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Rather than being wallflowers waiting to
be asked to dance, droplets appear to be
the life of the party, organellar butterflies.
It will be fascinating to figure out the
source of the droplets' charm in making
new friends and to what ends this talent is
used.

Joel M. Goodman
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Energiehomoostase

Eines der grundlegenden Merkmale des Lebens ist die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts
zwischen Energieaufnahme und Energieverbrauch, die sogenannte Energichomoostase. Dafiir
sind in den meisten Organismen Energiespeicher unerldsslich. Diese konnen iiberschiissige
Energie sichern, um sie dann in Phasen mit erhdhtem Verbrauch oder mangelnder Nahrung
wieder bereitzustellen. Gerdt dieses Gleichgewicht aus der Balance, hat es fiir den
Organismus schwerwiegende Folgen. Eine dauerhaft zu geringe Energieaufnahme fiihrt zu
Mangelerscheinungen und schlieBlich zum Tod. Doch auch die iiberméBige Energieaufnahme
ist schédlich. So berichtet die World Health Organization (WHO), dass im Jahr 2008
geschitzte 1,4 Milliarden erwachsene Menschen weltweit tibergewichtig sind (Body Mass
Index (BMI) >25) und davon 500 Millionen an Adipositas (BMI >30) leiden (WHO Fact
sheet N°311: Obesity and overweight, 2013). Dies fiihrt zu einem erhohten Risiko fiir
Diabetes, kardiovaskuldre Erkrankungen oder bestimmte Krebsarten, sodass die WHO
Ubergewicht und Adipositas zu der fiinft hiufigsten Todesursache weltweit zihlt (WHO,
2013). Verschiedene Faktoren konnen eine Adipositas begiinstigen und verstirken:
Genetische Veranlagung (Loos, 2012), epigenetische Effekte (Jang und Serra, 2014), der
Einfluss des Darm-Mikrobioms (Tremaroli und Backhed, 2012) oder Krankheiten wie z. B.
Hypothyreose (Schilddriisenunterfunktion, Biondi, 2010). Doch das epidemische Ausmal,
welches Ubergewicht und Adipositas mittlerweile erreicht haben, beruht vor allem auf der
modernen Lebensweise, die durch eine zu hohe Nahrungsaufnahme bei gleichzeitig geringer
Bewegung geprégt ist.

In vielzelligen Organismen wird ein komplexer Prozess bendtigt, um die Energiechomoostase
aufrechtzuerhalten. Energieaufnahme, -speicherung und -verwertung miissen koordiniert
werden, um sich wechselnden Bedingungen wie Hunger, Nahrungsaufnahme oder Aktivitét
anzupassen. Im Stoffwechsel der Sduger nimmt hierbei die Leber eine zentrale Rolle ein. Sie
dient als Speicher fiir Kohlenhydrate (als Glykogen) und fiir kleine Mengen an Fetten in Form
von Triacylglycerolen (TAG). Die Hauptmenge des TAG wird in den Adipozyten des weillen
Fettgewebes gespeichert. Dieses spezialisierte Gewebe besitzt durch das eingelagerte TAG
die groBten Energiereserven im Korper, die unter der Kontrolle der Hormone Glucagon und

Insulin ab- oder aufgebaut werden kénnen (Rosen und Spiegelman, 2006). Weitere Gewebe
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haben wichtige Funktionen fiir den Energiehaushalt. Das Gehirn steuert das Essverhalten in
Abhingigkeit von Signalstoffen, die es von anderen Organen bekommt. So sekretieren die
Adipozyten des weillen Fettgewebes das Hormon Leptin, das auch als ,,Hungerhemmer*
betitelt wird, um dem Gehirn den Status der Lipidreserven zu signalisieren (Friedman, 2009).
Auch der Darm ist nicht ausschlieBlich zur Resorption der Nihrstoffe da, sondern sendet
Hormone an das Gehirn. So messen Mechanosensoren im Gastrointestinaltrakt den
Sattigungsgrad und signalisieren ihn dem Gehirn (Druce und Bloom, 2006). Daneben wird
auch auf hormonellem Weg das Hungergefiihl vermittelt. Die Ausschiittung des Hormons
Ghrelin stimuliert den Appetit, wihrend die Nahrungsaufnahme durch ,,Peptide YY*,
,»QGlucagon-like peptide 1 und ,,Oxyntomodulin® inhibiert wird (Druce und Bloom, 2006).

Viele Mechanismen der Energichomdoostase sind evolutiondr konserviert. Daher konnen auch
Tiere mit einem weniger komplexen Genom zur Erforschung von grundlegenden Konzepten
des Metabolismus benutzt werden (Rajan und Perrimon, 2011), deren System zur Regulation
des Energiehaushaltes weniger Komponenten hat als das von Sidugern. In dieser Arbeit wurde
dafiir als Modellorganismus die Schwarzbduchige Taufliege (Drosophila melanogaster,
hiernach Drosophila) verwendet. Fiir die Aufrechterhaltung der Energiechomdostase sind bei
ihr vor allem fiinf Gewebe von Bedeutung (Abbildung 1): Der Fettkdrper, das Gehirn, die

daran angeschlossene neurosekretorische Ringdriise, die Oenozyten und der Darm.

AKH

—» WACHSTUM

Glykogen
TAG

ENERGIE-
HOMOOSTASE

sNPF

PO
® 9\,

Fettkorper ‘
OE x\.\.ﬁ\b Fettsduren

Darm

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Kommunikation zwischen den Organen fiir die Energichomdostase.
Erlauterungen im Text. Abkiirzungen: AKH = ,,Adipokinetic Hormone®, DILPs = ,,Drosophila insulin-like peptides*, sSNPF
= ,,short Neuropeptide F*, OE = Oenozyten, RD = Ringdriise, TAG = Triacylglycerid, Upd2 = ,,Unpaired 2. Abbildung nach
Rajan und Perrimon, 2011.
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Der Fettkorper ist ein einzigartiges Organ, das nur bei Insekten vorkommt (Abbildung 2). Er
erfiillt Aufgaben, wie sie in Vertebraten von der Leber und den Adipozyten iibernommen
werden (Colombani et al., 2003). Dabei spielt er eine Schliisselrolle in der Speicherung und

Bereitstellung von Energietragern (Arrese und Soulages, 2010).

Fettkorper (GFP)

Abbildung 2: Der Fettkorper in Drosophila Larven. Links ist eine Durchlichtaufnahme dargestellt, rechts ist der
Fettkorper durch Expression von GFP markiert. Die Abbildung stammt von S. Gronke.

Gespeichertes Glykogen wird zum Transport in Trehalose umgebaut (Thompson, 2003),
wihrend gespeichertes TAG zu Diacylglycerol (DAG) abgebaut wird, das gebunden an
Lipophorin in die Ha@molymphe abgegeben wird (Arrese und Soulages, 2010). Dieser
Vorgang wird hauptsédchlich durch zwei Peptidhormone reguliert. Zum einen sekretiert das
corpus cardiacum (CC) in der Ringdriise das ,,Adipokinetic Hormone* (AKH) (Kim und
Rulifson, 2004), zum anderen schiitten die Insulin-produzierenden Zellen (IPC) des Gehirns
die ,,Drosophila insulin-like peptides* (DILPs) aus (Rulifson ef al., 2002b). Dabei erfiillt das
AKH eine dem Glucagon der Sdugetiere vergleichbare Funktion. Bei erhohtem Energiebedarf
stimuliert es im Fettkoper die Lipolyse, Glykogenolyse und Produktion von Trehalose (Kim
und Rulifson, 2004). Im Gegensatz dazu ist es die Aufgabe der DILPs, nach der
Nahrungsaufnahme die Synthese von Glykogen und TAG im Fettkorper zu aktivieren (Arrese
und Soulages, 2010). Zwischen Gehirn und Fettkorper existiert aber auch ein
Riickkopplungsmechanismus im Energiechaushalt, bei dem der Fettkorper iiber das Gehirn das
Fressverhalten beeinflusst, indem er als Nahrungssensor fungiert. Uber den Aminosiuren-
Transporter ,,Slimfast“ kann der Fettkorper den iiber die Nahrung aufgenommenen
Proteingehalt messen (Colombani et al., 2003). AuBBerdem gibt er den Néahrstoffstatus iiber
das Zytokin ,,Unpaired 2 (Upd2) an die IPCs weiter (Rajan und Perrimon, 2012). Upd2 ist
das funktionelle Homolog des Saugerhormons Leptin. Dariiber hinaus existiert ein Austausch
von Fettsduren zwischen dem Fettkorper und den Hepatozyten-dhnlichen Oenozyten
(Gutierrez et al., 2007). Die Oenozyten exprimieren lipidmetabolische Proteine, die

Fettsduren modifizieren, und sind besonders zu Hungerzeiten notwendig, um die vom
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Fettkorper freigesetzten Fettsduren zu verarbeiten (Gutierrez et al., 2007). Der Darm in
Drosophila kann wie der Séugetier-Darm durch die Ausschiittung von Hormonen das
Fressverhalten beeinflussen, beispielsweise durch das ,,short Neuropeptid F“, das die
Nahrungsaufnahme steigert (Lee et al., 2004). Indirekt wirkt der Drosophila-Darm auch
durch die in ihm enthaltenen Bakterien, dem sogenannten Darm-Mikrobiom, auf den
Stoffwechsel ein. Dabei wird der Insulin-Signalweg des Wirts durch Metabolite der beiden
Hauptvertreter dieses Mikrobioms, Bakterien der Gattung Acetobacter und Lactobacillus,

moduliert (Shin et al., 2011).

Der Energiehaushalt beeinflusst im starken Mafle Wachstum und Entwicklung von Geweben,
indem er die Zellteilung und das Uberleben steuert. In der larvalen Entwicklung von Insekten
spielt die GroBe des Energiespeichers eine besondere Rolle, weil diese Periode die
KorpergroBe des adulten Tieres bestimmt. Zwei Grenzwerte sind dabei wichtig: Das
Erreichen des ,,Minimalen lebensfdhigen Gewichts® und das Erreichen des ,,Kritischen
Gewichts* (Edgar, 2006). Larven, die das minimale lebensfdhige Gewicht besitzen, konnen
sich bei komplettem Nahrungsentzug zu adulten Fliegen entwickeln, die aber in ihrer
Korpergrole kleiner sind (Beadle ef al., 1938); Larven, die das kritische Gewicht erreichen,
konnen sich selbst bei Mangel an weiterer Nahrung ohne Zeitverzogerung verpuppen und
besitzen als adulte Tiere Normalgroe (Bakker, 1959). Gesteuert wird die Lénge der
Larvenstadien durch die Aktivitit des Insulin-Signalwegs und durch die Menge des
Steroidhormons 20-Hydroxyecdyson (20E) (Edgar, 2006). Die Insulin-Signalwirkung
bestimmt die Entwicklungsrate, wihrend durch die Sekretion des 20E aus der
Prothorakaldriise (PTG) der Ubergang von Larve zur Puppe eingeleitet und somit die Dauer
der larvalen Entwicklung begrenzt wird (Géminard et al., 2006). Die Biosynthese von 20E in
der PTG hingt dabei von der Nahrungsaufnahme ab, die ebenfalls in der PTG gemessen wird
(De Moed et al., 1999). Ein weiteres wichtiges Hormon fiir die larvale Entwicklung ist das
Juvenilhormon (JH), dessen Sekretion von internen (z. B. Hormone, Genexpression) und
externen (z. B. Nahrung, Linge der Photoperiode, Temperatur) Faktoren beeinflusst wird
(Flatt et al., 2005). Die genauen Zusammenhinge sind noch ungeklédrt, doch wurde im
Tabakschwirmer Manduca sexta eine JH-vermittelte Verkniipfung des Energiehaushaltes mit

der Bildung von Fliigel-Imaginalscheiben entdeckt (Truman et al., 2006).
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1.2 Die Biologie der Lipidtropfchen

In Zellen sind die Lipide in spezialisierten Organellen, den Lipidtrépfchen (engl. lipid
droplets, LDs), eingelagert. Als Fettspeicher auf zellulirer Ebene spielen die zytoplas-
matischen LDs somit eine prominente Rolle bei der Aufrechterhaltung der Energichomdo-
stase. Zusitzlich werden LDs und die darin gespeicherten Lipide fiir eine Reihe weiterer
Aufgaben verwendet, wie etwa der Membransynthese, der Proteinspeicherung oder der
viralen Replikation (Ubersichtsartikel Walther und Farese, 2012). Beinahe alle Zellen
besitzen LDs oder sind zumindest in der Lage, sie zu bilden. Selbst in Bakterien kommen sie
vor, hauptsidchlich im Stamm der Actinobacteria (Wiltermann und Steinbiichel, 2005). Die
Anzahl und GroBe der LDs schwankt dabei erheblich zwischen den verschiedenen Zelltypen
(Walther und Farese, 2012). Wiahrend viele Zellen eher kleine LDs mit einer Gro3e von
wenigen hundert Nanometern besitzen, fiillen LDs in den Adipozyten das komplette Zyto-
plasma aus und erreichen so Durchmesser von bis zu 200 um (Beller et al., 2010b). In Droso-
phila Kcl167-Zellkulturzellen wachsen LDs auf eine Gréfle von maximal 5 um an (eigene
Beobachtung). Trotz dieser GréfBenunterschiede besitzen LDs in allen Lebewesen denselben,
evolutiondr konservierten Autbau (Beller ef al., 2010b): Ein hydrophober Kern aus Neutral-
lipiden, der vor allem Triacylglyerole (TAGs) und Sterolester (SE) enthélt, ist umgeben von
einer Phospholipid-Einzelschicht, an die verschiedene Proteine binden (Abbildung 3A). Diese
Phospholipid-Einzelschicht macht LDs einzigartig unter den Zellorganellen, da sonst bei
Biomembranen nur Doppelschichten vorkommen. Sie erst ermdglicht es, die Lipide im Kern
der LDs vom wissrigen Zytosol zu trennen. Diese strukturelle Besonderheit hat zur Folge,
dass sich die Biologie der LDs von denen der anderen Organellen teilweise unterscheidet,
etwa in ihrer Bildung oder der Lokalisation von Proteinen auf ihre Oberflache.

A  Phospholipid-
Einzelschicht Proteine

Neutrallipide

Abbildung 3: Darstellungen von LDs. (A) Schematischer Aufbau von LDs. Phospholipid-Einzelschicht (blau/gelb) umgibt
einen Kern aus Neutrallipiden (gelb). An die LD-Oberfldche sind Proteine (rot, griin, violett) gebunden (Abbildung aus
Beller, 2005). (B) Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen von gefirbten LDs in Drosophila Kcl67-Zellkulturzellen. Zellen
wurden mit freien Fettsduren behandelt, damit sie LDs bilden. LDs kénnen mit spezifischen lipophilen Farbstoffen markiert
werden (hier HCS LipidTOX DeepRed; DNA-Féarbung mit Hoechst). Der MafBstabsbalken entspricht 10 um.
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1.2.1 Der Lebenszyklus der Lipidtropfchen

Wenn Zellen im Organismus oder in Zellkultur einem Uberschuss an freien Fettsiuren, wie
z. B. Olsiure (engl. oleic acid, OA), ausgesetzt sind, bilden sie LDs (Abbildung 3B). Die
Bildung von LDs ist trotz oder gerade wegen ihrer einfachen Struktur noch nicht vollstindig
aufgeklért. Selbst der Ort ihrer Synthese war lange Zeit unbekannt. Viele Hinweise deuten auf
das endoplasmatisches Retikulum (ER) als Entstehungsort hin. So befinden sich z. B. die
Enzyme fiir die TAG-Synthese im ER (Buhman et al., 2001) und kommen in der Ndhe von
LDs angereichert vor (Kuerschner et al., 2008). Zudem sind das ER und LDs iiber
Kontaktstellen direkt miteinander verkniipft (Wilfling et al., 2013). Durch Gefrierbruch-
Transmissionselektronenmikroskopie konnte des Weiteren gezeigt werden, dass LDs wie Eier
in einem ,,Eierbecher” von bestimmten Bereichen des ER umbhiillt werden (Robenek et al.,
2006). Neuere Erkenntnisse von Kassan ef al. (2013) lassen nun erkennen, dass sich LDs in
Eukaryoten hauptsichlich in speziellen Mikrodomédnen des ERs bilden. Fiir die Entstehung
der LDs aus der ER-Doppelmembran existieren verschiedene Modelle. Das am meisten
akzeptierte Modell beinhaltet eine ,,Knospung® der LDs aus dem ER (Beller ef al., 2010b).
Hierbei werden neusynthetisierte Fette zunichst innerhalb der ER-Membran eingelagert. Bei
einer fortdauernden Fettsynthese reichern sie sich in den Mikrodoménen an (Kassan et al.,
2013). Dabei wolbt sich die zytosolische Hemimembran des ERs durch die Akkumulation der
Lipide im Intermembranraum und wichst solange an, bis sie sich als reifes LD von der ER-
Membran durch Knospung trennt. Aus biophysikalischer Sicht wird die Hypothese formuliert,
dass es sich bei der LD-Bildung um einen Prozess handeln konnte, der dem
Entnetzungsverhalten (engl. dewetting) entspricht (Thiam et al., 2013). Fliissigkeiten konnen
Oberfldchen benetzen (wetting) und sich dabei ausbreiten oder im gegensétzlichen Vorgang
entnetzen, bei dem sich Tropfchen bilden. Bei LDs konnte dies erreicht werden, indem die
Oberfldchenspannung der Membran gesenkt wird. Dadurch wird es energetisch giinstiger,
Lipidtropfchen zu formen (Thiam ef al., 2013). Um die Oberflaichenspannung zu senken, kann
in der Membran die Zusammensetzung der Phospholipide gedndert oder Cholesterol
eingelagert werden. Der Arfl/COPI-Komplex fiihrt eine solche Modulation der Phospholipide
an der LD-Membran durch (Wilfling et al., 2014).

Die neu gebildeten LDs konnen auf verschiedene Weise an Umfang gewinnen. In Drosophila
S2-Zellkulturzellen kdnnen nach der Zugabe von OA auf den grofiten LDs innerhalb der Zelle
alle benotigten Enzyme fiir die Synthese von TAG nachgewiesen werden (Wilfling et al.,
2013). So kann neues TAG direkt an LDs gebildet und in deren Kern eingelagert werden.

Aber auch ohne diese Enzyme konnen LDs wachsen. Entweder durch das Verschmelzen von
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zwei LDs oder durch einen Lipidtransfer von kleinen LDs zu groferen LDs, ein Verfahren,
das der Ostwald-Reifung (Ausgleich von Konzentrationsunterschieden durch Materiefluss
von kleinen zu groB3en Kolloiden) gleicht (Thiam et al., 2013). In beiden Fiéllen tritt eine
energetisch giinstige Senkung der Oberflichenspannung ein, doch die hohe Stabilitdt von eng
aggregierten LDs ldsst vermuten, dass Proteine fiir die Durchfithrung dieser Prozesse benotigt
werden. Solch ein Protein ist beispielsweise das ,.fat-specific protein p27“ (Fsp27). Es
lokalisiert an den Kontaktstellen zwischen zwei LDs und vermittelt den gerichteten Transfer
der Lipide (Gong et al., 2011).

