  of  t h e  cr o s si n g 

e s g; Ctrl  / w[ -] a nti b o d y st ai n e d a g ai n st A b d -B a n d A N C E.  

Fi g ur e 3 7:  R e pr e s e nt ati v e  a c c e s s or y  gl a n d  of  a  7 -d a y s  ol d  fl y  of  t h e  cr o s si n g 

e s g; Ctrl  / w[ -] a nti b o d y st ai n e d a g ai n st A b d -B.  

Fi g ur e 3 8:  Q u a ntifi c ati o n  of  S C s  p er  l o b e  i n  m at e d  m al e  fli e s  of  t h e  g e n ot y p e 

e s g; Ctrl  ( n = 6 2 l o b e s) a n d of t h e cr o s si n g s e s g; Ctrl  / w[ -] a n d e s g; Ctrl  > 

s t ur k o pf R N Ai.  

Fi g ur e 3 9:  Q u a ntifi c ati o n  of  S C s  p er  l o b e  i n  m at e d  m al e  fli e s  of  t h e  g e n ot y p e 

e s g; Ctrl  a n d of t h e cr o s si n g s e s g; Ctrl  / w[ -] a n d e s g; Ctrl  > U A S s t ur k o pf-

3 x H A . 

Fi g ur e 4 0:  Fr e q u e n c y  di stri b uti o n  a n al y si s  of  S C  n u m b er s  p er  l o b e  of  7 -d a y s  ol d 

a ni m al s  of  t h e  cr o s si n g s e s g; Ctrl  / w[ -], e s g; Ctrl  > s t ur k o pf R N Ai,  a n d 

e s g; Ctrl  > U A S s t ur k o pf-3 x H A . 

Fi g ur e 4 1:  Q u a ntifi c ati o n  of  S C s  p er  l o b e  i n  m at e d  m al e  fli e s  of  t h e  g e n ot y p e 

e s g; 3 5 . 7 a n d  of  t h e  cr o s si n g s e s g; 3 5. 7  / w[ -] a n d e s g; Ctrl  > s t ur k o pf 

R N Ai.  
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Fi g ur e 4 2:  C o m p ari s o n  of S C n u m b er p er l o b e i n m at e d m al e fli e s of t h e cr o s si n g s 

e s g; Ctrl / w[ -] a n d e s g; 3 5. 7  / w[ -]. 

Fi g ur e 4 3:  Q u a ntifi c ati o n  of  S C s  p er  l o b e  i n  m at e d  m al e  fli e s  of  t h e  g e n ot y p e 

e s g; 3 5. 7  a n d  of  t h e  cr o s si n g s e s g; 3 5. 7  / w[ -] a n d e s g; 3 5. 7 > U A S 

s t ur k o pf-3 x H A . 

Fi g ur e 4 4:  Fr e q u e n c y  di stri b uti o n  a n al y si s  of  S C  n u m b er s  p er  l o b e  of  7 -d a y s  ol d 

a ni m al s of t h e cr o s si n g s e s g; 3 5. 7  / w[ -], e s g; 3 5. 7  > s t ur k o pf R N Ai, a n d 

e s g; 3 5. 7  > U A S s t ur k o pf-3 x H A . 

Fi g ur e 4 5:  C o m p ari s o n  of  S C s  p er  l o b e  i n  m at e d  m al e  fli e s  of  t h e  cr o s si n g s 

e s g; Ctrl  / w[ -], e s g; Ctrl > U A S s t ur k o pf-3 x H A ,  a n d e s g; 3 5. 7  > U A S 

s t ur k o pf-3 x H A  . 

Fi g ur e 4 6:  Diff er e nti al t e m p er at ur e s hift p att er n t o e n s ur e tr a n s g e n e e x pr e s si o n. 

Fi g ur e 4 7:  Q u a ntifi c ati o n  of  S C s  p er  l o b e  i n  L 3 -s hift e d  m at e d  m al e  fli e s  of  t h e 

dri v er  li n e e s g; Ctrl ,  t h e  cr o s si n g s e s g; Ctrl  / w[ -], e s g; Ctrl > U A S 

s t ur k o pf-3 x H A , a n d e s g; Ctrl  > s t ur k o pf R N Ai.  

Fi g u r e 4 8:  C o m p ari s o n  of  q u a ntifi e d  S C s  p er  l o b e  of  st a n d ar d  a n d  L 3 -s hift e d 

m at e d m al e fli e s.  