Ohne Nachschub an neuen freien Fettsduren werden die LDs wieder abgebaut. Am besten
untersucht ist das in den Adipozyten von Siugern (Ubersichtsartikel Lass et al., 2011). Die
Lipolyse lauft dort hormonell reguliert ab. Z. B. flihrt die Stimulation adrenerger Rezeptoren
zur Phosphorylierung der ,,Hormonsensitiven Lipase“ (HSL) durch die cAMP-abhéngige
Proteinkinase A und damit zur Aktivierung der HSL (Lass et al., 2011). Zugleich wird auch
das LD-assoziierte Protein Perilipin 1 (Plinl) phosphoryliert, das normalerweise verhindert,
dass HSL auf LDs lokalisieren kann. Im phosporylierten Zustand verliert Plinl diese
Barrierefunktion und ermoglicht damit die Lokalisation von HSL auf LDs (Sztalryd et al.,
2003). Der erste Schritt der Lipolyse wird bei Sdugern von der ,,Adipose Triglyceride Lipase*
(ATGL, Zimmermann et al., 2004) und in Drosophila vom ATGL-Homolog ,,Brummer
(BMM, Gronke et al., 2005) katalysiert. Die Aktivitdit der ATGL wird von den LD-
assoziierten Proteinen ,,CGI-58“ und ,,GO/G1 Switch Protein 2 (G0S2) gesteigert bzw.
gehemmt (Lass et al., 2011). Das Beispiel der ATGL-Regulation zeigt, wie bedeutend eine

wechselnde Proteinkomposition fiir die Funktion der LDs ist.

1.2.2 Die Proteine der Lipidtropfchen

Mit der Entdeckung von ,,Perilipin1* (Plinl) als erstes LD-assoziiertes Protein und seiner
Beteiligung an der Regulation der Fettspeicherung durch Greenberg et al. (1991) riickten LDs
in den Fokus der Forschung. Um weitere LD-assoziierte Proteine zu identifizieren, die
Funktionen im Lipidmetabolismus besitzen, wurden massenspektroskopische Analysen des
LD-Proteoms in verschiedenen Organismen und Zelllinien durchgefiihrt, z. B. in der Bécker-
hefe Saccharomyces cerevisiae (Athenstaedt et al., 1999), in Fettkorpern aus Drosophila-
Larven (Beller et al, 2006) oder in CHO-K2 Zellen (Liu et al., 2004). Dabei wurden
erwartete Kandidaten identifiziert, wie z. B. Enzyme zum Auf- und Abbau von Fetten oder
regulatorische Proteine wie z. B. die Perilipine. Aber auch andere Proteine, bei denen eine

Verbindung zum Lipidmetabolismus nicht direkt ersichtlich ist, kommen auf LDs vor, wie
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beispielsweise das bereits erwdhnte Fsp27 oder Enzyme, die die Phospholipidzusammen-
setzung der LD-Membran beeinflussen wie die ,,Cytidin-Triphosphat:Phosphocholin-
Cytidylyltransferase 1 (CCT1, Krahmer et al., 2011). Dazu gehoren auch die Komponenten
des Zytoskeletts, die den regulierten Transport von LDs entlang der Mikrotubuli (Welte et al.,
1998) oder Aktinfilamente gestatten (Bartz et al., 2007). Selbst Histone, die Bestandteile des
Chromatins zur Verpackung von DNA sind und deshalb normalweise im Zellkern
lokalisieren, befinden sich in Drosophila-Embryonen auf LDs (Li ef al., 2012). In diesem Fall
fungieren die LDs als Speicher fiir die miitterlich bereitgestellten Histone, sodass ein Vorrat
fiir eine schnelle Kernteilung vorhanden ist, ohne dass der Embryo den toxischen
Eigenschaften von nicht-eingebundenen Histonen ausgesetzt ist (Li et al., 2012).

Eine weitere Gruppe von Proteinen, die regelméfig bei Proteomanalysen in LD-angereich-
erten Fraktionen identifiziert wird, sind die kurzkettigen Dehydrogenasen/ Reduktasen (engl.
Short chain dehydrogenases/ reductase, SDR). Bei Sdugern sind es bislang 13 SDRs (u. a.
Brasaemle et al., 2004, Liu et al., 2004, Zhang et al., 2011, Beilstein et al., 2013), bei
Drosophila sieben (Beller et al., 2006, Cermelli et al., 2006). Von vier SDRs aus Séugern ist
eine Lokalisation sowohl auf LDs als auch im ER bestétigt: ,,17B-Hydroxysteroid Dehydro-
genase Typ 11 (17B-HSD11, Fujimoto et al., 2004) und Typ 13 (17B-HSD13, Horiguchi et
al., 2008a), ,Retinol Dehydrogenase 10 (RDHI10, Jiang und Napoli, 2013) und
,Dehydrogenase/reductase (SDR Family) Member 3 (DHRS3, Deisenroth et al., 2011). Thre
Funktionen und wie sie mit der Lokalisation auf LDs zusammenhédngen, wurden bisher kaum
untersucht. 17B-HSD11 katalysiert die Umsetzung des Testosteron-Metabolits Sa-Androstan-
3a,17B-diol (Brereton et al, 2001), doch deutet die breite Expression auch in nicht-
steroidogenen Geweben darauf hin, dass die Hauptfunktion nicht im Metabolismus von
Sexualhormonen liegt (Moeller und Adamski, 2009). RDH10 setzt als Enzym Retinol
(Vitamin A) zu Retinal um und katalysiert damit die erste Reaktion zur Synthese von all-
trans-Retinsiure. In COS7-Zellen wird durch eine Anderung der Lokalisation vom ER auf die
LD-Oberfldche die Enzymaktivitit gesteigert (Jiang und Napoli, 2013). Da DHRS3 am
Abbau von all-frans-Retinsdure beteiligt ist (Haeseleer et al., 1998), vermuten die Autoren,
dass die beiden Enzyme an der retinalen Homoostase beteiligt sind. Die LDs wiirden hierbei
fiir die SDRs als Depot der Substrate und Produkte dienen.

Alles in allem ldsst die Vielzahl LD-assoziierter Proteine erkennen, dass es sich bei den LDs
um eine dynamische Zellorganelle handelt, die nicht nur fiir die Aufrechterhaltung der

Energiehomoostase notwendig ist, sondern dariiber hinaus vielfaltige Aufgaben erfiillt.
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1.2.3 Der Transport von Proteinen auf Lipidtropfchen und ihre Verankerung

Die Verankerung von Proteinen an LDs unterscheidet sich gegeniiber anderen Organellen in
der Zelle insofern, dass die Einzelschicht-Membran keine integralen Proteine erlaubt, wie es
sonst bei Doppelmembranen moglich ist. Bis jetzt sind vier Arten bekannt, wie sich Proteine
an die LD-Oberfliche heften kénnen (Abbildung 4A): Uber amphipatische Helices, iiber eine

sogenannte Haarnadelschlaufe, durch eine Lipid-Verankerung oder durch Protein-Protein-

Interaktionen.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Arten, an LDs zu binden (A) und auf LDs zu gelangen
(B). Abbildung iibersetzt aus Walther und Farese, 2012.

Gleichzeitig gelangen LD-assoziierte Proteine auf verschiedenen Wegen dorthin (Abbildung
4B). Die erste Moglichkeit ist liber das ER auf die LDs zu gelangen. Beide Organellen stehen
iiber Briicken miteinander in Kontakt, iiber die sich Proteine von einer Organelle zur anderen
bewegen konnen (Wilfling et al., 2013, Abbildung 4B-I). Die Bildung dieser Briicken wird
durch die Interaktion des Arfl/COPI-Komplexes mit LDs ausgelost (Wilfling et al., 2014).
Fiir eine wachsende Anzahl von Proteinen konnte eine duale Lokalisation im ER und auf LDs
demonstriert werden (z. B. Zehmer et al., 2009, Thiel et al., 2013, Wilfling et al., 2013). Ob
COPI-Vesikel auch direkt Proteine auf LDs transportieren, ist unbekannt, doch der Verlust
der COPI-Funktion filihrt zu einer verdnderten Komposition des LD-Proteoms (Beller ef al.,
2008, Soni et al, 2009). Ein Vesikel-vermittelter Transport ist daher eine weitere
Moglichkeit, auf LDs gelangen (Abbildung 4B-II). Proteine, die sowohl auf LDs als auch im
ER vorkommen, enthalten oft eine amphiphatische Helix als Strukturelement (Abbildung
4A-I). Diese Helix besitzt auf der einen Seite vorwiegend hydrophobe und auf der anderen
Seite vorwiegend polare Aminosédurereste, was einen gleichzeitigen Kontakt mit den

veresterten Fettsduren als auch mit dem Zytosol bzw. den Phosphatgruppen der
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Membranlipide begiinstigt. Proteine mit einer solchen Helix kdnnen so in die LD-Membran
eingebettet werden. Allerdings ist noch nicht geklért, wie die Helices die LD-Membran von
anderen Membranen unterscheiden. Es wird vermutet, dass die Zusammensetzung der LD-
Membranlipide dabei eine Rolle spielt, weil sie von der des ERs abweicht (Tauchi-Sato et al.,
2002). Die Haarnadelschlaufe ist ein weiteres Strukturelement zur Verankerung an LDs
(Abbildung 4A-II). Sie besteht aus zwei benachbarten hydrophoben Bereichen, die durch
einen sogenannten Prolinknoten (drei Proline innerhalb von zwolf Aminosduren) getrennt
sind (Abell et al., 1997). Die Proline bewirken dabei eine Schlaufenbildung, {iber die eine
Integration in die LD-Membran moglich ist. Haarnadelschlaufen finden sich besonders bei
den Oleosinen der Pflanzen (Abell ef al., 1997). Auch ohne diese speziellen Strukturelemente
konnen Proteine an LDs binden. Posttranslationale Modifikationen ermdglichen eine stabile
Verankerung von Proteinen in die LD-Membran (Abbildung 4A-III). Beispielsweise kann die
kleine GTPase ,Rabl8“, welche den Transport von LDs reguliert, erst durch eine
Prenylierung aus dem Zytosol auf LDs lokalisieren (Martin et al., 2005, Abbildung 4B-III).
Durch direkte Interaktionen mit anderen LD-assoziierten Proteinen konnen Proteine auf LDs
gelangen (Abbildung 4A/B-1V). Hierzu gehort zum Beispiel die Lokalisation von HSL, die
durch phosphoryliertes Plinl vermittelt wird (Sztalryd et al., 2003).

Nach einem in der Primdrsequenz von LD-Proteinen kodierten Lokalisationssignal fiir den
Transport von Proteinen zu LDs wird noch gesucht. Ein fiir alle LD-Proteine giiltiges Motiv
ist noch nicht bekannt, doch die genannten Strukturen wie hydrophobe Bereiche oder
amphipatische Helices sind ein Anhaltspunkt. Bei den Proteinen ,,Caveolin“ und ,,Ancient
ubiquitous protein 1 (AUP1) sind zudem basische Aminosduren in der Ndhe der LD-
Binderegion notwendig, damit sie auf LDs lokalisieren kdnnen (Ingelmo-Torres ef al., 2009,
Stevanovic und Thiele, 2013). Doch weitere Hinweise zu einem allgemeinen LD-
Lokalisationssignal fehlen. Daher ist es durchaus moglich, dass ein solches nicht existiert,
sondern dass die verschiedenen Wege auf die LDs und die dortige Verankerung auch
unterschiedliche Lokalisationssignale erfordern. Auch die Frage, ob die LD-Lokalisation
tiberwiegend durch die Sequenz und Struktur der Proteine an sich bestimmt wird, oder durch
trans-wirkende Proteine oder Proteinkomplexe muss fiir jede Lokalisationsweise einzeln

betrachtet werden.

1.2.4 Subpopulationen von Lipidtropfchen
Die LD-Lokalisationsmechanismen miissen dabei noch differenzieller sein, da sich LDs

innerhalb einer Zelle in mehrere Subpopulationen aufteilen konnen (Beller er al., 2010b).
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2001 wurde mit einer dominant negativen Mutante von Caveolin 3 (Cav3P%Y) erstmals ein
Protein identifiziert, das in Zellkulturzellen nur auf eine LD-Subpopulation lokalisiert (Pol et
al., 2001). Kurze Zeit spiter wurde gezeigt, dass Rabl8 und Cav3®®’ sich gegenseitig
ausschlieBende LD-Subpopulationen markieren (Martin et al., 2005). Die Lokalisation von
Rab18 auf LDs nimmt dabei unter lipolytischen Bedingungen zu, wodurch eine Verkniipfung
zwischen der Protein-Lokalisation und dem metabolischen Status der LD-Subpopulationen
hergestellt werden kann (Martin et al., 2005). Auch fiir LDs, an denen anabole Prozesse
stattfinden (hiernach ,,anabolisch aktive LDs‘), konnten Marker-Proteine identifiziert werden
(Wilfling et al., 2013). Die beiden Proteine GPAT4 (Glycerol-3-phosphat-O-Acyltransferase
Isoform 4) und AGPAT3 (sn-1-Acylglycerol-3-phosphat-O-Acyltransferase Isoform 3)
katalysieren die ersten beiden Schritte in der TAG-Synthese (Abbildung 13). In Drosophila
S2-Zellkulturzellen befinden sie sich nur auf einzelnen und den jeweils grofften LDs innerhalb
einer Zelle, da nur mit diesen Enzymen ein Wachstum durch neu gebildetes TAG stattfindet

(Wilfling et al., 2013).

Neben der Einteilung von LD-Subpopulationen im Bezug auf den metabolischen Status liegt
auch eine im Bezug auf die Reifung der LDs vor. In sich differenzierenden Adipozyten lokali-
sieren z. B. Perilipine in Abhéngigkeit von der LD-Reifung (Wolins et al., 2006). Kleine,
frisch gebildete LDs an den Zellrindern werden von anderen Perilipinen besetzt als die
groflen, dlteren LDs, die fiir die Remobilisierung der gespeicherten Fettsduren in fertig
differenzierten Adipozyten abgebaut werden (Wolins et al, 2006). Diese differenzielle
Lokalisation der Perilipine tritt auch bei LD-Subpopulationen auf, die sich in ihrer Lipid-
zusammensetzung unterscheiden (Hsieh ef al., 2012). So zeigen die Perilipine Priaferenzen, ob
sie auf LDs mit hauptsidchlich TAG oder auf LDs mit hauptsidchlich Cholesterylestern
lokalisieren (Hsieh et al., 2012).

Die momentan vorhandenen Informationen iiber LD-Subpopulationen stammen {iberwiegend
aus Zellkultur-Experimenten. Beispiele aus in vivo Untersuchungen sind rar und beschrinken
sich in Saugetieren auf die differenzielle Lokalisation von Perilipinen in pathologisch
verdnderten Geweben und Organen wie Fettlebern (Straub ef al., 2008) oder Tumoren (Straub
et al., 2010). Fiir das Drosophila-Protein CG2254 konnte mittels Uberexpressionsstudien
sowohl in Zellkulturzellen als auch im larvalen Fettkdrper eine Lokalisation auf einzelnen
LDs gezeigt werden (Beller et al., 2006). Die biologische Bedeutung der LD-Diversifizierung
auf zelluldrer oder organismischer Ebene bleibt aber bis jetzt unklar und erfordert eine weitere

Erforschung.
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1.3 Kurzkettige Dehydrogenasen/Reduktasen

Wie zuvor dargestellt, werden SDRs in LD-Proteomen héufig identifiziert, so auch das in
dieser Arbeit untersuchte Drosophila Proteins CG2254. SDRs sind NADP(H)-abhéngige
Enzyme und bilden eine groBe, heterogene Proteinfamilie mit bislang {iber 160.000
Mitgliedern in der Uniprot-Proteindatenbank (Persson und Kallberg, 2013). Allein im
menschlichen Genom befinden sich mindestens 71 Gene, die fiir SDRs kodieren (Kavanagha
et al., 2008). SDRs katalysieren eine Vielzahl verschiedener Reaktionen, die den
Metabolismus von Fetten, Aminosduren, Zuckern, Hormonen und Xenobiotika betreffen und
ein breites Spektrum an Substraten umfassen (Persson et al., 2008). Die Sequenzidentitit
unter SDRs ist mit 20-30% nur niedrig, doch werden SDRs durch eine &hnliche
Tertidrstruktur vereint (Kallberg et al., 2010). Die meisten SDRs bestehen aus 250-350
Aminosduren, oft mit N- oder C-terminalen Verldngerungen, die Transmembrandoménen
oder Signalpeptide zur Protein-Lokalisation enthalten (Oppermann et al., 2003). Zentrales
Element aller SDRs ist eine N-terminal gelegene Rossman-Proteinfaltung, die zur Bindung
des Kosubstrats NAD(P) bendtigt wird (Persson ef al., 1995). In diesem stirker konservierten
Bereich befindet sich das glycinreiche GX3GXG-Motiv als Teil der Nukleotid-Binderegion
sowie das aktive Zentrum mit der katalytisch wichtigen Triade aus Serin, Tyrosin und Lysin
(Filling et al., 2002). Auf Basis dieser Motive lassen sich die SDRs in weitere Klassen
(,,classical“, ,extended, ,intermediate®, ,divergent und ,,complex*) einteilen, wobei die
meisten zu den ,,classical* SDRs gehoren, gefolgt von ,,extended (Kallberg et al., 2010). Die
Substratspezifitit des Enzyms wird durch das C-terminale Ende bestimmt, das nicht nur in der
Sekundir-, sondern auch in der Tertidrstruktur variabler ausfillt (Oppermann et al., 2003).
Eine Bestimmung des Substrats nur auf Basis der Sequenz ist deshalb nicht mdglich

(Oppermann et al., 2003).
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1.4 Ziele dieser Arbeit

Bei der Analyse des LD-Proteoms von Fettkorpern aus Drosophila L3-Larven wurde das als
SDR annotierte Protein CG2254 identifiziert (Beller et al., 2006). Wird CG2254 als EGFP-
Fusionsprotein in Zellkulturzellen oder im Fettkorper exprimiert, lokalisiert es nicht auf allen
LDs, sondern nur auf einer LD-Subpopulation (Beller ef al., 2006). Ziel der hier vorliegenden
Arbeit war es nun, anhand von CG2254 dieses fiir LD-assoziierte Proteine ungewohnliche
Lokalisationsmuster zu untersuchen. Aufgrund der geringen Anzahl von Publikationen {iber
LD-Subpopulationen sollte zunichst geklart werden, ob und wie eine solche Lokalisation von
CG2254 und sequenzéhnlichen Proteinen aus anderen Spezies in Drosophila- und Séuger-
Zellkulturzellen evolutiondr konserviert ist. Mit Hilfe von CG2254 als Marker sollten die LD-
Subpopulationen hinsichtlich ihrer Entstehung und Funktion charakterisiert werden. Ein
Hauptaugenmerk lag hierbei auf Untersuchungen der Lokalisationsmechanismen von
Proteinen auf LDs. So sollte z. B. anhand einer Struktur-Funktionsanalyse von CG2254
bestimmt werden, welche Bereiche oder Motive fiir eine Lokalisation auf LD-
Subpopulationen notwendig und ausreichend sind.

In vivo sollte des Weiteren analysiert werden, ob LD-Subpopulationen auch im Organismus
vorkommen und welche Bedeutung das auf ihnen lokalisierte CG2254-Protein hat. Dazu
sollte zundchst die Expression und subzelluldre Lokalisation des endogenen CG2254-Proteins
untersucht werden, um so moglicherweise LD-Subpopulationen auch in vivo nachweisen zu
kénnen. Funktionen des Proteins sollten mit gezielten Anderungen der Proteinmenge durch
Uberexpression und RNAi analysiert werden. Mit den Ergebnissen aus dieser Arbeit sollten
die Grundlagen fiir Untersuchungen an Proteinen auf LD-Subpopulationen in vivo geschaffen
werden, auf die zukiinftige Studien aufbauen konnen. Zugleich sollte mit der
Charakterisierung von CG2254 ein Marker entwickelt werden, der diese Studien zur Funktion

von LD-Subpopulationen ermoglicht.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Losungen und Puffer
Alle Chemikalien wurden in der hochst moglichen Reinheit (,pro analysis®) von den

nachfolgenden Firmen, wenn nicht anders erwéhnt, bezogen:

AppliChem (Darmstadt), Becton Dickinson and Company (Le Pont de Claix, Frankreich),
Biomol (Hamburg), Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA), Carl Roth (Karlsruhe), Carlo
Erba Reagents (Chaussée du Vexin, Frankreich), Griissing (Filsum), Invitrogen (Carlsbad,
USA), Merck (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Steinheim), Thermo Fisher
Scientific (Waltham, USA), VWR International (Darmstadt)

Sédmtliche Losungen wurden mit vollentsalztem oder destilliertem Wasser angesetzt und

gegebenenfalls autoklaviert oder sterilfiltriert.

Enzyme fiir molekularbiologische Arbeiten wurden von den folgenden Firmen bezogen:
Roche Diagnostics (Mannheim), Fermentas/Thermo Fisher Scientific (St. Leon-Rot), New
England Biolabs (Ipswich, USA), Promega (Madison, USA), Finnzymes/Thermo Fisher
Scientifc, (Espoo, Finnland)

APS, 10% 1 g Ammonium-Peroxidsulfat, auf 10 ml mit H,O auffiillen

BBT, 10x, 11 10 mM Tris
55 mM NaCl
40 mM KCl
7 mM MgCl,
20 mM Glucose
50 mM Saccharose
0,1% BSA (frisch hinzufiigen)
0,1% TWEEN-20 (frisch hinzufiigen)
pH 6,95

Dechorionierungslosung 50% Klorix (Colgate-Palmolive, New York, USA) in H,O
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FBB

Hybe

Hybe B

Lammli-SDS-Laufpuftfer,
10x, 11

Mowiol++

PBS, 10x, 11

PBT-Puffer

RNA-Fix, 11

10 mM HEPES pH 7.6
10 mM KCl

0,1 mM EDTA

0,1 mM EGTA

1 mM DTT

1 Tablette ,,cOmplete, EDTA free* (Protease Inhibitor Cocktail)
(Roche Diagnostics, Mannheim) auf 50 ml FBB

50% Formamid

5x SSC

5 wl/ml Heparin

5 mg/ml Torula yeast RNA
0,1% TWEEN-20

pH 6,7

50% Formamid
5x SSC

30,3 g Tris/HCI
144 g Glyzin
1% SDS

12 g Glycerol

4,8 g Mowiol 40-88

12 ml H,O

24 ml 0,2 M Tris/HCI (pH 8,5)
2,5 mg DABCO/m] Mowiol

2 mg Gallate/ml (bis zu 8% (w/v))

80 g NaCl

2 g KCl

14,4 g Na,HPO4
2,4 ¢ KH,HPO,4
pH 7,4

1x PBS
0,1% TWEEN-20

100 ml 10x PBS

100 ml 0,5 M EGTA (pH 8,0)
100 g Paraformaldehyd

auf 1 1 mit H,O auffiillen
pH-Wert 7,0
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SDS-Proteinprobenpuffer,
5x

SDS-Sammelgel, 2 ml

SDS-Trenngel, 10%, 10 ml

SSC-Puffer, 20x, 11

TE-Puffer

Tobwin-Transferpuffer fiir
Western Blot, 10x, 11

250 mM Tris/HCI pH 6,8
500 mM DTT

10% SDS

5 ml Glycerol

0,5% Bromphenolblau

mit H,O auf 10 ml auffiillen

1,4 ml H,O

0,33 ml Acrylamid-Mix (Rotiphorese Gel 30 (37,5:1))
0,25 ml 1 M Tris, pH 6,8

0,02 ml 10 % SDS

0,02 ml 10 % APS

0,002 ml TEMED

4 ml H,O

3,3 ml Acrylamid-Mix (Rotiphorese Gel 30 (37,5:1))
2,5ml 1,5 M Tris, pH 8,8

0,1 ml 10 % SDS

0,1 ml 10 % APS

0,004 ml TEMED

175,32 g NaCl
88,23 g Natriumcitrat
pH 7,0

10 mM Tris/HCl
0,5 mM EDTA, pH 8,0

30,3 g Tris/HC1
144 g Glycin

Vor der Verwendung zu der einfach verdiinnten Losung
20 % Methanol zugeben.
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2.2 Plasmide

Fiir die Klonierungen wurde das Gateway-Rekombination-Klonierungssystem (Invitrogen,

Carlsbad, USA,

S.

,,Destination““-Vektoren auf.

Tabelle 1: Vektoren fiir das Gateway-System

2.13.2) benutzt. Tabelle 1 listet die verwendeten ,,Donor*- und

N-terminalem YFP

Vektorname | ID | Beschreibung Referenz
Urspriinglich von Invitrogen;
pENTR/D-TOPO 153 | ,Donor“-Vektor im Gateway Rekombinationssystem maodifiziert fur Ligation tber die
Schnittstellen Notl/Ascl
,Destination“-Vektor im Gateway Rekombinations-
pTGW 150 | System; Drosophila Expressionsvektor unter Gal4/UAS T. Murphy/DGRC
Kontrolle; Fusion mit N-terminalem EGFP
,Destination“-Vektor im Gateway Rekombinations- A. Herzia. Abteiluna H. Jackle
pUbIP-TdT-rfA 160 | System; Drosophila Expressionsvektor unter Ubiquitin- M'Plbpc gét')ttingen gn. ’
Promotorkontrolle; Fusion mit N-terminalem TdT
,Destination“-Vektor im Gateway Rekombinations- A Herzia. Abteiluna H. Jackle
pUbiP-EGFP-rfA 151 | System; Drosophila Expressionsvektor unter Ubiquitin- M.Plbpc %bttingen gn. ’
Promotorkontrolle; Fusion mit N-terminalem EGFP
,Destination“-Vektor im Gateway Rekombinations- .
pH-YFP-N 212 | System; Sauger- Expressionsvektor; Fusion mit Abteilung S. Hell, MPlbpc

Géttingen

Mit dem Entry-Klon von CG2254 wurden durch Rekombinationen vier verschiedene

Vektoren fiir die Expression von Fusionsproteinen hergestellt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Plasmide mit CG2254

pENTR-CG2254 mit pUbiP-TdT-rfA

Vektorname | ID Beschreibung Referenz
ORF von CG2254 wurde vom EST RH47744 per PCR
pENTR-CG2254 89 | amplifiziert und mit Notl/Ascl in pENTR/D-TOPO klo- Beller et al., 2006
niert; Aminosdurenaustausch an Position 13 von N zu K
Erhalten durch Gateway Rekombinationsreaktion von
pTGW-CG2254 91 PENTR-CG2254 mit pTGW Beller et al., 2006
. Erhalten durch Gateway Rekombinationsreaktion von . .
pUbI-EGFP-CG2254 | 90 PENTR-CG2254 mit pUbiP-EGFP-rfA Diese Arbeit
Erhalten durch Gateway Rekombinationsreaktion von . .
pH-YFP-CG2254 276 PENTR-CG2254 mit pH-YFP-N Diese Arbeit
pUbI-TdT-CG2254 114 Erhalten durch Gateway Rekombinationsreaktion von Beller et al., 2006

In dieser Arbeit wurden fiir eine Struktur-Funktionsanalyse durch gezielte Mutagenese-PCR
mit den Vektoren pENTR-CG2254 und pENTR-PLIN2 (Beller et al., 2006) Deletions- und
Punktmutationen hergestellt (s. 2.13.5). Mit Hilfe des Gateway-Systems (2.13.2) wurden

diese Konstrukte in die Destinationsvektoren pTGW und pUbiP-EGFP-rfA rekombiniert und

anschliefend kloniert. Tabelle 3 listet die Entry- und jeweiligen Expressionsvektoren auf.
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Tabelle 3: Vektoren der Struktur-Funktionsanalyse

Entry-Vektor ID Mutation Expressionsvektor | ID
PENTR-CG2254 N 213 | CG2254 aal-48 pTGW-CG2254 N 214
PENTR-CG2254 C 221 | CG2254 2a239-320 PTGW-CG2254 C 222
PENTR-CG2254 NM 215 | CG2254 aal-238 pTGW-CG2254 NM 216
PENTR-CG2254 MC 219 | CG2254 2a49-320 pTGW-CG2254 MC 220
PENTR-CG2254 deltal-20 250 | CG2254 aa21-320 PTGW-CG2254 deltal-20 251
PENTR-CG2254 21-48 299 | CG2254 aa21-48 pUbi-CG2254 21-48 300
PENTR-CG2254 1-120 256 | CG2254 aal-120 pTGW-CG2254 1-120 257
PENTR-CG2254 1-90 254 | CG2254 aal-90 PTGW-CG2254 1-90 255
PENTR-CG2254 1-60 252 | CG2254 aal-60 pTGW-CG2254 1-60 253
PENTR-CG2254 aal-73 362 | CG2254 aal-73 pUbi-CG2254 aal-73 363
PENTR-CG2254 aal-82 364 | CG2254 aal-82 pUbi-CG2254 aal-82 365
PENTR-CG2254 deltad9-90 | 403 | CG2254 A49-90 pUbi-GFP CG2254 deltad9-90 | 404
PENTR-CG2254 deltad9-238 | 407 | CG2254 A 49-238 pUbi-CG2254 deltad9-238 408
PENTR-CG2254 1-48:91-120 | 429 | CG2254 aal1-48::91-120 pUbi-CG2254 1-48::91-120 430
PENTR-CG2254 D28V K351 | 491 Egg:‘tm“taﬁme” CG2254 2a1-00 D28V/ | )i GFP CG2254 D28V K351 | 492
PENTR-CG2254 1-90 T84A | 421 | Punktmutation CG2254 aa1-90 T84A pUbi-CG2254 1-90 T84A 425
PENTR-CG22541-90 C87G | 526 | Punktmutation CG2254 aa1-90 C87G pUbi-CG2254 1-90 C87G 527
PENTR-CG2254 1-90 W88G | 422 | Punktmutation CG2254 aa1-90 W88G pUbi-CG2254 1-00 W88G 426
PENTR-CG2254 1-90 D89A | 423 | Punktmutation CG2254 aa1-90 D89A pUbi-CG2254 1-90 D89A 427
PENTR Plin2 N 192 | PLIN2 aa1-152 pTGW Plin2 N 193
PENTR Plin2 NM 194 | PLIN2 aa1-230 pTGW Plin2 NM 195
PENTR Plin2 MC 196 | PLIN2 aa140-352 pTGW Plin2 MC 197
PENTR Plin2 C 198 | PLIN2 aa231-352 pTGW Plin2 C 199
PENTR Plin2 M 200 | PLIN2 aa140-230 pTGW Plin2 M 201
PENTR Plin2 140-230 259 | PLIN2 aa140-230 pTGW Plin2 140-230 260
PENTR Plin2 140-180 293 | PLIN2 aa140-180 pUbi Plin2 140-180 204
PENTR Plin2 1-120 311 | PLIN2 aa1-120 pUbi Plin2 1-120 312
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden CG2254 verwandte Gene aus verschiedenen Spezies mittels

PCR amplifiziert. Die dabei eingesetzten Oligonukleotide enthielten Notl/Ascl-Schnittstellen,

wodurch eine Ligation und Klonierung im modifizierten pENTR/D-TOPO ermdglicht wurde.

Anschlieend wurden diese Vektoren im Gateway-System verwendet.

Tabelle 4: Vektoren mit CG2254 verwandten Proteinen

Entry-Vektorname | ID Beschreibung Expressionsvektor | ID
PE ’ ORF von 17B-HSD-type11 wurde mit cDNA | pUbi-EGFP-17b-HSD-type11 476
PENTR-17b-HSD-type11 468 | _us 3T3-Zellen per PCR amplifiziert pH-YFP-17b-HSD-type11 477
ORF von DHRS3 wurde mit cDNA aus 3T3- | pUbi-EGFP-DHRS3 472
PENTR-DHRS3 466 | Zallen per PCR amplifiziert pH-YFP-DHRS3 473
ORF von DHS-4 wurde mit C. elegans N2 | pUbi-EGFP-DHS4 470
PENTR-DHS4 465 | CDNA per PCR amplifiziert pH-YFP-DHS4 471
: ORF von ERD-2 wurde mit larvaler pUbi-EGFP-ERD2-like(2) 478
PENTR-ERD2 469 | o mellifera cDNA per PCR amplifiziert pH-YFP-ERD2-like(2) 479
ORF von RDH10 wurde mit cDNA aus 3T3- | pUbi-EGFP-RDH10 474
PENTR-RDH10 467 | Zallen per PCR amplifiziert pH-YFP-RDH10 475
Tabelle 5: Verwendete Vektoren fiir die Erstellung von chimiiren Proteinen
Vektorname ID Beschreibung Referenz| Expressionsvektor | ID
ORF von PLIN2 wurde vom EST
RES58939 per PCR amplifiziert Beller et al.,
PENTR-PLIN2 74 | Uund mit Notl/Ascl in pENTR/D- | 2006
TOPO kloniert
ORF von CG9186 wurde vom
EST LP01162 per PCR
PENTR-CGO186 15| amplifiziert und mit Nofl/Ascl in | |- £hao, 2007
pENTR/D-TOPO kloniert
ORF von CG9186 wurde vom
g Vektor #15 per PCR ohne Stopp- . .
pENTR-CG9186 w/o stop 321 codon amplifiziert und mit Notl/ Diese Arbeit
Ascl in pENTR/D-TOPO kloniert
Die Sequenz von CG2254aa49-
pENTR-PLIN2::CG2254 90 wurde mit PCR amplifiziert . . pUbi-GFP GPLIN2::CG2254 49-
49-90 319 | und iiber die Ascl Schnittstelle im | D1€S€ Aeit | g5 320
pENTR-PLIN2 kloniert
Die Sequenz von CG2254aa49-
pENTR-PAT-CG2254 90 wurde mit PCR amplifiziert . . pUbi-GFP PAT-CG2254 aa49-
2a49-90 484 | ind iiber die Ascl Schnittstelle im | D'65€ Arbeit | gg 485
pENTR-PLIN2aa1-152 kloniert
ENTR- Die Sequenz von CG2254aa49-
P 338 90 wurde mit PCR amplifiziert Diese Arbeit pUbiP-GFP 339
CG9816::2254aa49-90 und uber die Ascl Schnittstelle im CG9816::2254aa49-90
pENTR-CG9186 w/o stop kloniert
PENTR- Die Sequenz von CG2254aa49-
. 90 wurde mit PCR amplifiziert . . pUbi-GFP CG9186 1-
oonge1-195:06225¢ | 317 | ng iiber Bgill/Ascl Schnittstellen | 21®5® AT | 195:.CG2254 49-90 318
im pENTR-CG9186 eingesetzt
Tabelle 6: Weitere Plasmide
Vektorname ID Beschreibung Referenz
Act-Gald 158 Drosophila Expressionsvektor; Expression von GAL4 P. Mller, Abteilung H.
P unter Actin-Promotorkontrolle Jackle, MPlbpc Géttingen
Vektor zur herstellung stabil transfizierter Zelllinien auf .
pCoBlast 188 Basis von Blasticidin-Selektion Invitrogen
) A Drosophila Expressionsvektor fur die Expression von s
pA-cherry-W-GPAT4 410 mCherry-markiertem GPAT4 Wilfling et al., 2013
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Vektorname ID

Beschreibung

Referenz

pA-cherry-W-DGAT2 411

Drosophila Expressionsvektor flr die Expression von
mCherry-markiertem DGAT2

Wilfling et al., 2013

pA-GFP-W-sec61i 409

Drosophila Expressionsvektor flr die Expression von
GFP-markiertem sec61p3

Wilfling et al., 2013

2.3 Oligonukleotide

Samtliche Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg)

hergestellt. Die verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Oligo-

. Sequenz 5'-3' Verwendun
nukleotide 9 9
Vector_Stop_for PHO- Mutagenese-PCR fiir C-terminale Deletionen

—Stop_ TAGGGGCGCGCCGACCCAGC 9
PHO- . . .
Vector_Start_re CATGGTGGCGGCCGCGGAGE Mutagenese-PCR fiir N-terminale Deletionen

2254 D28V_K35l_r

GCATCACGATGaCAACCACCAG

Mutagenese-PCR fir Entry-Vektor pENTR-CG2254 D28V
K35I

2254 D28V_K35I_f

PHO-
TGATCGTCAtATTCTGGCTCGC

Mutagenese-PCR fur Entry-Vektor pENTR-CG2254 D28V
K35l

CG2254_T84A

GACATCCCAGCAGAGAATGGCGG

Mutagenese-PCR fir Entry-Vektor pENTR-CG2254 1-90

CGCC T84A

PHO- Mutagenese-PCR fur Entry-Vektor pENTR-CG2254 aa1-90
2254 C87G rev GCCCAGCTTGGCGTACTGCAG | C87G

PHO- Mutagenese-PCR fur Entry-Vektor pENTR-CG2254 aa1-90

2254 C87G fwd

GCCACCATTCTCgGCTGGGATG

C87G

CG2254_W88G

GACATCCCcGCAGAGAATGGTG

Mutagenese-PCR fir Entry-Vektor pENTR-CG2254 aa1-90
W88G

CG2254_D89%A

GACAgCCCAGCAGAGAATGGTG

Mutagenese-PCR fur Entry-Vektor pENTR-CG2254 aa1-90
D89A

CG2254_Nterm_rev

PHO-
GAAAAGTCCAACGATAGCTTCCG

Mutagenese-PCR fiir Entry-Vektor pENTR-CG2254 N

CG2254 Mitte_re

GGTAGTCAGCTTGACGTTGTTC

Mutagenese-PCR fiir Entry-Vektor pENTR-CG2254 NM

. PHO- .
CG2254_Mitte_for CGCGCGCCGCCGCTCGATGATG Mutagenese-PCR fiir Entry-Vektor pENTR-CG2254 MC
PHO-
CG2254 Cterm_for | ATATATCCGTATATGATCGATACG | Mutagenese-PCR fir Entry-Vektor pPENTR-CG2254 C
GGTC
CTCCGCGGCCGCCACCAACATTG | Mutagenese-PCR fiir Entry-Vektor pENTR-CG2254 delta1-
CG2254 _AA21_for TCOTGCTGG 20
GCTAGGCGCGCCCTACTCGCGC .
CG2254_A120_rev TTGGTCACATTG Mutagenese-PCR fiir Entry-Vektor pENTR-CG2254 1-120
GCTAGGCGCGCCCTAGACATCC ..
CG2254 _AA90_rev CAGCAGAGAATG Mutagenese-PCR fir Entry-Vektor pENTR-CG2254 1-90