Fi g ur e 4 9:  Q u a ntifi c ati o n  of  S C s  p er  l o b e  i n  m at e d  m al e  fli e s  of  t h e  h o m o z y g o u s 

dri v er  li n e e s g; 3 5. 7 a n d  t h e  cr o s si n g s e s g; 3 5. 7 / w[ -], e s g; 3 5. 7 >  U A S 

st ur k o pf -3 x H A, a n d e s g; 3 5. 7  > s t ur k o pf R N Ai.  

Fi g ur e 5 0:  C o m p ari s o n  of  q u a ntifi e d  S C s  p er  l o b e  of  st a n d ar d  a n d  L 3 -s h ift e d 

m at e d  m al e  fli e s  f or  of  t h e  h o m o z y g o u s  dri v er  li n e e s g; 3 5. 7  a n d  t h e 

cr o s si n g s e s g; 3 5. 7  / w[ -], e s g; 3 5. 7  > U A S s t ur k o pf-3 x H A , a n d e s g; 3 5. 7  

> s t ur k o pf R N Ai.  

Fi g ur e 5 1:  Q u a ntifi c ati o n  of  S C s  p er  l o b e  i n  m at e d  m al e  fli e s  of  t h e  g e n ot y p e 

e s g; Ctrl  a n d t h e cr o s si n g s e s g; Ctrl  / w[ -] a n d e s g; Ctrl  > U A S p 3 5 . 

Fi g ur e 5 2:  Q u a ntifi c ati o n  of  S C s  p er  l o b e  i n  m at e d  m al e  fli e s  of  t h e  g e n ot y p e 

e s g; 3 5. 7  a n d t h e cr o s si n g s e s g; 3 5. 7  / w[ -] a n d e s g; 3 5. 7  > U A S p 3 5 . 

Fi g ur e 5 3:  C o m p ari s o n  of  S C s  p er  l o b e  i n  m at e d  m al e  fli e s  of  t h e  cr o s si n g s 

e s g; Ctrl > U A S p 3 5  a n d e s g; 3 5. 7  > U A S p 3 5 . 
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Fi g ur e 5 4:  Q u a ntifi c ati o n  of  S C s  p er  l o b e  i n  L 3 -s hift e d  m at e d  m al e  fli e s  of  t h e 

g e n ot y p e e s g; Ctrl  a n d t h e cr o s si n g s e s g; Ctrl  / w[ -] a n d e s g; Ctrl  > U A S 

p 3 5 . 

Fi g ur e 5 5:  Q u a ntifi c ati o n  of  S C  n u m b er  p er  l o b e  i n  L 3 -s hift e d  m at e d  m al e  fli e s 

u si n g t h e st ur k o pf  n ull m ut a nt dri v er li n e e s g; 3 5. 7 , t h e c o ntr ol cr o s si n g s 

e s g; 3 5. 7  / w[ -] a n d e s g; 3 5. 7  > U A S p 3 5 . 

Fi g ur e 5 6:  C o m p ari s o n b et w e e n S C s p er l o b e i n L 3 -s hift e d m at e d m al e fli e s of t h e 

cr o s si n g s e s g; Ctrl > U A S p 3 5  a n d e s g; 3 5. 7  > U A S p 3 5 . 

Fi g ur e 5 7:  C o m p ari s o n of q u a ntifi e d S C s p er l o b e of b ot h st a n d ar d a n d L 3 -s hift e d 

m at e d  m al e  fli e s  of  t h e  cr o s si n g e s g; Ctrl  > U A S  p 3 5  a n d e s g; 3 5. 7  > 

U A S p 3 5 . 

Fi g ur e 5 8:  R e pr e s e nt ati o n  of  a  c o n s er v e d  i nt er a ct o m e  of Dr o s o p hil a  pr ot ei n s  a n d 

t h e  h u m a n  c o u nt er p art s  of  a  ubi q uiti n ati o n  c a s c a d e  d e m o n str at e d  i n 

P C a.  

Fi g ur e 5 9:  S el e ct e d pr ot ei n -pr ot ei n -i nt er a cti o n d at a of t h e i nt er a ct o m e n et w or k. 

Fi g ur e 6 0:  H y p ot h e si z e d st ur k o pf  L O F w or ki n g m o d el.  

Fi g ur e 6 1:  C o m pl et e s plit l u cif er a s e c o m pl e m e nt ati o n P PI r e s ult s.  

Fi g ur e 6 2:  S e q u e n ci n g r e s ult s fr o m r e s e q u e n ci n g of p U bi P -st ur k o pf ( S 1 1 9 A)-e G F P 

t o c h e c k f or t h e c orr e ct n e s s of t h e c o n str u ct. 