CG2254_AA82_rev

GCCCAGCTTGGCGTACTGCAGTG

Mutagenese-PCR fur Entry-Vektor pENTR-CG2254 aa1-82

CG2254_AAT3_rev

TGCCATCTCCTTGCCCATGCCG

Mutagenese-PCR fur Entry-Vektor pENTR-CG2254 aa1-73

CG2254_AABO_rev

GCTAGGCGCGCCCTACACCTTGC
CATTGACATC

Mutagenese-PCR fir Entry-Vektor pENTR-CG2254 1-60

CG2254 91 fwd

AATGAGCAGACCAATAACCAGAC

Mutagenese-PCR fur Entry-Vektor pENTR-CG2254 1-
48::91-120
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Oligo-

. Sequenz 5'-3' Verwendun
nukleotide 9 9
CG2254_49-90_fw GGGCGCGCCcCGLeaeaeeae Klonierung der LDSP-Sequenz an PLIN2

CG2254 an Plin2

aatttGGCGCGCCCGCGCGCCGCC

Klonierung der LDSP-Sequenz an PLIN2aa1-153

Plin2_Nterm_rev

AGCTGCCTTGAACTTGACGACG

GCTC
9186 _noStop_Asc AATTTGGCGCg?é:CAACACGTCT ORF Vervielfaltigung von CG9186 ohne Stoppcodon
CG2254 an CG9186 aatttAGATCTACTTCCGCGCGCCG | Klonierung der LDSP-Sequenz an CG9185aa1-195 Uber
CCGCTC Bglll
17b-HSD-XI rev gcaaggcgcgccTCACTTGTCTTTGTA | ORF Vervielfaltigung von 17beta HSD type11 aus M.
- CCCAACAAC musculus
17b-HSD-XI fwd gcaagcggecgccaccATGAAGTATCT | ORF Vervielfaltigung von 17beta HSD type11 aus M.
- TCTTGACTTGATC musculus
~ gcaaggcgcgccCTATTTGTGGAATC RPN .
DHS-4_rev TTTCCAAG ORF Vervielfaltigung von DHS-4 aus C. elegans
gcaagcggccgccaccATGTTCGATAT P
DHS-4_fwd TATTCTAGAAATTG ORF Vervielfaltigung von DHS-4 aus C. elegans
DHRS3 _rev gcaaggegegecCTATGTCCTCCCCT ORF Vervielfaltigung von DHRS3 aus M. musculus
TAAAGG
gcaagcggccgccaccATGGTGTGGAA R
DHRS3 _fwd ATGGCTGG ORF Vervielfaltigung von DHRS3 aus M. musculus
gcaaggcgcgccTTAGATTCCATTTTT P
RDH10 _rev TGCTTCATTG ORF Vervielfaltigung von RDH10 aus M. musculus
gcaagcggccgccaccATGAACATCGT e
RDH10 _fwd AGTGGAGTTC ORF Vervielfaltigung von RDH10 aus M. musculus
RDH_bee_2_rev gcaaggcgcgccx(éACTG(gC' MAGTCAA | ORF Venvielfiltigung von ERD-2 aus A. mellifera
gcaagcggccgccaccATGAAGAATTT P .
RDH_bee_2_fwd GAGAAGAAAACC ORF Vervielfaltigung von ERD-2 aus A. mellifera
mdv fwd taatacgactcactatagggGGAGTTTTG | Generierung von Vorlagen fir die dsRNA Herstellung von
v AATGGAGGTGAA midway (mdy)
mdv rev taatacgactcactatagggGGAGTTTTG | Generierung von Vorlagen fir die dsRNA Herstellung von
v AATGGAGGTGAA midway (mdy)

DRSC30905 R gtaatacgactcactataggGCGACCCAG | Generierung von Vorlagen fir die dsRNA Herstellung von
- CTATTCAAAA thread (th), DRSC Amplicon-Nummer 30905
DRSC30905 S gtaatacgactcactataggTATCGTAGCT | Generierung von Vorlagen fir die dsRNA Herstellung von
- TATTGGCGGC thread (th), DRSC Amplicon-Nummer 30905

PHO-

Mutagenese-PCR fiir Entry-Vektor pENTR Plin2 N

Plin2_Mitte_rev

AACTGGCATGTCATTTTCAGAAC

Mutagenese-PCR fur Entry-Vektor pENTR Plin2 NM

Plin2_Mitte_for

PHO-
AAGGGCATCGATAAGCTTGAG

Mutagenese-PCR fir Entry-Vektor pENTR Plin2 M

Plin2_Cterm_for

PHO-
CCCGCCAGCGAGGATCCAGTC

Mutagenese-PCR fur Entry-Vektor pENTR Plin2 C

Plin2_AA180_rev

PHO-AGC CAG ACT GCC GTA

Mutagenese-PCR fur Entry-Vektor pENTR Plin2 140-180

CTG GG
. PHO-CAG CCC CAT CTG GAG | Mutagenese-PCR fur Entry-Vektor pENTR Plin2 140-230
Plin2_AA140_for CGC GTC und 140-180

PLIN2 1-120 rev

TTA AAG GGC GCG CCCG ATG
ATC GGC GCC TTTAC

Mutagenese-PCR fiir Entry-Vektor pENTR Plin2 1-120
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2.4 Antikorper

Tabelle 8: Verwendete Antikérper

(aufgereinigt, Konz. 0,23 pg/ul)

0,1 und 4 pg/ml (Immunohistochmie)

Antikorper Verdiinnung Hersteller/Referenz
Meerschweinchen aCG2254 #1 1:2000 (Western Blot) Diese Arbeit
(aufgereinigt, Konz. 0,28 pg/ul) 4 pg/ml (Immunohistochmie) (siehe 2.14.1)
Meerschweinchen aCG2254 #2 1:2000 (Western Blot) Diese Arbeit

(siehe 2.14.1)

Kaninchen aPLIN2 1:3000 Gronke et al., 2003

Ziege acADH/dG20 1:250 Santa Cruz Biotech, Dallas, USA
Maus aActin(JLA20) 1:500 Developmental Studies Hybridoma Bank
aMeerschweinchen HRP gekoppelt 1:10000 Pierce Biotechnology, Rockford, USA
aKaninchen HRP gekoppelt 1:40000 Pierce Biotechnology, Rockford, USA
aZiege HRP gekoppelt 1:40000 Pierce Biotechnology, Rockford, USA
aMaus HRP gekoppelt 1:40000 Pierce Biotechnology, Rockford, USA
aDIG mit Alkalischer Phosphatase | 4.5 Pierce Biotechnology, Rockford, USA
gekoppelt

aKaninchen mit Alexa568 gekoppelt | 1:500 Invitrogen, Carlsbad, USA
aMeerschweinchen biotinyliert 1:500 Biomol, Hamburg

2.5 Nahrmedien

Apfelsaft-Agarplatten (auf 3 1 H,O)
100 g Kristallzucker in 1 1 Apfelsaft

85 g Agar-Agar

40 ml Nipagin (15% in Ethanol)

Fliegen-Futtermischung

Die komplexen Mais-Soja-Zuckerriibensirup-Futtermischungen unterscheiden sich in den

Mengen der einzelnen Zutaten zwischen den Rezepten der AG Klein an der Heinrich-Heine-

Universitdt Diisseldorf und der AG Jickle am MPIbpc Gottingen (Tabelle 9). Bei den

Versuchen mit einer quantitativen Messung (Uberlebensrate und TAG-Assay) wurden die

Larven und Fliegen auf Futter gehalten, das nach dem Protokoll der AG Klein hergestellt

wurde.
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Tabelle 9: Inhaltsangabe fiir komplexes Fliegenfutter (fiir 100 ml)

AG Kilein AG Jackle

Agar 059 0,624 g
Maisschrot 7149 8¢
Sojamehl 0,95¢g 19
Trockenhefe 1,68 g 1,89
Rubensirup 49 2249
Malzextrakt 45¢ 8¢
Nipagin (10% in EtHO) 1,5 ml 1,5 ml
Propionsaure 0,45 ml 0,63 ml

LB-Medium (auf 1 1 H,0)

10 g Bacto-Trypton

5g  Bacto-Hefe Extrakt

10g NaCl

(15g Agar fiir LB-Agarplatten)

Olsiure-Lésung

2,8 g BSA (fettsdurefrei)

20 ml 0,1 M Tris, pH 8,0

78 ul - Olsiure (Calbiochem/Merck, Darmstadt)

Bei 37 °C fiir 1 h inkubieren, mit einem sterilen Filter (0,22 pm) in ein Gefal3 abfiillen
und bei 4 °C lagern.

= Die Zugabe von 32 pl/ml Medium ergibt eine Konzentration von 400 uM.

Schneider’s Drosophila Komplettmedium (Schneider’s Medium)

450 ml Schneider’s Drosophila Medium (Gibco/Life Technologies, Carlsbad,
USA, und PAN-Biotech, Aidenbach)
50 ml hitzeinaktiviertes (30 min bei 56 °C) fotales Kélberserum (,,Gold* von

PAA Laboratories; Pasching, Osterreich, oder ,,South Aftrica® von
PAN-Biotech, Aidenbach)

100 L.U. Penicillin (Gibco Life Technologies, Carlsbad, USA).

100 pg/ml  Streptomycin (Gibco Life Technologies, Carlsbad, USA)

Fiir die Kultivierung von stabil-transfizierten Zellen zusétzlich:

10 pg/ml Blasticidin-S HCI1 (Invitrogen, Carlsbad, USA und AppliChem,
Darmstadt)

Fiir die Kultivierung der ML-DmBG3-c2-Zelllinie zusitzlich:
100 pg/ml Insulin solution human (Sigma-Aldrich, Steinheim)
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2.6 Zellkultur-Linien
Tabelle 10: Verwendete Zellkultur-Zelllinien

griseus

Name Beschreibung Referenz Erhalten von
Kc167 ﬁqrnt:)rlyla%r:ﬁlatatozzeltlg:lgr?#l?cﬁémelanogaster Echalier und Ohanessian, M. Beller (Zelllinie aus
) Y 1969, Cherbas et al., 2011 Harvard)
Expressionsmuster
L3 larvale Zellen aus D. melanogaster mit . M. Beller (Zelllinie vom
ML-DmBG3-c2 neuronalen Charakteristika Uiet al., 1994 DGRC)
Hela menschhch_e ZeI||_|n|e, urspriinglich aus Scherer et al., 1953 K. Tschapalda
einem Zervixkarzinom
MDCK Nierenzellen aus Canis familiaris Gaush et al., 1966 K. Tschapalda
AML12 Hepatozyten aus Mus musculus Wu et al., 1994 K. Tschapalda
COS7 Nierenzellen aus Cercopithecus aethiops Gluzman, 1981 K. Tschapalda
. . Abteilung R. Jahn,
HEK-293 Menschliche embryonale Nierenzellen Graham et al., 1977 MPIbpc Géttingen
CHO Zellen aus den Eierstécken von Cricetulus Puck et al., 1958 C. Sztalryd

2.7 Fluoreszenz-Farbstoffe

Angegeben sind die Wellenldnge fiir die Anregung und ein beispielhafter Bereich fiir die

Detektion der Emission. Dieser ist variabel und hdngt von den weiteren verwendeten

Fluoreszenz-Farbstoffen ab.

BODIPY 493/503 (Life Technologies, Carlsbad, USA)

Verdiinnung 1:2000 bei Farbungen von Zellkulturzellen.

Anregung: 488 nm, detektierter Emissionsbereich: 493-598 nm

HCS LipidTOX DeepRed neutral lipid stain (Life Technologies, Carlsbad, USA)

Verdiinnung 1:250 bei Farbungen von Zellkulturzellen, 1:500 bei larvalem Gewebe.

Anregung: 633 nm, detektierter Emissionsbereich: 638-759 nm

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol, Life Technologies, Carlsbad, USA)

Verdiinnung 1:500 zum Fiarben von DNA

Anregung: 405 nm, detektierter Emissionsbereich: 410-514 nm

Hoechst33258/Bisbenzimid (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Verdiinnung 1:500 (Stockkonzentration: 1 mg/ml)

Anregung: 405 nm, detektierter Emissionsbereich: 410-496 nm
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2.8 Fliegenlinien

Tabelle 11: Verwendete Fliegenlinien

Bezeichnung | MBD-Nr. Genotyp Referenz
UAS-CG2254-GFP 190 w[*]; P{w[+mCJUAS-CG2254:EGFP}/CyO Beller et al., 2006
CG2254 RNAi-Linie 1 121 y[1] sc* v[1]; P{y[+t7.7] Bloomington Drosophila
(HMS01622) [+t1.8]=TRIiP.HMS01622}attP2 Stock Center (BI36731)
CG2254 RNAi-Linie 2 . .

(VDRC 101149) 191 y[1] w[1118]; P{KK105040}VIE-260B VDRC (Dietzl et al., 2007)
CG2254 RNAi-Linie 3 . .
(VDRC 5470) 192 w([1118]; ; P{GD3278}v5470 VDRC (Dietzl et al., 2007)
TRIP Kontrolllinie 261 Y11 V[1]; Py[+t7.7]=CaryP}attP2 2122?2332%?5853'3'?
VDRC[1118] .
Kontrolllinie 185 w([1118] VDRC (Dietzl et al., 2007)
Fettkdrper-Gal4 59 w*; P{w[+mW.hs]=GawB}FB+SNS Gronke et al., 2003
10,8 kb des hmgcr Promotors regulieren die
Di-11 208 Expression von Gal4, der Stock ist homozygot Belgacem und Martin,
letal. Das Allel wird Uber das Ser-Balancier- 2007
chromosom mit Actin-GFP und Tb stabilisiert.
3,8 kb des hmgcr Promotors regulieren die
Di-3 209 Expression von Gal4. Das Allel wird Uber ein Ser- Belgacem und Martin,
Balancierchromosom mit Actin-GFP und Tb 2007
stabilisiert.
2-286-Gal4 227 y*? w*?; ; 2-286-GAL4{w+}/TM6 Timmons et al., 1997
Feb36-Gal4 117 w*: Feb36-GAL4{w} 26%9’1@23#;"9:(%’%
0,9 kb des NPC1b Promotors regulieren die
Expression von Gal4. Insertion auf dem X-
NPC1b-Gal4 58 Chromosom, flir den Test auf Letalitat stabilisiert Voght et al., 2007
Uber Balancierchromosom FM6.

2.9 Haltung von Drosophila melanogaster

Die Fliegenstimme wurden nach Standardmethoden (Ashburner, 1989) in Kunststoffrohrchen
auf einer komplexen Mais-Soja-Zuckerriibensirup-Futtermischung (2.5) bei 18 °C oder 25 °C
mit 20-30 % Luftfeuchtigkeit und einem 12 h Tag-/Nacht-Rhythmus gehalten. Bei den
Experimenten wurden die Fliegen zum Teil bei 29 °C in einem Inkubator ohne Luftfeuchtig-

keitsregulation und ohne Tag-/Nachtrhythmus gehalten.

2.9.1 Test auf Letalitat

Zum Testen der Letalitdt wihrend der Entwicklung wurden Kreuzungen mit entweder hetero-
zygoter Gal4-Aktivatorlinie oder heterozygoter UAS-Linie angesetzt. Die Versuche wurden
entweder bei 25 °C unter Standardbedingungen oder bei 29 °C in einem Inkubator durch-
gefiihrt. Die Nachkommen, die ein Balancierchromosom besitzen oder das UAS-Konstrukt
aktiviert haben, wurden gezéhlt und miteinander in Bezug gesetzt. Dabei schliipften bei 29 °C
die ersten adulten Tiere nach frithestens neun Tagen. Die Versuche wurden spitestens nach 18
Tagen beendet, sodass das Mitzdhlen von Tieren aus der F,-Generation ausgeschlossen

wurde.
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2.10 Histologische Methoden

2.10.1 Probenvorbereitung

Embryonen wurden nach der Methode von Wilson et al. (1995) mit Paraformaldehyd und
Methanol fixiert. Fiir die Antikérperfarbungen von larvalen Fettkorpern und Darmen wurden
Larven im L3-Stadium in PBS seziert und die freigelegten Organe bis zur Fixierung in
eiskaltem PBS aufbewahrt. Die Fixierung erfolgte fiir 20 min in mit PBS 1:1 verdiinntem
RNAfix. AnschlieBend wurden die Gewebe fiir 30 min mit 0,1% Triton-X100 in PBS

permeabilisiert, gefolgt von drei Waschgéngen mit PBS fiir jeweils 15 min.

2.10.2 RNA in situ Hybridisierung an vollstandigen Embryonen

Die Digoxigenin (DIG)-markierten antisense RNA-Proben von CG2254 wurden mittels in
vitro Transkription mit einer T3-Polymerase hergestellt. Als Vorlage diente der CG2254 EST-
Klon RH47744 (Stapleton et al., 2002), der zuvor mit Xhol linearisiert wurde. Die Erstellung
der sense RNA-Proben zur Kontrolle erfolgte analog mit einer T7-Polymerase und BamHI-
linearisiertem Vektor. Die RNA in situ Hybridisierung an vollstindigen Embryonen fand wie
in Wilson et al. (1995) beschrieben statt. Die Embryonen wurden mit gegen DIG gerichteten
Antikorpern inkubiert, die mit einer Alkalischen Phosphatase (Roche Applied Science,
Mannheim) gekoppelt waren. Anschlieend erfolgte die Detektion durch eine Inkubation mit
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid und 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat. Die Reaktion wurde
durch einen Uberschuss an PBS gestoppt, sobald eine deutliche Firbung unter dem Binokular

zu sehen war. Nach dem Dehydrieren wurden die Embryonen in Canada-Balsam eingebettet.

2.10.3 Antikorperfarbungen

2.10.31 Kolorimetrische Detektion

Die fixierten und rehydrierten Embryonen wurden mit Antikorpern gegen CG2254
(0,1 pg/ml) in BBT iiber Nacht inkubiert. Als Zweitantikdrper wurde ein biotinylierter Ziege-
Antikorper gegen Meerschweinchen eingesetzt. Zur Detektion und Signalverstdrkung wurde
das VECTASTAIN Elite ABC Kit (Vector Labs, Burlingame, USA) nach Herstellerangaben

benutzt. Die Embryonen wurden anschlieBend dehydriert und in Canada Balsam eingebettet.

Die fixierten Didrme wurden mit 2% Ziegenserum in BBT blockiert und mit Antikdrpern
gegen CG2254 in BBT (0,1 pg/ml) iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach drei Waschgédngen
mit BBT wurden endogene Peroxidasen durch einen Uberschuss an H,O, (0,3% in BBT) fiir

10 min gequencht. Nach weiteren Waschschritten und einer weiteren Blockierung fand die
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Inkubation mit einem biotinylierten Ziege Antikorper gegen Meerschweinchen (pridabsorbiert
mit w” Embryonen, Verdiinnung 1:500, Biomol, Hamburg) fiir 2 h statt. AnschlieBend wurden
die Proben fiir 30 min mit Neutravidin, das mit einer Meerrettichperoxidase gekoppelt ist
(Verdiinnung 1:500, Pierce/Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA), inkubiert. Die
Detektion der Antikorperbindung erfolgte durch eine Peroxidase-katalysierte Oxidation von
DAB (42 life sciences, Bremerhaven, Verwendung nach Herstellerangaben). Die Reaktion
wurde durch einen Uberschuss an Pufferlosung gestoppt, sobald eine deutliche Braunfirbung

unter dem Binokular zu sehen war. Die Gewebe wurden in Mowiol++ eingebettet.