 

T a bl e 1:  U s e d c h e mi c al s a n d r e a g e nt s.  

T a bl e 2:  U s e d b uff er s a n d s ol uti o n s wit h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h eir c o m p o n e nt s.  

T a bl e 3:  U s e d g el s wi t h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h eir c o m p o n e nt s. 

T a bl e 4:  U s e d e n z y m e s a n d t h eir c orr e s p o n di n g b uff er s.  

T a bl e 5:  U s e d oli g o n u cl e oti d e s wit h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h eir  d e si g n ati o n (f w d: 

f or w ar d, r e v: r e v er s e) s e q u e n c e, u s a g e, a n d r ef er e n c e . 
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T a bl e 6:  U s e d  pl a s mi d s  wit h  i nf or m ati o n  c o n c er ni n g  t h eir  u s a g e  a n d  r ef er e n c e. 

P PI:  pr ot ei n -pr ot ei n -i nt er a cti o n,  G R:  g at e w a y  r e c o m bi n ati o n,  C L G:  c ell 

li n e g e n er ati o n. 

T a bl e 7:  U s e d b a ct eri al str ai n s i n cl u di n g a bri ef d e s cri p ti o n of t h eir pr o p erti e s. 

T a bl e 8:  U s e d pri m ar y a nti b o di e s wit h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h eir t ar g et pr ot ei n s, 

or g a ni s m al ori gi n, u s e d dil uti o n, a n d r ef er e n c e.  

T a bl e 9:  U s e d s e c o n d ar y a nti b o di e s wit h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h eir or g a ni s m al 

ori gi n, u s e d dil uti o n, a n d r ef er e n c e.  

T a bl e 1 0:  U s e d m ol e c ul ar bi ol o gi c al a n d bi o c h e mi c al kit s.  

T a bl e 1 1:  U s e d c ell c ult ur e m e di a a n d r e a g e nt s.  

T a bl e 1 2:  U s e d c ell c ult ur e m e di a wit h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h eir c o m p o siti o n.  

T a bl e 1 3:  U s e d  c ell  li n e s  wit h  i nf or m ati o n  r e g ar di n g  c ell  li n e  c h ar a ct eri sti c s  a n d 

t h eir r ef er e n c e. 

T a bl e 1 4:  U s e d Dr o s o p hil a  f o o d wit h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h eir c o m p o siti o n. 

T a bl e 1 5:  U s e d Dr o s o p hil a  li n e s  wit h  i nf or m ati o n  r e g ar di n g  t h eir  g e n ot y p e  a n d 

r ef er e n c e. 

T a bl e 1 6:  U s e d d e vi c e s wit h i nf or m ati o n  r e g ar di n g t h e m o d el t y p e. 

T a bl e 1 7:  U s e d s oft w ar e wit h i nf or m ati o n r e g ar di n g t h e u s e d v er si o n.  



  A b br e vi ati o n s  

2 0 0  

A b br e vi ati o n s  

2 0 -h y dr o x y e c d y s o n e         2 0 H E  

a b d o mi n al -B           A b d -B  

a c c e s s or y gl a n d          A G  

a mi n o a ci d           a a  

a m m o ni u m p er s ulf at e         A P S  

a n dr o g e n r e c e pt or          A R  

a n gi ot e n si n c o n v erti n g e n z y m e        A N C E  

ar gi ni n e           R  

b a s e p air s           b p  

b o vi n e s er u m al b u mi n         B S A  

c a str ati o n -r e si st a nt pr o st at e c a n c er      C R P C  

c e nti m or g a n           c M  

c h ol e st er yl e st er          C E  

c o m pl e m e nt ar y D N A         c D N A  

d efi ci e n c y li n e          Df  

d e gr e e C el si u s          ° C  

d e o x yri b o n u cl ei c a ci d         D N A  

di m et h yl s ulf o xi d e          D M S O  

di still e d w at er          d H 2 O  

e arl y 3 5 k D a pr ot ei n         p 3 5  

e c d y s o n e r e c e pt or          E c R  

e c d y s o n e -i n d u c e d pr ot ei n 7 4 E F       E 7 4 A  

e c d y s o n e -i n d u c e d pr ot ei n 7 5 A       E 7 5 A  

e c d y s o n e -i n d u c e d pr ot ei n 7 5 B       E 7 5 B  

e n d o pl a s mi c r eti c ul u m         E R  

e s c ar g ot           e s g  

e str o g e n -r el at e d r e c e pt or        E R R  

et h a n ol           Et O H  

et h yl e n e gl y c ol -bi s( β -a mi n o et h yl et h er) -N, N, N′, N′ -t etr a a c eti c a ci d  E G T A  