2.10.3.2 Fluoreszente Detektion

Die fixierten Fettkorper wurden mit 2% Ziegenserum in BBT blockiert und {iber Nacht mit
Antikorpern gegen CG2254 in BTT (4 pg/ml) inkubiert. Nach drei Waschgiingen mit PBS
und einer weiteren Blockierung fand die Inkubation mit dem Zweitantikorper Ziege
aMeerschweinchen gekoppelt mit Alexa Fluor 568 (Invitrogen, Carlsbad, USA) fiir 1 h statt.
Im dritten Waschgang erfolgte die Farbung der LDs mit HCS LipidTOX DeepRed (1:500,
Molecular Probes/Life Technologies, Carlsbad, USA). Die Gewebe wurden in Mowiol++
eingebettet und bei 4 °C bis zum Mikroskopieren gelagert.

2.11 Herstellung von Praparaten von Zellkulturzellen

Transfizierte Zellen wurden in den Wells durch Pipettieren vom Boden gelst und je nach
Dichte der Zellsuspension wurden 300-500 pl auf ein Deckglas transferiert. Nach mindestens
30-miniitigem Adhérieren der Zellen wurden sie fiir 10 min mit 300 pl mit PBS 1:1
verdiinntem RNAfix fixiert. Die Fixierlosung wurde gegen PBS ausgetauscht und danach
erfolgte zweimaliges Waschen mit 500 pl PBS fiir 5 min. Der nun anschlieBende Farbeschritt
mit 250 pl Fluoreszenz-Farbstoffen in PBS (s. 2.7) dauerte 30 min. Dabei sollte vorher
moglichst viel PBS von den Deckglédsern entfernt werden. Nach einem Waschschritt wurden

die Zellen in Mowiol++ eingebettet und bei 4 °C bis zum Mikroskopieren gelagert.

2.12 Mikroskopie

Lichtmikroskopische Aufnahmen von fixierten Embryonen (Abbildung 30A-F und Abbildung
31) wurden mit einem Zeiss Axiophot Mikroskop (Carl Zeiss Mikroskopie, Jena) angefertigt.
Bilder von fixierten Darmen aus L3-Larven (Abbildung 32) wurden an einem Zeiss Axioskop

mot 2 und der Software Axiovision v4.6 (Carl Zeiss Mikroskopie, Jena) gemacht. Fiir die
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Lebendaufnahmen von larvalen Darmen (Abbildung 41) wurde ein Zeiss Axio Imager.M2 mit

AxioCam MRm und der Software Axiovision v4.8 (Carl Zeiss Mikroskopie, Jena) verwendet.

Fiir die Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie-Aufnahmen wurden die Mikroskope Leica
TCS SP2 mit Leica LAS AF Software (Leica Camera, Solms) sowie Zeiss LSM780 mit Zeiss
ZEN 2011 Software (Carl Zeiss Mikroskopie, Jena) verwendet. Bei den Aufnahmen von Z-
Stapeln fiir die Erstellung von Maximum Intensitdtsprojektionen wurde als Abstand zwischen

den Konfokalebenen standardméBig 500 nm gewahlt.

Zeitliche Serienaufnahmen von lebenden Zellen (Abbildung 17) wurden mit einem
UltraVIEW VoX Spinning Disk Konfokalmikroskop (PerkinElmer, Waltham, USA) mit einer
Hamamatsu C9100-50 Kamera (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) und der Software
Volocity v5.3.1 (PerkinElmer, Waltham, USA) am European Neuroscience Institute (ENI) in
Gottingen angefertigt. Dabei wurde alle 10 s ein Z-Stapel mit 400 nm Abstand zwischen den

Konfokalebenen aufgenommen.

2.13 Molekularbiologische Methoden

2.13.1 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Von den E. coli Stimme DH5a, TOP10 sowie ccdB Survival 2 (Invitrogen, Carlsbad, USA)
wurden basierend auf dem Protokoll von Sambrook und Russell (2006) mit CaCl, chemisch
kompetente Zellen hergestellt. Fiir die Transformation wurden 100 pl Zellsuspension
eingesetzt. Zundchst inkubierten die Zellen mit dem Plasmid fiir 30 min auf Eis. Danach
erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C fiir 30s mit anschlieBender Regenerationsphase in LB-

Medium fiir 30 min, bevor die Zellen auf LB-Agarplatten ausgestrichen wurden.

2.13.2 Gateway-System / Klonierung

Fiir die Herstellung und Klonierung von Expressionsvektoren wurde das Gateway-System
von Invitrogen verwendet. PCR-amplifizierte ORFs wurden iiber angehingte Notl und Ascl
Schnittstellen in den Entry-Vektor pENTR (Invitrogen, Carlsbad, USA) ligiert und
anschlieffend kloniert. Die folgende LR Rekombinations-Reaktion wurde mit dem ,,Gateway
LR Clonase II enzyme mix“-Kit der Firma Invitrogen nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Die benutzten Zielvektoren sind in Tabelle 1 aufgelistet.
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2.13.3 Synthese von komplementarer DNA (cDNA)

Zur Gewinnung von cDNA aus A. mellifera und C. elegans wurde zunichst die RNA mit dem
,»Qiagen RNeasy Mini Kit“ (Qiagen GmbH, Hilden) aus den Tieren isoliert. Dazu wurden vier
A. mellifera Larven bzw. 50 ul C. elegans N2 Wiirmer mit einer Edelstahlkugel in einem
2 ml-Reaktionsgefd in 1 ml RLT Puffer in einer BIO101/Savant FastPrep FP120 Cell
disruptor Riittelzentrifuge (Qbiogene, Illkirch, Frankreich) fiir 20 s homogenisiert. Die
weitere RNA-Isolierung erfolgte nach Standardprotokoll geméf Herstellerangaben. Ein DNA-
Verdau fand nicht statt und die RNA wurde mit zweimal 30 pl Elutionspuffer eluiert.

Die cDNA-Synthese wurde mit dem ,High Capacity mRNA-to-cDNA Mix*“ (Applied
Biosystems, Foster City, USA) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Fiir die reverse

Transkriptase-Reaktion mit diesem Mix wurden 750 ng RNA eingesetzt.

2.13.4 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) wurde verwendet, um
DNA fiir Klonierungen zu vervielfdltigen, um Punkt- und Deletionsmutationen herzustellen
und um DNA-Vorlagen fiir die in vitro Transkription von dsRNA zu generieren (siche

2.16.1).

StandardméBig wurden fiir die PCR 1 Unit Phusion High Fidelity DNA Polymerase (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA), 1 ul cDNA als Vorlage, 1 uM der jeweiligen Primer und
jeweils 0,5 uM Desoxy-Nukleotide (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) eingesetzt.
Die verwendeten Primer wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg)
synthetisiert und sind in Tabelle 7 aufgelistet. Ein beispielhaftes Protokoll fiir eine PCR lautet
wie folgt:

98 °C 1min initiale Denaturierung

35 Zyklen:

98 °C 15s Denaturierung

57°C 30s Primer-Hybridisierung; abhdngig von der Schmelztemperatur des Primerpaares
72 °C 1 min Elongation; abhéngig von der erwarteten Gro3e des DNA-Fragments

Finale Elongation:
72 °C 10 min

2.13.5 Mutagenese-PCR
Die Mutagenese-PCR ist eine Modifikation der klassischen PCR, die es erlaubt, zielgerichtete
Punkt- und Deletionsmutationen in die untersuchten Gene einzufiihren. Sie unterscheidet sich

darin, dass als Vorlage ringférmige DNA dient und dass die Primer an benachbarten Stellen
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(bei Deletionen an beiden Seiten des zu entfernenden Bereiches) binden. Wenigstens einer der
beiden Primer muss am 5°-Ende eine Phosphatgruppe besitzen. Die Mutagenese-PCR wurde
hier entweder mit dem Phusion Site-Directed Mutagenesis Kit (Finnzymes/Thermo Fisher
Scientific, Espoo, Finnland) nach Herstellerangaben durchgefiihrt oder wie in 2.13.4
beschrieben. Dabei reichten 50-100 pg Plasmid-DNA mit dem untersuchten Gen als Vorlage
aus. Im Anschluss an die PCR wurden 10 pl des Ansatzes fiir eine Ligationsreaktion

eingesetzt und dann komplett in E. coli Zellen transformiert (s. 2.13.1).

2.13.6 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierungen der rekombinanten Plasmid-DNA erfolgte auf beiden Stringen und
wurde von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) durchgefiihrt. Fiir die
standardmifBige Sequenzierung von Genen im pENTR-Vektor wurden die von der Firma
bereitgestellten Primer ,,M13 uni (-21)*“ (Sequenzierung beginnend vor dem 5°‘-Ende des
Gens) und ,,M13 rev (-29)“ (Sequenzierung beginnend hinter dem 3°‘-Ende des Gens)

verwendet.

2.14 Biochemische Methoden

2.14.1 Antikorper-Herstellung

Peptid Antikdrper gegen CG2254 wurden von der Firma Peptide Specialty Laboratories
GmbH (Heidelberg) hergestellt. Dazu wurden Meerschweinchen mit Peptiden immunisiert,
die entweder die Aminosduresequenz von CG2254 3-19 (VTQSADNGSNANSNDI) oder
90-118 (VNEQTNNQTVKEIKNNGGK) enthielten. Die gewonnenen Antikdrper wurden aus
den Seren tiber Peptid-Sdulen nach Herstellerangaben aufgereinigt. Der zweite Antikorper
zeigte eine hohere Spezifitdt und wurde bis auf das in Abbildung 31 gezeigte Experiment in

allen Versuchen verwendet.

2.14.2 Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation

Die Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation wurde genutzt, um eine Fraktionierung der
subzelluldren Zellbestandteile zu erhalten und LDs damit zu separieren. Sie erfolgte nach dem
Protokoll von Gronke et al. (2003). Fiir den Gradienten wurden 30 Fettkdrper von
wandernden L3 w™ Larven in PBS prapariert und in 100 pl kalten Fettkérper-Puffer (FBB:
10 mM HEPES pH 7,6, 10 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA und 1 mM DTT) mit
Proteaseinhibitoren (cOmplete, EDTA-free, Roche Diagnostics, Mannheim) {iberfiihrt. Die

Fettkorper-Zellen wurden in einem Bioruptor Plus (Diagenode, Liittich, Belgien) fiir 5 min
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(19

auf der Einstellung ,low* aufgebrochen. Zellkerne und -trimmer wurden durch
Zentrifugation bei 3500 rpm fiir 8 min entfernt. Der Uberstand wurde mit FBB auf 3 ml
aufgefiillt und mit 3 ml 1,08 M Saccharose gelost in FBB vermischt. Die Mischung wurde
dann in ein 12 ml SW41 Polyallomer Ultrazentrifugationsréhrchen (Beckman Coulter, Brea,
USA) iiberfiihrt. Anschlieend wurde sie mit jeweils 2 ml von 0,27 M Saccharose-Losung,
0,135 M Saccharose-Losung und FBB alleine {iberschichtet. Die Gradienten wurden 1 h 45
min bei 30.000 rpm und 4 °C in einem Beckman SW41-Ti Rotor zentrifugiert. Nach dem
Lauf wurden acht 1,5 ml Fraktionen von oben nach unten abgenommen, wobei sich die LDs
aufgrund ihrer geringen Dichte ganz oben befanden. Das mikrosomale Pellet wurde direkt mit
2x SDS-Proteinprobenpuffer aufgenommen, wihrend die Fraktionen zundchst nach der

Methanol/Chloroform-Methode (2.14.3) prazipitiert und delipidiert wurden. AnschlieBend

wurde das entstandene Pellet in 2x SDS-Proteinprobenpuffer aufgenommen.

2.14.3 Methanol/Chloroform-Proteinprazipitation

Proteine wurden nach der Methanol/Chloroform-Methode (Wessel und Fliigge, 1984)
prazipitiert, die eine Proteinfillung auch in der Anwesenheit von Detergenzien und Lipiden
ermdglicht. Dabei wurden 100 pl der Proteinlésung mit 400 pul Methanol und 100 pl Chloro-
form vermischt. Durch die Zugabe von 300 pl Wasser entstand eine Phasentrennung. Nach
der Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 3 min befanden sich die Proteine in der Interphase
zwischen der unteren organischen Phase und der oberen wissrigen Phase. Die wissrige Phase
wurde entfernt. Durch die Zugabe von 400 ul Methanol und die anschlieBende Zentrifugation
bei 13.000 rpm fiir 10 min fielen die Proteine aus und akkumulierten als Pellet. Der Uberstand
wurde entfernt und das Protein-Pellet in einer Savant SpeedVac (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) getrocknet. Das Protein-Pellet wurde in 50 pl (farblosen) 2x Proteinproben-
puffer/PBS resuspendiert.

2.14.4 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels RC DC Protein Assay

Die Messung der Konzentration von den gefillten und resuspendierten Proteinen erfolgte mit
dem RC DC Protein Assay von Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA). Da dabei eine weitere
Féllung der Proteine stattfindet, lassen sich damit auch Konzentrationen von Proteinen in
Losungen mit Detergenzien bestimmen. Die Durchfiihrung erfolgte nach dem vom Hersteller
bereitgestellten Protokoll ,,Microfuge Tube Assay Protocol (1.5 ml)* mit einem zusétzlichen

zweiten Waschschritt.
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2.14.5 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurde eine diskontinuierliche
SDS-PAGE nach Standardprotokoll (Laemmli, 1970) durchgefiihrt. Dafiir wurde das Bio-Rad
Mini-PROTEAN 2 Gelsystem (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) benutzt.

2.14.6 Western Blot Analyse

Die Western Blot-Analyse basierte auf Standardprotokollen (Towbin et al., 1979). Nach der
SDS-PAGE erfolgte der Transfer der aufgetrennten Proteine bei 150 mA pro Gel fiir 1 h
entweder auf eine Nitrocellulose-Membran (Pierce Biotechnology, Rockford, USA) oder eine
zuvor mit Methanol aktivierte PVDF-Membran (Pierce Biotechnology, Rockford, USA). Die
Blockierung der unbesetzten Bindestellen auf den Membranen fand in 5% BSA oder
Milchpulver in PBT iiber Nacht bei 4 °C statt. Die Membranen inkubierten fiir 2 h bei RT mit
dem Primérantikorper, der in 2,5% BSA oder Milchpulver in PBT verdiinnt wurde. Die
verwendeten Antikdrper mit ihrer jeweiligen Verdiinnung sind in Tabelle 8 aufgelistet. Die
Inkubation der sekundidren Antikdrper, verdiinnt in 2,5% BSA oder Milchpulver in PBT,
erfolgte fir 30 min bei RT. Diese waren mit HRP gekoppelt. Fiir die Visualisierung der
Proteinbanden wurde das ,,SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate* oder das
»duperSignal West Dura Extended Duration Substrate Kit (Pierce Biotechnology, Rockford,
USA) benutzt. Das dabei entstehende chemilumineszente Signal wurde von einem mit einer
CCD-Kamera ausgestattetem LAS-1000plus System (Fujifilm, Tokio, Japan) oder mit einem
ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare Life Sciences, Chalfont St. Giles,
Grof3britannien) aufgenommen. Zur mehrmaligen Verwendung der Membran wurden die
gebundenen Antikdrper mit ,,Restore Western Blot Stripping Buffer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) entfernt.

2.14.7 Bestimmung des Triacylglycerolgehalts

Der Gehalt an Triacylglycerol (inklusive Monoacylglycerol, Diacylglycerol und Glycerol)
wurde mit der ,,Infinity Triglycerides Reagent™ Reagenz (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) wie beschrieben (Hildebrandt et al., 2011) bestimmt. Dabei wurden zunichst die
Fettsduren mit Hilfe von Lipasen vom Glycerol entfernt. In den nichsten Schritten fanden
eine Phosphorylierung und eine Oxidation des Glycerols statt, bei der H,O, entstand. Durch
das H;0, wurde eine enzymgekoppelte Farbreaktion ausgeldst, die in ihrer Stirke
proportional zur Menge an Glycerol ausfiel. Die Messung nach dieser Methode wurde sowohl

mit Drosophila Larven und Fliegen als auch mit Zellkulturzellen durchgefiihrt.
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Zur Durchfithrung wurden flinf L3-Larven oder sechs bis acht adulte Fliegenménnchen in
0,05% TWEEN-20 mit einer Edelstahlkugel in einer BIO101/Savant FastPrep FP120 Cell
disruptor Riittelzentrifuge (Qbiogene, Illkirch, Frankreich) fiir 20 s homogenisiert. Die
entstandenen Homogenate wurden fiir 5 min bei 70 °C zur Inaktivierung von Enzymen
inkubiert. Zelltrimmer wurden durch Zentrigufation bei 5000 rpm fiir 1 min abgetrennt.
500 pl des Uberstandes wurden fiir weitere 3 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Die Messung
fand in einer 96-Well Platte mit 50 ul des Uberstandes und 200 pl der Infinity-Reagenz statt.
Nach einer Inkubation von 30 min bei 37 °C erfolgte die Messung des Signals bei 510 nm an
einem Synergy Mx Mikrotiter-Plattenlesegerdt (BioTek Germany, Bad Friedrichshall). Mit
Hilfe einer anhand von definierten Glycerolmengen erstellten Standardkurve wurden die
Messwerte umgerechnet und auf den Proteingehalt normalisiert, der parallel mit einem BCA-
Assay (2.14.8) bestimmt wurde.

Fiir die Messung mit Zellkulturzellen wurden Zellen aus einem Well einer 6-Well Platte
eingesetzt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlieend erfolgte die Extraktion
der Lipide durch die zweimalige Zugabe einer Hexan/Isopropanol-Mischung (3:2). Die
Extrakte wurden unter einem N,-Strom getrocknet und die Lipide in 200 pl 0,5% Triton X-
100 wieder gelost. Um die Lipide zu solubilisieren, wurde die Losung fiir 5 min mit
Ultraschall in einem Bioruptor (Diagenode, Liittich, Belgien) behandelt. 20 pl wurden fiir die

Messung wie oben beschrieben eingesetzt.

2.14.8 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA Assay

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen mit Bicinchoninsdure (engl. bicinchoninic
acid, BCA) geht auf die von Smith entwickelte Methode zuriick (Smith et al., 1985). Hier
erfolgte die Messung des Proteingehalts von Larven und adulten Fliegen mit dem ,,Pierce
BCA Protein Assay Kit*“ (Pierce Biotechnology, Rockford, USA) und wurde parallel zum
TAG-Assay durchgefiihrt, um die Werte zu normalisieren. 50 pl von den Homogenaten
wurden in eine 96-Well Platte tiberfiihrt und mit 200 pl BCA-Reagenz vermischt. Nach einer
Inkubation fiir 30 min bei 37 °C erfolgte die Messung des Signals bei 562 nm an einem
Synergy Mx Mikrotiter-Plattenlesegerdt (BioTek Germany, Bad Friedrichshall). Mit
definierten Mengen an Serum Albumin wurde eine Standardkurve erstellt und der
Proteingehalt anhand der Absorption bestimmt.

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration von Zellkultur-Zellextrakten wurde das Pellet
nach der Hexan/Isopropanol-Extraktion getrocknet und fiir 3 h in 1 ml 0,1% SDS/0,3 M
NaOH aufgelost. 20 pl wurden fiir die oben beschriebene Messung eingesetzt.
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2.15 Zellkultur

2.15.1 Kultivierung von Drosophila Zellkulturlinien

Die verwendeten Drosophila Zellkultur-Zelllinien (sieche Tabelle 10) wurden in 25 oder
75 cm? Zellkulturflaschen mit beliifteter Filterkappe bei 25 °C ohne zusitzliche CO»-Zugabe
in einem Inkubator kultiviert. Als Néhrmedium wurde Schneider’s Medium mit den

entsprechenden Zusitzen wie unter 2.5 beschrieben verwendet.