et h yl e n e di a mi n et etr a a c eti c a ci d        E D T A  

f at st or a g e-i n d u ci n g pr ot ei n       FI T pr ot ei n  

f et al c alf s er u m          F C S  

gr a m            g  
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gr e e n fl u or e s c e nt pr ot ei n         G F P  

h o ur            h  

h u m a n i nfl u e n z a h e m a g gl uti ni n        H A  

i n s uli n-li k e gr o wt h f a ct or si g n ali n g       II S 

j u v e nil e h or m o n e         J H  

j u v e nil e h or m o n e e p o xi d e h y dr ol a s e       J H E H  

kil o d alt o n           k D a  

li pi d dr o pl et          L D  

li pi d dr o pl et a s s o ci at e d pr ot ei n       L D A P  

li pi d dr o pl et-a s s o ci at e d h y dr ol a s e       L D A H  

l o s s of f u n cti o n         L O F  

l y si n e           K  

l y s o g e n y br ot h          L B  

m ai n c ell           M C  

m et h a n ol           M e O H  

mi cr o gr a m           μ g  

mi cr olit er           μl  

mi cr o m et er           μ m  

mi cr o m ol ar           μ M  

milli a m p er e           m A  

milli gr a m           m g  

millilit er           ml  

milli m et er           m m  

mi n ut e           mi n  

m y o si n r e g ul at or y li g ht c h ai n i nt er a cti n g pr ot ei n/     M Y LI P/  

i n d u ci bl e d e gr a d er of t h e L D L r e c e pt or      I D O L 

n a n o gr a m           n g  

n a n o m et er           n m  

ol ei c a ci d           O A  

o p e n r e a di n g fr a m e          O R F  

o pti c al d e n sit y          O D  

p ar af or m al d e h y d e          P F A  

p h o s p h at a s e a n d T e n si n h o m ol o g       P T E N  

p h o s p h at e -b uff er e d s ali n e        P B S  



  A b br e vi ati o n s  
 

2 0 2  
 

p ol y a cr yl a mi d e g el el e ctr o p h or e si s       P A G E  

p ol y m er a s e c h ai n r e a cti o n        P C R  

p ol y u n s at ur at e d f att y a ci d         P U F A  

pr o st at e c a n c er          P C a  

q u a ntit ati v e r e al -ti m e p ol y m er a s e c h ai n r e a cti o n     q R T -P C R  

ri b o n u cl ei c a ci d          R N A  

ri b o s o m al pr ot ei n 4 9         r p 4 9 

R N A i nt erf er e n c e          R N Ai  

r o u n d s p er mi n ut e          r p m 

s e c o n d ar y c ell          S C  

s e c o n d s           s e c  

s o di u m d o d e c yl s ulf at e         S D S  

( si n gl e m ol e c ul e)fl u or e s c e n c e i n sit u h y bri di z ati o n    ( s mi) FI S H 

tri a c yl gl y c er ol          T A G  

t u m or pr ot ei n p 5 3         p 5 3  

ultr a s pir a cl e           U S P  

u p str e a m a cti v ati o n s e q u e n c e        U A S  

( v er y) l o w d e n sit y li p o pr ot ei n r e c e pt or      ( V) L D L R 

v olt s            V  

m at e d f e m al e s          M F  

m at e d m al e s           M M  

vir gi n m al e s            V M



  Ei d e s st attli c h e Er kl är u n g  

2 0 3  

Ei d e s st attli c h e Er kl är u n g  

 

I c h, Irf a n A k ht ar, v er si c h er e a n Ei d e s St att, d a s s di e v orli e g e n d e Di s s ert ati o n v o n mir 

s el b st ä n di g u n d o h n e  u n z ul ä s si g e fr e m d e Hilf e u nt er B e a c ht u n g d er „ Gr u n d s ät z e z ur 

Si c h er u n g  g ut er  wi s s e n s c h aftli c h er  Pr a xi s  a n  d er  H ei nri c h -H ei n e -U ni v er sit ät 

D ü s s el d orf“ er st ellt w or d e n  i st. 

 

 

D ü s s el d orf, M är z  2 0 2 3  

 

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  

         Irf a n A k ht ar 

 