2.15.2 Einfrieren / Auftauen von Zellen

Fiir das Einfrieren und Auftauen von Drosophila Zellkulturzellen wurden die Protokolle vom
Drosophila RNAi Screening Center iibernommen (DRSC, http://www.flyrnai.org/DRSC-
PRC.html). Zum Einfrieren wurden Zellen bis zum Erreichen von 100% Konfluenz
(entspricht einer Konzentration von ca. 1-2x10” Zellen/ml) wachsen gelassen. Die Zellen
wurden abzentrifugiert und in 8 ml fotalem Kélberserum mit 10% DMSO resuspendiert. Von
der Zellsuspension wurden 1 ml Aliquots in Kryordhrchen iiberfiihrt und in einer Styroporbox
bei -80 °C langsam eingefroren. Fiir eine dauerhafte Aufbewahrung wurden sie in fliissigem
Stickstoff gelagert.

Der Auftauprozess der Zellen erfolgte rasch. Die aufgetauten Zellen wurden in 5 ml
kompletten Schneiders Medium in 15 ml Schraubdeckelrdhrchen iiberfithrt und
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml Schneider‘s Medium resuspendiert und die

Zellsuspension wurde in 25 cm”-Zellkulturflaschen ausplattiert.

2.15.3 Transiente Transfektion

Fiir eine transiente Transfektion von Drosophila Zellkulturzellen mit einem oder mehreren
Expressionsvektoren wurden konfluent wachsende Zellen auf eine Konzentration von 5x10°
Zellen/ml verdiinnt und 1 ml der Zellsuspension wurde in eine 12-Well Platte ausplattiert.
Nach mindestens vier Stunden, besser aber am néchsten Tag, wurden die Zellen mit der
»Qiagen Effectene Transfection Reagent“-Reagenz (Qiagen GmbH, Hilden) transfiziert.
Dafiir wurden jeweils 150-300 ng des Expressionsplasmids in insgesamt 72,6 ul EC Puffer
aufgenommen. Nach der Zugabe von 2,4 pl Enhancer und anschlieBenden Mischen erfolgte
eine fiinf-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur. Danach wurden 3 pl Effectene Reagenz
hinzugefiigt, mit einem Vortexer durchmischt und anschlieBend fiir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Im letzten Schritt wurden 150 pl der Transfektionsldsung
tropfenweise auf die Zellen gegeben. In der Regel wuchsen die Zellen, wenn nicht anders

angegeben, fir 72 h, bevor sie in den Experimenten verwendet wurden. Alternativ zur
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Transfektion mit ,,Qiagen Effectene Transfection Reagent® wurde auch ,FuGENE 6
(Promega, Madison, USA) zur Transfektion nach Herstellerangaben (FuGENE 6 Reagenz zu
DNA Verhiltnis von 4:1) durchgefiihrt.

2.15.4 Generierung stabil-transfizierter, polyklonaler Zelllinien

Die Generierung stabil-transfizierter, polyklonaler Zelllinien basiert auf der transienten
Transfektion, nur dass zusétzlich ein Selektionsvektor kotransfiziert wird. Dazu wurden 1x10°
Zellen in 5 ml Schneiders kompletten Medium in eine 25 cm?” Flasche ausplattiert. Nach 20 h
wurde eine Transfektion mit 2 pug des Expressionsvektors und 50 ng des Selektionsvektors
pCoBlast, der den transfizierten Zellen eine Resistenz gegeniiber Blasticidin verleiht,
durchgefiihrt. Die Transfektion erfolgte mit der ,,Qiagen Effectene Transfection Reagent-
Reagenz nach den gleichen Ablaufen wie in 2.15.3 mit den Volumina 140 uL EC Puffer,
16 uL Enhancer, und 20 puLL Effectene. Im letzten Schritt wurde die Transfektionslésung
zusammen mit 840 pL Komplettmedium auf die Zellen gegeben und drei Tage lang inkubiert.
Die Selektion der erfolgreich transfizierten Zellen wurde mit 30 pg/ml Blasticidin in
Schneider‘s komplettem Medium durchgefiihrt. Die Erhaltung der stabilen Transfektion

erfolgte bei einer Konzentration von 10 ug/ml Blasticidin.

2.15.5 Populationsanalyse der EGFP-CG2254 Lokalisation

Fir die Populationsanalyse wurden 1,5x10° Zellen (Konz. 3x10° Zellen/ml) in 500pl
Schneider’s Medium in eine 8-Well-Kammer auf Deckglas, das die Aufnahmen von lebenden
Zellen mit einem inversen Mikroskop ermoglicht, ausgesit und mit 800 uM OA behandelt.
Zu den verschiedenen Zeitpunkten (4, 24, 48 und 72 h) wurden 400 pl Medium entfernt und
die Zellen fiir 10 min in 500 pul mit PBS 1:1 verdiinnten RNAfix fixiert. Die Wasch- und
Féarbeschritte waren die gleichen wie oben beschrieben. Als Volumina fiir das Waschen
wurden 500 pl eingesetzt, zum Farben 200 pl. Bis zum Mikroskopieren wurden die Préparate
bei 4 °C mit PBS bedeckt gelagert. Die Analyse der Bilddaten erfolgte wie unter 2.17

beschrieben.

2.15.6 Kultivierung von Saugerzellkulturlinien

Die Zellkulturlinien HeLa, COS7 und MDCK wurden in DMEM Medium mit 4.5% Glucose
(PAN-Biotech, Aidenbach), 10% fotalem Kilberserum, 1% nicht essentiellen Aminoséuren
(PAN-Biotech, Aidenbach), 1 % Natriumpyruvat (PAN-Biotech, Aidenbach) und 1%
Streptomycin/Penicillin (PAN-Biotech, Aidenbach) bei 37 °C und 5% CO, kultiviert. Die
Kultivierung der Zellkulturlinie AML12 erfolgte in einer 1:1 Mischung aus Dulbecco's
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modifizierten Eagle's Medium und Ham's F12 Medium (PAN-Biotech, Aidenbach),
angereichert mit 0,005 mg/ml Insulin, 0,005 mg/ml Transferrin, 5 ng/ml Selen, 40 ng/ml
Dexamethason, 10% fotalem Kélberserum und 1% Penicillin/Streptomycin (PAN-Biotech,
Aidenbach) bei 37 °C und 5% CO,. Die Zellen wurden mit ,,Promega FuGENE6* (Promega,
Madison, USA) gemdll Herstellerangaben transient transfiziert. Die Expression des

transgenen Proteins erfolgte fiir 24 h, bevor die Zellen fixiert und gefarbt wurden.

2.16 RNAIi-Screen in Drosophila Zellkulturzellen

2.16.1 Herstellung doppelstrangiger RNA (dsRNA)

Fiir den RNAi-Screen wurde zur Kontrolle der Effektivitdt der RNAi dsRNA von thread (th,
DRSC-Nummer 30905) und midway (mdy, Design der dSRNA mit dem Programm E-RNAi
(Horn und Boutros, 2010)) hergestellt. Das Protein Thread verhindert Apoptose, durch den
Verlust stirbt die Zelle (Lisi et al., 2000). Midway ist eine Diacylglycerol O-acyltransferase,
ohne sie kann die Zelle weniger TAG bilden (Buszczak ef al., 2002). Die dsSRNA wurde durch
in vitro Transkription hergestellt. Dafiir mussten per PCR Vorlagen von dem Transkript mit
flankierenden T7-RNA-Polymerase-Bindestellen amplifiziert werden. Durch die langen
Uberhinge fiir die Bindestellen und dem relativ kleinen zur Vorlage komplementiiren Bereich
der Nukleotide weicht das Protokoll von dem unter 2.13.4 beschriebenen ab. Im Ansatz
wurden als Vorlage genomische DNA und als DNA-Polymerase 2,5 U DreamTaq
(Fermentas/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) eingesetzt. Die Primerpaare sind in

Tabelle 7 gelistet. Das PCR-Programm sah wie folgt aus:

94°C S min

94 °C 30's

57 °C 30s 3 Zyklen
72 °C 90 s

94 °C 30s 10 Zyklen; pro Zyklus steigt die
57°C 30s  Hybridisierungstemperatur fiir
72 °C 90 s die Primer um +1,5 °C auf 72 °C

94 °C 30s
729C  90's 35 Zyklen
72°C 10 min
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Die in vitro Transkriptionen wurden wie folgt angesetzt:

10 ul  PCR-Produkt
S5ul 100 mM DTT
10 ul 10 mM NTP-mix (Fermentas/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
0,5 ul RiboLock Ribonuclease Inhibitor (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
10 ul  5x Transkriptionspuffer
60 U T7 RNA-Polymerase (Fermentas/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
11,5ul H,O

Der Ansatz inkubierte fiir 16 h bei 37°C. Danach wurde die DNA-Vorlagen mit DNase
verdaut und die gewonnene RNA mit dem ,,Qiagen RNeasy Mini Kit* (Qiagen GmbH) nach

Herstellerangaben aufgereinigt.

2.16.2 Durchfiihrung des RNAi-Screens

Fiir die Durchfithrung des RNAi-Screens wurde die ,,Drosophila Kinase/Phosphatase RNAi
Sub-Library* (DRSC KP) vom Drosophila RNAi Screening Center (DRSC, Harvard Medical
School, http://www.flyrnai.org/DRSC-SUB.html) verwendet. Sie umfasst 563 Gene mit
jeweils durchschnittlich drei unterschiedlichen dsRNAs pro Gen (~250 ng) in 384-Well
Mikrotiter-Platten  (schwarz, Mikroskopqualitit, Verdunstungsbarriere, von Aurora
Biotechnologies). Neben den Nullkontrollen (Wells ohne dsSRNA bzw. mit dsSRNA von lacZ)
wurden als Kontrollen pro Platte mit der groBtmdglichen Menge an dsRNA jeweils zwei
Wells von th (750 ng) und sechs Wells mit mdy (650 ng) beladen. Bis zur Benutzung wurden
die Platten bei -80 °C gelagert.

Die RNAi erfolgte anhand des ,,Bathing*“-Protokoll, bei der die Zellen in serumfreiem
Medium die dsRNA aufnehmen (DRSC, http://www.flyrnai.org/DRSC-PRR html). Fiir den
Screen wurden in jedes Well 7500 polyklonale Kc167-Zellen mit stabiler pUbiP-Plin2-EGFP
Transfektion in 10 pl serumfreiem Schneider’s Medium mit einem Titertek MAP-C
(Berthold, Pforzheim) zu der dsRNA in 384-Well Platten dispensiert. Die Platten mit den
Zellen wurden fiir 2 min mit 800 rpm/ 90 rcf bei Raumtemperatur zentrifugiert (Eppendorf
Centrifuge 5804R/ Rotor A -2-MTP) und inkubierten dann in einer feuchten Kammer im
Inkubator bei 25 °C fiir 45 min. Danach wurden 40 pl Schneider’s komplettes Medium mit
zusdtzlich 10 pg/ml Blasticidin mit dem Titertek MAP-C zu den Zellen gegeben, erneut
abzentrifugiert und mit selbstklebender Aluminiumfolie 80/140mm (#676090, Greiner Bio-
one) abgedeckt. Die Zellen inkubierten fiir vier Tage in einer feuchten Kammer bei 25 °C.
Nach der Abzentrifugation der Platten wurde Olsdure (Endkonzentration 800 uM) in 20 ul
Schneider’s Medium mit FBS und Blasticidin mit dem Titertek MAP-C in die Wells gegeben.
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Als Kontrolle fiir eine geringe und erhohte TAG-Speicherung wurde jeweils in die ersten
beiden Spalten keine OA hinzugefiigt und in sechs Wells OA fiir eine Endkonzentration von
1200 uM. Die Platten wurden wieder abzentrifugiert und mit selbstklebender Aluminium-
folie abgedeckt. Fiir weitere 24 h inkubierten die Zellen bei 25 °C in einer feuchten Kammer.
Danach wurden die Platten abzentrifugiert und das Medium mit dem Titertek MAP-C
entfernt. Die Fixierung mit 3,4% Paraformaldehyd in PBS und die Farbung mit Hoechst33258
(1:500) erfolgte gleichzeitig. Dazu wurden 50 pl der Losung mit dem Titertek MAP-C in die
Wells hinzugefiigt. Anschlieend wurden die Platten mit Aluminium-Klebeband abgedeckt
und bei 4 °C gelagert. Vor dem Mikroskopieren wurde mit BODIPY 493/503 nachgefarbt.

Die Aufnahmen wurden an einem automatischen BD Pathway 855 Mikroskop (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, USA) am MPI fiir Molekulare Zellbiologie und Genetik in

Dresden erstellt.

2.16.3 Auswertung

Die Segmentierung der Bilder erfolgte mit der Software CellProfiler v2.0 (Carpenter et al.,
2006). Nuclei und LDs wurden anhand ihrer Fiarbungen mit Hoechst bzw. BODIPY
identifiziert. Die Zellgrenzen wurden anhand der schwicheren zytoplasmatischen Hoechst-
Féarbung definiert und um zusétzliche sechs Pixel nach auflen erweitert. Das Programm
berechnete die Groflen der segmentierten Flachen und kalkulierte fiir die Einzelzell-Analyse
von den LDs die Anzahl der Nachbarn und Abstdnde zu einander.

Fiir die Datenanalyse der segmentierten Bilder wurde KNIME v2.6.x (Konstanz Information
Miner, Stoter et al., 2013) mit der Erweiterung ,,HCS Tools* (MPI fiir Molekulare
Zellbiologie und Genetik, Dresden) verwendet. Um einen Vergleich zwischen den Platten zu
ermdglichen, wurde eine Z-Transformation durchgefiihrt. Sie berechnet sich nach der Formel:
z= % wobei x dem Datenpunkt, p dem Durchschnittswert der Vergleichspopulation (hier:
Wells ohne dsRNA) und o der Standardabweichung der Vergleichspopulation entspricht. Als
Treffer wurden diejenigen Gene gewertet, bei denen mindestens die Hélfte der verwendeten

dsRNAs einen Z-Wert grof3er als 2,5 oder kleiner als -1,8 hatten.

2.17 Bioinformatik und Statistik

Die FlyBase-Datenbank (flybase.org, Pierre et al., 2014) wurde als Quelle fiir genetische und
molekulare Daten von CG2254 benutzt. Ebenfalls von der FlyBase-Datenbank wurden die
Hochdurchsatz-Transkriptionsdaten bezogen, die dort integriert sind (Gelbart und Emmert,
2013) und auf die Daten von FlyAtlas (http://flyatlas.org/, Chintapalli et al., 2010) und
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modENCODE (http://www.modencode.org/celniker/, Graveley et al., 2011) zuriickgehen.
Expressionsdaten durch in situ Fiarbungen stammen vom Berkeley Drosophila Genome
Project (BDGP, http://www.fruitfly.org/, Tomancak et al., 2002). Fiir die Suche von CG2254
Orthologen wurde der BLAST-Algorithmus (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, Altschul
et al., 1990) benutzt. Die Generierung des phylogenetischen Baumes (Abbildung 5) erfolgte
mit dem Online-Programm Phylogeny.fr (http://www.phylogeny.ft/, Dereeper et al., 2008), in
das auch ,,Clustal W* fiir das Sequenzalignment integriert ist. Als Vorhersage-Programme fiir
die Sekundirstruktur von CG2254 wurden die Online-Programme GOR IV (http://npsa-
pbil.ibep.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa gor4.html, Garnier et al., 1996), HMMTOP
(http://www.enzim.hu/hmmtop/, Tusnady und Simon, 2001) und TMHMM 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/, Krogh et al., 2001) eingesetzt. Fiir die
Vorhersage moglicher amphipatischer Membrananker wurde das Online-Programm
AMPHIPASEEK (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa
amphipaseek.html, Sapay et al., 2006) benutzt. Die Analyse mdglicher Ubiquitinierungstellen
wurde mit UbPred durchgefiihrt (http://www.ubpred.org/, Radivojac et al., 2010). Die
Bildbearbeitung der Aufnahmen erfolgte entweder mit der jeweiligen Mikroskopsoftware
oder mit Image) (http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html). Die Segmentierungen von
mikroskopischen Bildern wurden mit der Software CellProfiler v2.0 (Carpenter et al., 2006)
durchgefiihrt, die anschlieBende Datenauswertung erfolgte mit KNIME v2.6.x (Konstanz
Information Miner, Stoter et al., 2013). Die Berechnung der statistischen Signifikanz von
Vergleichen zweier Stichproben wurde mit einem ungepaarten t-Test mit zweiseitiger
Verteilung von Excel 2010 (Microsoft, Redmond, USA) durchgefiihrt. Die unterschiedlichen
p-Werte werden durch Asterisken symbolisiert: * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 n.s. p>0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 CG2254 gehort zur Familie der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen
Das Drosophila Protein CG2254 wurde von Beller et al. (2006) bei der Analyse des LD-
Proteoms larvaler Fettkorper identifiziert. Anhand von Expressionsstudien mit EGFP-
markiertem CG2254 in Drosophila Kc167-Zellen und larvalen Fettkdrpern konnte die LD-
Lokalisation bestitigt werden (Beller et al., 2006). Im Rahmen der Drosophila Genom
Annotation (Flybase.org) wurde CG2254 zur Proteinfamilie der SDRs zugeordnet. Es besitzt
die fiir SDRs typische Rossman-NAD"-Bindedomine (Kallberg et al., 2010) im Bereich der
Aminosduren 60-290, in der auch das fiir SDRs kennzeichnende glycinreiche Motiv zur
Kosubstrat-Bindung (TGTGHGMG, aa64-71) enthalten ist. Diese Charakteristika ordnen
CG2254 den klassischen SDRs zu (Kallberg et al., 2010). Daneben besitzt CG2254
N-terminal zwischen den Aminosiduren 21-48 eine hydrophobe Region, die laut der
Vorhersageprogramme GOR IV (Garnier et al., 1996), HMMTOP (Tusnady und Simon,
2001) und TMHMM 2.0 (Krogh et al., 2001) eine Transmembran-Doméne (TMD) enthalten
konnte. Dem Programm AMPHIPASEEK nach bilden in dieser vorhergesagten TMD die
Aminosduren 31-42 einen amphipatischen Anker aus, mit dessen Hilfe das CG2254-Protein
monotopisch in Membranen eingebettet werden konnte (Sapay et al, 20006).
AulBlergewohnlich fiir eine SDR ist jedoch das besondere Lokalisationsmuster von EGFP-
markiertem CG2254: Im Gegensatz zu der Mehrheit der bekannten LD-assoziierten Proteine
lokalisiert es nicht auf allen LDs, sondern nur auf einzelnen LDs und markiert dadurch

innerhalb der Zelle verschiedene LD-Subpopulationen.

3.2 Die Lokalisation auf LD-Subpopulationen ist evolutionar konserviert

Zunéchst sollte der Frage nachgegangen werden, ob noch weitere SDR-Proteine existieren,
die auf LD-Subpopulationen lokalisieren, oder ob CG2254 eine Ausnahme bildet. Dazu
wurden mit CG2254 und den bisher in LD-Proteomen von Sdugern (u. a. Brasaemle ef al.,
2004, Liu et al., 2004, Zhang et al., 2011, Ding et al., 2012, Larsson et al., 2012, Beilstein et
al., 2013) identifizierten Dehydrogenasen ein phylogenetischer Baum erstellt (Abbildung 5),
um die Verwandtschaftsbeziehungen zu kldren. Zusitzlich enthélt der Baum mit ,,Epidermal
Retinol Dehydrogenase 2-like” (ERD-2) aus der Westlichen Honigbiene Apis mellifera und
,Dehydrogenase/reductase (SDR Family) Member 3“ (DHRS3) aus dem Fadenwurm
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Caenorhabditis elegans zwei weitere SDRs, die aus Invertebraten stammen (Erklérung weiter
unten). Diese beiden Proteine besitzen die hochste Sequenzhomologie zu CG2254. Die
nachfolgenden drei Proteine ,,17B-Hydroxysteroid Dehydrogenase Typ 11 (178-HSDI11),
»Retinol Dehydrogenase 10“ (RDH10) und ,,Dehydrogenase/reductase (SDR Family)
Member 3“ (DHRS3) gehoren wie CG2254 zu den SDRs. Bei diesen drei Proteinen wurde
bereits durch weitere Experimente eine Lokalisation auf LDs bestitigt (Fujimoto et al., 2004,
Jiang und Napoli, 2013, und Deisenroth et al., 2011). Aufgrund ihrer hohen
Sequenzhomologie zu CG2254 und ihrer bestdtigten LD-Lokalisation wurden diese drei
Proteine fiir die Untersuchung der evolutiondren Konservierung der Lokalisation auf LD-
Subpopulationen verwendet. Dariiber hinaus wurden auch die bereits erwéhnten ERD-2 und
DHS-4 fiir die Studie miteinbezogen, obwohl fiir beide noch keine LD-Lokalisation
nachgewiesen wurde. Das Bienenprotein ERD-2 wurde verwendet, weil eine Lokalisation auf
LD-Subpopulationen spezifisch fiir die Klasse der Insecta sein konnte. A. mellifera gehort zur
Ordnung der Hymenoptera und ist nah verwandt zur Ordnung der Diptera, zu der Drosophila
gehort. ERD-2 besitzt von den hier untersuchten SDRs die hochste Sequenziibereinstimmung
zu CG2254. Ein weiteres Protein von A. mellifera zeigte eine noch hdhere Ubereinstimmung
zu CG2254, dieses konnte jedoch nicht kloniert werden, obwohl cDNA sowohl aus larvalen
als auch adulten Bienen eingesetzt wurde. Mit dem C. elegans Protein DHS-4, das als
CG2254-Ortholog vorausgesagt wird (flybase.org), wurde eine weitere SDR aus einem

Invertebraten untersucht und somit die Analyse um eine zusétzliche Spezies erweitert.

D.melanogaster_CG2254
A.mellifera_ERD-2
C.elegans_DHS-4
M.musculus_DHRS3
M.musculus_RDH10
M.musculus_17-betaHSDI 1
M.musculus_17-betaHSD13
M.musculus_17-beta-HSD4
M.musculus_Inactive_HSD-like
M.musculus_DHRS1
M.musculus_RDH14
_: M.musculus_17-betaHSD7
M.musculus_17-beta-HSD2
M.musculus_SCCPDH
M.musculus_Aldehyde_DH_3B1
M.musculus_3-betaHSD7

M.musculus_3-betaHSDI
M.musculus_NSDH

\——————————— M.musculus_IDH3alpha
————————— M.musculus_LongChain_acylCoA_DH

M.musculus_VeryLongChain_acylCoA_DH

Abbildung 5: Phylogenetischer Baum mit ausgewiihlten Dehydrogenasen. Fiir die Erstellung des phylogenetischen
Baums wurde neben der Proteinsequenz von CG2254 die Sequenzen von in LD-Proteomen identifizierten
Séugerdehydrogenasen aus M. musculus sowie zwei SDRs aus C. elegans und A. mellifera verwendet. Die Berechnung der
Verwandtschaftsbeziehungen erfolgte nach dem Neighbor-Joining-Algorithmus mit Phylogeny.fr (Dereeper ef al., 2008).
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Zundchst wurden die CG2254-verwandten Proteine als EGFP-Fusionsprotein in der
Drosophila Zelllinie Kc167 exprimiert, da dort durch EGFP-CG2254 das Vorhandensein von
LD-Subpopulationen bereits gezeigt werden konnte (Abbildung 6). Vier der fiinf Proteine
(17B-HSD11, RDH10, DHRS3 und ERD-2) lokalisieren vergleichbar wie CG2254
(Abbildung 6A-C) auf LD-Subpopulationen: die groiten LDs innerhalb der Zelle sind mit den
Fusionsproteinen bedeckt, nicht aber die kleineren LDs. Nur DHS-4 (Abbildung 6P-R)
lokalisiert auf allen LDs. Damit lésst sich sagen, dass neben CG2254 noch weitere SDRs auf
LD-Subpopulationen lokalisieren, wenngleich diese Lokalisation nicht fiir alle SDRs

gefunden werden kann.
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Uberlagerung EGFP LipidTOX

RDH10 DHRS3 17-HSD11 CG2254

ERD-2

DHS-4

Abbildung 6: Lokalisation von EGFP-markiertem CG2254 und verwandten Proteinen in Kc167-Zellen. Kc167-Zellen
wurden flir die Expression von EGFP-markiertem CG2254 und verwandten Proteinen transient transfiziert und iiber Nacht
mit 800 pM OA behandelt. Die Gegenfarbung der LDs erfolgte mit HCS LipidTOX DeepRed. 178-HSD11 (D-F), DHRS3
(G-I), RDH10 (J-L) und ERD-2 (M-O) lokalisieren auf LD-Subpopulationen, DHS-4 (P-R) auf allen LDs. Die Bilder zeigen
Maximum Intensitétsprojektionen von Z-Stapeln, die mit einem Zeiss LSM780 aufgenommen wurden. Der Maf}stabsbalken
entspricht 5 um.
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Aufgrund der Eigenschaft, dass die untersuchten Sdugerproteine die Fahigkeit besitzen, in
Fliegenzellen auf LD-Subpopulationen zu lokalisieren, ist es moglich, dass sie dies auch in
Saugerzellen tun. Bis jetzt wurde das fiir SDRs nicht beschrieben und auch die untersuchten
SDRs aus der Maus wurden mit einer generellen LD-Lokalisation beschrieben (Horiguchi et
al., 2008b Jiang und Napoli, 2013 und Deisenroth et al., 2011). Aus diesem Grund wurde
zunéchst die Lokalisation von YFP-CG2254 in humanen HeLa-Zellen untersucht (Abbildung
7). Um die Abhédngigkeit der LD-Subpopulationen von der LD-Anzahl und —Grof3e zu testen,
wurden verschiedene OA-Konzentrationen eingesetzt. Ohne die Zugabe von OA existieren
nur wenige, sehr kleine LDs in den HeLa-Zellen und YFP-CG2254 ist in retikuldren
Strukturen und kleinen, punktformigen Aggregaten in der Zelle verteilt (Abbildung 7A-D).
Bei den niedrigeren OA-Konzentrationen von 100 bzw. 200 uM (Abbildung 7E-P) lokalisiert
YFP-CG2254 auf LD-Subpopulationen. In dem vergroBerten Bildausschnitt (Abbildung 71-L)
ist zu erkennen, dass sich YFP-CG2254 auf den groeren LDs befindet und nicht auf den
kleineren, selbst wenn die Groflenunterschiede zwischen den einzelnen LDs kleiner sind als in
den Kc167-Zellen. Bei 800 uM OA sind die LDs insgesamt grof3er und beinahe alle von YFP-
CG2254 umgeben (Abbildung 7Q-T).

Da in HeLa-Zellen eine Lokalisation von YFP-CG2254 auf LD-Subpopulationen
nachgewiesen werden konnte, wurden auch die Lokalisationen der CG2254-verwandten
Proteine in dieser Sdugerzelllinie untersucht (Abbildung 8). Auch die YFP-markierten 17p3-
HSD11, RDH10, DHRS3 und ERD-2 lokalisieren in mit 200 uM OA behandelten HeLa-
Zellen auf LD-Subpopulationen. Nur YFP-DHS-4 (Abbildung 8Q-T) befindet sich wie schon
in den Kc167-Zellen auf allen LDs. Damit zeigen die Ergebnisse, dass auch in Sdugerzellen
unterschiedliche LD-Subpopulationen vorkommen und die Lokalisation zu diesen LD-

Subpopulationen evolutionér konserviert ist.
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Uberlagerung DAPI YFP-CG2254 LipidTOX

OuM OA

100pM OA

200uM OA

800uM OA

Abbildung 7: Die Lokalisation von YFP-CG2254 in HeLa-Zellen. YFP-CG2254 wurde in humanen HeLa-Zellen
exprimiert. Die Zellen wurden mit unterschiedlichen OA-Konzentrationen liber Nacht inkubiert: 0 uM (A-D), 100 uM (E-L),
200 uM (M-P) und 800 pM (Q-T). Die Gegenfiarbung des Kerns erfolgte mit DAPI, die der LDs mit HCS LipidTOX
DeepRed. Das weifle Quadrat in (E) markiert den Ausschnitt, der in E vergroBert dargestellt wird. Der Pfeil deutet auf LDs
ohne YFP-CG2254 Lokalisation. Die Bilder zeigen die Aufnahme einer einzelnen Fokalebene und wurden von fixierten
Zellen mit einem Zeiss LSM780 erstellt. Die Maflstabsbalken entsprechen 10 um.
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Uberlagerung DAPI YFP LipidTOX

178-HSD11

ERD-2

DHS-4

Abbildung 8: CG2254-verwandte Proteine lokalisieren in HeLa-Zellen auf LDs. CG2254-verwandte Proteine wurden
mit YFP-Markierung in HeLa-Zellen exprimiert. Die Zellen wurden iiber Nacht mit 200 uM OA inkubiert. Die
Gegenfiarbung des Kerns erfolgte mit DAPI, die der LDs mit HCS LipidTOX DeepRed. 173-HSD11 (A-D), DHRS3 (E-H),
RDHI10 (I-L) und ERD-2 (M-P) lokalisieren auf LD-Subpopulationen, DHS-4 (Q-T) auf allen LDs. Die Bilder zeigen eine
einzelne Fokalebene und wurden von fixierten Zellen mit einem Zeiss LSM780 erstellt. Die Mafstabsbalken entsprechen
10 um.

46



Ergebnisse

Die hier verwendeten HeLa-Zellen stammen urspriinglich von einem Zervixkarzinom. Da es
sich dabei um ein krankhaftes Gewebe handelt, konnte es sich bei der beobachteten
Lokalisation um eine Besonderheit handeln. Um einen solchen Fall auszuschlieBBen, wurde
YFP-CG2254 daher in weiteren Sduger-Zellkulturzellen exprimiert. Die verwendeten
Zelllinien unterscheiden sich in ihrer Ursprungsspezies und ihrem Ursprungsgewebe,
wodurch sich auch Informationen iiber die evolutiondre Konservierung der LD-Lokalisation
gewinnen lassen. In AML12 (Hepatozyten aus Mus musculus), COS7 (Nierenzellen aus
Cercopithecus aethiops) und MDCK-Zellen (Nierenzellen aus Canis familiaris) lokalisiert
YFP-CG2254 auf LDs (Abbildung 9). Bei allen drei Zelllinien zeigt sich im vergroferten
Bildausschnitt, dass YFP-CG2254 auf den groBeren LDs stirker vorhanden ist als auf den
kleinen LDs (D, E und F). Dagegen deuten prélimindre Daten aus HEK-293 (Embryonale
Nierenzellen aus Homo sapiens) und CHO-Zellen (Ovarienzellen aus Cricetulus griseus) auf
eine LD-Lokalisation auf allen LDs hin (ohne Abbildung). Dies ist ein weiterer Hinweis
darauf, dass die Lokalisation von CG2254 auf LD-Subpopultionen evolutiondr konserviert ist,

aber von der OA-Konzentration und dem Zelltyp abhéngig ist.

AML12 COS7 MDCK

¥

Abbildung 9: Lokalisation von YFP-CG2254 in Siuger-Zellkulturzellen. YFP-CG2254 wurde transient in AML12 (A
und D), COS7 (B und E) und MDCK (C und F) exprimiert. Die Zellenlinien wurden iiber Nacht mit unterschiedlichen OA-
Konzentrationen behandelt (AML12:100 pM, COS7: 200 uM und MDCK: 800 pM), fixiert und Nuclei mit DAPI und LDs
mit HCS LipidTOX DeepRed gegengefarbt. Das weifle Quadrat gibt den vergroferten Bildausschnitt an. Die Bilder zeigen
die Aufnahme einer einzelnen Fokalebene und wurden von fixierten Zellen mit einem Zeiss LSM780 erstellt. Die
MaBstabsbalken entsprechen 10 pm.
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3.3 Charakterisierung der LD-Subpopulation

Bisher sind nur wenige Charakteristika von LD-Subpopulationen bekannt. So sind z. B.
Unterschiede in der Protein- und Lipidzusammensetzung der LDs beschrieben (Wolins et al.,
2006 bzw. Hsieh et al., 2012). In dem folgenden Abschnitt soll die LD-Subpopulation néher
charakterisiert werden, die von CG2254 markiert wird.

Eine der ersten Fragen lautete, zu welchem Zeitpunkt die LD-Subpopulationen entstehen.
Wolins et al. (2006) zeigten in sich differenzierenden Adipozyten, dass die Lokalisation von
PERILIPINEN zu bestimmten LD-Subpopulationen von der LD-Reifung. Ob dies auch auf
CG2254 zutrifft, wurde mit Kc167-Zellen untersucht, die stabil EGFP-CG2254 exprimieren.
Unbehandelte Kc167-Zellen haben zu Beginn keine bis wenige kleine LDs (Abbildung 10A-
C). Durch die Zugabe von 400 uM OA wird die LD-Biogenese aktiviert. Bereits nach einer
halben Stunde sind LDs und eine Lokalisation von EGFP-CG2254 auf einer LD-
Subpopulation erkennbar (Abbildung 10D-F). Im Verlauf von sechs Stunden nimmt die Zahl
der LDs ab, aber ihre GroBle zu (Abbildung 10 G-I). EGFP-CG2254 ist auch jetzt auf LD-
Subpopulationen lokalisiert. Nach sechs Stunden wurde das Medium gegen Medium ohne OA
ausgetauscht, um eine Remobilisierung der LDs zu erreichen. Ohne die zusétzlichen freien
Fettsduren aus dem Medium beginnen die Zellen vermehrt ihre in den LDs gespeicherten
Fette abzubauen und zu verwerten. Aber auch wéhrend dieser Remobilierungsphase befindet
sich EGFP-CG2254 nach 24 h und nach 48 h auf LD-Subpopulation (Abbildung 10M-R).
Daher befindet sich EGFP-CG2254 unabhingig von einem bestimmten zeitlichen Stadium
des LD-Lebenzyklus zu jedem Zeitpunkt auf LD-Subpopulationen.
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Uberlagerung  EGFP-CG2254 Lipid TOX
C

Abbildung 10: EGFP-CG2254 Lokalisation wiihrend des Lebenszyklus von LDs. Polyklonale Kc167-Zellen mit stabiler
EGFP-CG2254 Expression wurden fiir sechs Stunden mit 400 uM OA behandelt, um die LD-Biogenese zu induzieren.
Danach wurde das Medium gegen Medium ohne OA ausgetauscht, um die Remobilisierung einzuleiten. Zu den Zeitpunkten
0 h (A-C), 0,5 h (D-F), 2 h (G-I) 6 h (J-L) 24 h (M-O) und 48 h (P-R) wurden Zellproben entnommen, fixiert, und mit HCS
LipidTOX DeepRed gegengefarbt. Zu allen Zeitpunkten befindet sich EGFP-CG2254 auf LD-Subpopulationen. Die Bilder
zeigen Maximum Intensitdtsprojektionen von Z-Stapeln, die mit einem Leica TCS SP2 aufgenommen wurden. Der
Mafstabsbalken entspricht 5 pm.
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Auf den Aufnahmen mit EGFP-markiertem CG2254 und verwandten SDRs in Kc167-Zellen
befinden sich die Fusionsproteine oft auf den jeweils groBten LDs innerhalb der Zelle
(Abbildung 6). Zunichst war es daher das Ziel, diese Annahme zu bestitigen und gleichzeitig
erste Erkenntnisse liber LD-Subpopulationen und ihre Entstehungsdynamik zu gewinnen. Um
LD-Lokalisation von CG2254 mit der LD-Grof3e zu verschiedenen Zeitpunkten nach der OA-
Zugabe zu quantifizieren, wurde eine computergestiitzte Analyse von Aufnahmen mit EGFP-
CG2254 exprimierenden Kcl167-Zellen durchgefiihrt. Dafiir wurden die Bilder im ersten
Schritt mit der Software Cellprofiler (Carpenter et al., 2006) segmentiert. Die Abbildung 11

zeigt ein Beispiel fiir eine solche Segmentierung einer Mikroskopaufnahme.

LDs EGFP-CG2254 Nuclei Uberlagerung

Segmentierung Mikroskopaufnahme

Abbildung 11: Computerbasierte Segmentierung von Mikroskopaufnahmen. Kc167-Zellen mit stabiler EGFP-CG2254
Expression wurden mit 800 pM OA behandelt und nach 72 h fixiert und gefirbt. Die Mikroskopaufnahmen wurden mit
einem Zeiss LSM780 erstellt (obere Reihe, A-D). Anschlieend erfolgte eine Segmentierung der Kanéle basierend auf der
Helligkeit des Signals (untere Reihe, E-H). Fiir die Bestimmung der Zellgrenzen (gelbe Linien in H) wurde das schwache,
zytoplasmatische Signal der Nuclei-Farbung durch Hoechst verwendet. Die Aufnahme wurde mit einem Zeiss LSM780
erstellt.

Fiir die Auswertung der Segmentierungsdaten wurde eine Einzelzell-Analyse durchgefiihrt.
Bei dieser fortgeschrittenen Art der Analyse wird jede Zelle innerhalb eines Wells einzeln
betrachtet, anstatt den Durchschnittswert von allen Zellen zur Kalkulation zu verwenden. Im
Fall der EGFP-CG2254 Lokalisation war die Einzelzell-Analyse ndtig, weil die untersuchten
Zellen Teil einer polyklonalen Zelllinie sind. Kcl67-Zellen mit stabiler EGFP-CG2254
Expression unterscheiden sich zufillig in ihrer Genexpression oder den in ihr enthaltenen
Proteinen oder Metaboliten, was die Reaktion auf OA beeinflussen kann. Auch die Stiarke der

transgenen Expression variiert zwischen den einzelnen Zellen und konnte sich so auf die
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Lokalisation auswirken. Dadurch kdnnten Phénotypen verborgen bleiben, wenn nicht auch
(Sub-)Populationen einzeln betrachtet werden.

Bei der Analyse der Aufnahmen zeigte sich, dass die LDs der beiden Subpopulationen, LDs
ohne bzw. mit EGFP-CG2254, zu Beginn (4 h) eine vergleichbare GroBen besitzen
(Abbildung 12A). Insgesamt sind die LDs im Hinblick auf ihren Durchmesser homogen.
Bereits nach 24 h ldsst sich aber eine Auftrennung erkennen (Abbildung 12B): Die
Subpopulation mit EGFP-CG2254 enthélt die groBeren LDs. Dieser Trend verstérkt sich nach
48 h (Abbildung 12C) und 72 h (Abbildung 12D). Die Mehrheit der anderen LDs ist aber
schon kleiner geworden im Vergleich zum Zeitpunkt nach 4 h. Somit konnte bestitigt werden,
dass EGFP-CG2254 auf die groBeren LDs der Zelle lokalisiert. Daneben lieferte die
Populationsanalyse auch Informationen iiber die Fettspeicherung. Mit 800 uM OA nimmt die
Gesamtfldche aller LDs im Bezug zur Zellkernflaiche im Verlauf von 72 h immer weiter zu,

was auf einen Ausbau der TAG-Speicher hinweist (Abbildung 12E).

Die Ergebnisse zeigten, dass eine Einzelzell-Analyse von LDs in Kc167-Zellen durchfiihrbar
ist und dass es gleichzeitig mit ihr auch moglich ist, Lokalisationen von Proteinen auf LDs
nachzuweisen. Im néchsten Schritt sollte die Methode erweitert werden, sodass sie im
Rahmen eines RNAi-Screens eingesetzt werden kann. Durch die gezielte Herunterregulierung
einzelner Gene konnte so iiberpriift werden, ob diese Gene fiir die LD-Biologie wichtig sind
und ob sie LD-Subpopulationen verdndern konnen. Dariiber hinaus lieen sich auf diesem
Wege auch Kandidaten identifizieren, die die Lokalisation von CG2254 (und vielleicht
weiteren Proteinen) beeinflussen, um so die Lokalisationsmechanismen auf LDs besser zu
verstehen. Fir einen Vorversuch wurde ein kleiner RNAi-Screen in Drosophila
Zellkulturzellen (siehe 2.16) mit der ,,Drosophila Kinase/Phosphatase RNAi Sub-Library* des
»Drosophila RNA1 Screening Centers® (DRSC) durchgefiihrt. Sie umfasst 563 Gene, die
Kinasen und Phosphatasen kodieren. Auf Lokalisationsénderungen wurde hierbei noch nicht
untersucht, sondern die Analyse erfolgte nur in Hinblick auf LD-Phénotypen wie z. B. Grofe,
Anzahl oder Aggregationen der LDs. Eine Ubersicht der Gene, die bei RNAi einen
Phanotypen verursachten, ist im Anhang unter Tabelle 14 zu finden. Obwohl die Phénotypen
(Beispiele im Anhang unter Abbildung 48) der Kandidaten noch bestétigt werden miissen,
verdeutlichen die Ergebnisse, dass Kinasen und Phosphatasen an der LD-Biologie beteiligt
sind und dass die Methode der Einzelzellanalyse auch fiir gro3ere Screens einsetzbar ist. Dies
kann notwendig sein, da bei zwei Genen nur durch die Einzelzellanalyse ein Phénotyp

identifiziert wurde.
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Abbildung 12: Dynamik der LD-Subpopulationen. (A-D) Abgebildet sind die Populationsdichten von LDs mit EGFP-
CG2254 auf ihrer Oberfldche (blau) und ohne (rot) zu den Zeitpunkten 4 h (A), 24 h (B), 48 h (C) und 72 h (D) basierend auf
der LD-GroBe. Nach 24 h sind die beiden Subpopulationen voneinander trennbar. (E) Das Verhéltnis der LD-Fliache zur
Nuclei-Fldche nimmt wéhrend der 72-stiindigen Behandlung mit OA zu.
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Neben der Diversifikation von LDs anhand unterschiedlicher Stadien der LD-Reifung
unterscheiden sich LDs auch auf Basis ihres metabolischen Zustandes wie es von Martin et al.
(2005) und Wilfling et al. (2013) gezeigt wurde. Bei Wilfling et al. (2013) markieren die
Proteine GPAT4 und AGPAT3 in Drosophila S2-Zellkulturzellen anabolisch aktive LDs. Wie
das Schaubild (Abbildung 13) zeigt, katalysieren beide Enzyme die ersten beiden Schritte der
de novo TAG-Synthese. Nur an den LDs, auf denen sich GPAT4 und AGPAT3 befinden,
kann die komplette Synthese von Glycerol-3-Phosphat zu TAG ablaufen.

Glycerol-3- _>Lysoph"osphatid-_> Phos"phatid- N Diacyl- L) Triacyl-
Phosphat saure saure glycerol glycerol

Abbildung 13: Schematische Darstellung der TAG-Synthese. Dargestellt ist der Syntheseweg von Glycerol-3-Phosphat zu
Triacylglycerol sowie die daran beteiligten Enzyme. GPAT=Glycerol-3-phosphat-O-Acyltransferase, AGPAT=sn-1-
Acylglycerol-3-phosphat-O-Acyltransferase, PPH-1=Phosphatidat-Phosphatase, DGAT=Diacylglycerol-O-Acyltransferase.
Dadurch nimmt die Grofe dieser LDs gegeniiber den anderen LDs zu, sodass es in den Zellen
eine LD-Subpopulation mit vielen kleinen LDs und eine LD-Subpopulation mit wenigen
groflen LDs gibt, auf denen sich GPAT4 und AGPAT3 befinden. Dem gegeniibergestellt ist
DGAT?2, das zwar auch an der TAG-Synthese beteiligt ist, aber nur den letzten Schritt
katalysiert und daher auch die Funktion der Wiederveresterung freiwerdender Fettsduren
tibernimmt. Es lokalisiert auf allen LDs. Da das Lokalisationsmuster von mCherry-GPAT4
dem von EGFP-CG2254 entspricht, wurde untersucht, ob EGFP-CG2254 mit diesem Protein
kolokalisiert und es sich damit auch nur auf wachsenden LDs befindet. Dazu wurde in Kc167-
Zellen EGFP-CG2254 zusammen mit mCherry-GPAT4 bzw. mCherry-DGAT2 exprimiert
und mit OA behandelt. EGFP-CG2254 kolokalisiert mit mCherry-GPAT4 auf LD-
Subpopulationen (Abbildung 14A) und markiert somit wachsende, anabolisch aktive LDs.
Auch mit mCherrry-DGAT?2 konnte eine Kolokalisation gefunden werden (Abbildung 14B),
doch ist die Lokalisation von mCherrry-DGAT?2 auf LDs mit EGFP-CG2254 schwicher.

Da CG2254 auf wachsenden LDs lokalisiert, stellte sich als nichstes die Frage, ob es auch auf
»schrumpfende®, d.h. katabolisch-aktive, LDs lokalisieren kann. Um dies zu iiberpriifen,
wurden Kcl167-Zellen zundchst mit OA behandelt, damit LD-Bildung induziert wird, um
anschlielend den Abbau der LDs mit 6lsdurefreiem Medium einzuleiten. Danach erst wurde
EGFP-CG2254 exprimiert. Dariiber hinaus wurde TriacsinC (Igal ef al., 1997) hinzugefiigt,
ein Inhibitor der langkettigen Fettsdure-Synthase, der die Wiederveresterung der freige-
wordenen Fettsdure verhindert. Wie aus Abbildung 15 hervorgeht, lokalisiert EGFP-CG2254

unter diesen Bedingungen nicht auf LDs, sondern in Strukturen, die dem ER &hnlich sind
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A Uberlagerung EGFP-CG2254 mCherry-GPAT4 LipidTOX

- -
23 o

B Uberlagerung  EGFP-CG2254 mCherry-DGAT2 LipidTOX

Abbildung 14: EGFP-CG2254 markiert anabolisch aktive LDs. Kc167-Zellen wurden mit EGFP-CG2254 und mCherry-
GPAT4 bzw. mCherry-DGAT?2 transient transfiziert. Nach zwei Tagen wurden die Zellen fiir mit 800 uM OA behandelt,
bevor sie nach weiteren zwei Tagen fixiert und mit HCS LipidTOX DeepRed gefirbt wurden. (A) EGFP-CG2254
kolokalisiert mit mCherry-GPAT4 auf der gleichen LD-Subpopulation, (B) wihrend die Kolokalisation mit mCherry-
DGAT?2 nur auf einzelnen LDs stattfindet. Die Bilder zeigen Maximum Intensitétsprojektionen von Z-Stapeln, die mit einem
Zeiss LSM780 aufgenommen wurden. Der Maf3stabsbalken entspricht 5 pm.

Uberlagerung EGFP-CG2254 LipidTOX

A
+

Abbildung 15: EGFP-CG2254 lokalisiert nicht auf katabolisch aktive LDs. Kc167-Zellen wurden mit 800 uM OA fiir
24 h behandelt. Das Medium wurde anschlieBend gegen Medium ohne OA ausgetauscht und zusétzlich wurde TriacsinC
(Endkonzentration 5 pM) zugefiigt. Dann erst fand die transiente Transfektion der Zellen fiir die EGFP-CG2254 Expression
statt. Nach weiteren 24 h Stunden wurden die Zellen fixiert und die LDs mit HCS LipidTOX DeepRed geférbt. Es besteht
keine Kolokalisation von EGFP-CG2254 und LDs. Die Bilder zeigen Maximum Intensitdtsprojektionen von Z-Stapeln, die
mit einem Zeiss LSM780 aufgenommen wurden. Der MaB3stabsbalken entspricht 5 pm.
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3.4 CG2254 lokalisiert ins ER und auf LDs

In den Kcl167-Zellen, in denen EGFP-CG2254 nicht auf LDs lokalisieren kann, weil sie
abwesend oder katabolisch aktiv sind, lokalisiert das Protein in retikuldren Strukturen wie es
fiir das ER typisch ist (Abbildung 10A und Abbildung 15A). Zudem werden immer mehr LD-
assoziierte Proteine identifiziert, die sowohl in die ER-Membran als auch auf LDs lokalisieren
(z. B. Wilfling et al., 2013). Um zu {iberpriifen, ob CG2254 auch eine duale Lokalisation ins
ER und auf LDs besitzt, wurde das Fusionsprotein aus CG2254 und dem rot-fluoreszenten
Tdimer2 (TdT) zusammen mit dem GFP-markierten ER-Protein sec61p (Wilfling ef al., 2013)
in Kc167-Zellen exprimiert. Eine Kolokalisation der beiden Proteine wiirde darauf hindeuten,
dass CG2254 auch im ER vorhanden ist. Kc167-Zellen ohne die Zugabe von Olsiure
enthalten keine LDs (Abbildung 16D). In diesem Fall kolokalisiert TdT-CG2254 mit sec61f-
GFP und damit im ER (Abbildung 16A-C). Durch das Zufiigen von 400 uM OA zu den
Zellen bilden diese LDs, auf deren Oberfliche sich TdT-CG2254 befindet. Gleichzeitig
kolokalisiert es schwécher mit sec61B-GFP (Abbildung 16E-H). Daraus lésst sich schlieBen,
dass CG2254 eine duale Lokalisation besitzt: In der Abwesenheit von LDs lokalisiert es im

ER und nach der LD-Induktion auf diesen.

Uberlagerung sec61B-GFP TdT-CG2254 LipidTOX
B

+0A

Abbildung 16: Duale Lokalisations von TdT-CG2254 ins ER und auf LDs. Kc167-Zellen wurden transient mit sec613-
GFP und TdT-CG2254 transfiziert und iiber Nacht mit 400 pM OA inkubiert. Fixierte Zellen wurden mit HCS LipidTOX
DeepRed gegengefarbt. Ohne die Zugabe von OA ist kein HCS LipidTOX DeepRed Signal vorhanden (D). Der ER-Marker
sec61B-GFP (B) und TdT-CG2254 (C) kolokalisieren, wie die Uberlagerung der Kanile zeigt (A). Durch die Zugabe von OA
entstehen LDs (H). Die Uberlagerung (E) macht deutlich, dass TdT-CG2254 (G) nun auf die LDs lokalisiert und weniger ins
ER wie die schwache Kolokalisation mit sec613-GFP zeigt. Die Bilder zeigen Aufnahmen einer Fokalebene, die mit einem
Zeiss LSM780 aufgenommen wurden. Der Mafistabsbalken entspricht 5 um.
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In Abbildung 10 wurde gezeigt, dass sich EGFP-CG2254 schon 30 Minuten nach der Zugabe
von OA auf LDs befindet. Mit Hilfe von Serienaufnahmen lebender Zellen sollte der
Zeitraum genauer verfolgt werden, in der die Lokalisationsinderung von EGFP-CG2254
stattfindet. In Abbildung 17 sind vier Einzelaufnahmen aus einer 30 miniitigen
Serienaufnahme von Kc167-Zellen mit EGFP-CG2254 Expression nach der Zugabe von OA
gezeigt. Zu Beginn (Abbildung 17A) ist nur in wenigen Zellen ein EGFP-CG2254-Signal zu
sehen. Das vorhandene Signal entspricht dem retikuldren Muster des ERs. Innerhalb von 10
bis 20 Minuten nach OA Zugabe (Abbildung 17B und C) bilden sich in den Zellen
punktformige Aggregate, bei denen es sich um EGFP-CG2254 auf wahrscheinlich
neugeformten LDs handelt. Nach 30 Minuten (Abbildung 17D) nimmt die Anzahl der
Aggregate kaum mehr zu, dafiir sind sie in ihrer Gro3e gewachsen. EGFP-CG2254 lokalisiert
demnach schon frith auf LDs, vielleicht schon wihrend der ersten Momente der LD-

Biogenese (fiir die Gegenfarbung von LDs nach 30 Minuten siehe Abbildung 10F).

Abbildung 17: EGFP-CG2254 éindert seine Lokalisation innerhalb von Minuten nach Zugabe von OA. Dargestellt sind
Einzelbilder einer Serienaufnahme iiber 30min von lebenden Kcl67-Zellen mit EGFP-CG2254 Expression. Dem
Zellkulturmedium wurden zum Zeitpunkt t, OA zugegeben (Endkonzentration 400 uM) und iiber einen Zeitraum von 30
Minuten wurden alle 10 s ein Z-Stapel aufgenommen. Die Bilder zeigen Maximum Intensitétsprojektionen von Z-Stapeln,
die mit einem PerkinElmer UltraVIEW VoX Spinning Disk Konfokalmikroskop aufgenommen wurden.

3.5 Struktur-Funktionsanalyse von CG2254

Uberexprimiertes EGFP-markiertes CG2254-Protein lokalisiert nicht nur in Kcl67-
Zellkulturzellen und im Fettkorper auf LD-Subpopulationen (Abbildung 6 und Beller et al.,
2006), sondern auch in anderen Drosophila-Zellkultur-Zelllinien wie den neuronalen
DmBG3-c2-Zellen und in anderen Geweben wie den Prothorakaldriisenzellen der Ringdriise
(Abbildung 18). Selbst in artfremden Zelllinien befindet sich YFP-CG2254 auf LD-
Subpopulationen (Abbildung 7). Dies ldsst vermuten, dass die Fahigkeit von CG2254 auf LD-
Subpopulationen zu lokalisieren in seiner Sequenz und seiner Struktur codiert ist. Um diese
Bereiche zu bestimmen, wurde mit CG2254 eine Struktur-Funktionsanalyse durchgefiihrt, bei
der Teile des Proteins entfernt oder verdndert und die Lokalisation der resultierenden

Proteinvarianten mit EGFP-Markierung untersucht wurden.
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EGFP-CG2254

EGFP-CG2254

Abbildung 18: EGFP-CG2254 lokalisiert in weiteren Zelllinien und Geweben auf LD-Subpopulationen. (A) EGFP-
CG2254 Expression in ML-DmBG3-c2-Zellen nach der Zugabe von 400 uM OA fiir drei Tage. Die Zellen wurden fixiert
und die LDs mit HCS LipidTOX DeepRed gegengefirbt. Das Bild zeigt eine Maximum Intensitétsprojektion eines Z-Stapels,
der mit einem Leica TCS SP2 aufgenommen wurde. Der MafBstabsbalken entspricht 5 um. (B) Mit Hilfe des Gal4/UAS-
Systems wurde EGFP-CG2254 in der Ringdriise von wandernden L3-Larven exprimiert. Abgebildet ist eine
Lebendaufnahme von Zellen der Prothorakaldriise (ein Teil der Ringdriise), die mit Hoechst und HCS LipidTOX DeepRed
gegengefirbt wurden. Das Bild zeigt eine Aufnahme einer Fokalebene, die mit einem Zeiss LSM780 aufgenommen wurde.
Der Malistabsbalken entspricht 5 pm.

Fir die Struktur-Funktionsanalyse wurde die CG2254-Primidrsequenz zundchst in drei
Abschnitte unterteilt. Einen N-terminalen Teil (Aminosdure 1-48), der die vorausgesagte
Transmembrandomine (TMD) enthidlt und somit moglicherweise fiir die Bindung an die LDs
notwendig ist; einen mittleren Teil (Aminosédure 49-238), der voraussichtlich die NAD(P)'-
Bindestelle enthélt; sowie einen C-terminalen Abschnitt (Aminosdure 239-320), der bei SDRs
iiblicherweise die Bindestelle fiir das Substrat einschliet. Letztere Funktion konnte unter
Umstidnden fiir die Lokalisation auf LD-Subpopulationen eine Rolle spielen, wenn dieses
Substrat auch nur in LD-Subpopulationen vorkommt. Die einzelnen Teilabschnitte und
Kombinationen wurden mit EGFP fusioniert in Kc167-Zellen exprimiert (Abbildung 19). Fiir
die LD-Lokalisation ist EGFP-CG2254 aal-48 ausreichend (Abbildung 19A). Dabei
lokalisiert dieses Konstrukt auf allen LDs und nicht auf Subpopulationen. Der C-terminale
Bereich alleine befindet sich nicht auf LDs, sondern aufgrund der gleichméfigen Verteilung
in der Zelle wahrscheinlich im Zytoplasma (Abbildung 19D). Eine Kombination aus dem N-
terminalen Bereich und dem Mittelteil lokalisiert dagegen wieder auf einzelnen LDs
(Abbildung 19G), sodass wahrscheinlich im Mittelteil ein Signal fiir die Lokalisation auf LD-

Subpopulationen vorhanden ist.
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Uberlagerung EGFP LipidTOX
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Abbildung 19: Lokalisation von CG2254-Deletionskonstrukten in Kc167-Zellen. Kcl167-Zellen wurden fiir die
Expression von EGFP-markierten Abschnitten von CG2254 transient transfiziert und fiir zwei Tage mit 800 uM OA
behandelt. Die Gegenfirbung der LDs in den fixierten Zellen erfolgte mit HCS LipidTOX DeepRed. (A-C) Der N-terminale
Abschnitt von CG2254 (aal-48) lokalisiert auf allen LDs. (D-F) Der C-terminale Abschnitt von CG2254 (aa239-320)
befindet sich nicht auf LDs, sondern gleichméBig in der Zelle verteilt. (G-I) Die Kombination aus N-terminalen Abschnitt
und Mittelteil (aal-238) lokalisiert auf LD-Subpopulationen. Die Bilder zeigen Maximum Intensitétsprojektionen von Z-
Stapeln, die mit einem Zeiss LSM780 aufgenommen wurden. Der MaBstabsbalken entspricht 5 pm.

Um den notwendigen Bereich fiir die LD-Lokalisation genauer zu bestimmen, wurden weitere
Deletionen hergestellt. Das Konstrukt bestehend aus dem CG2254 Mittelteil und dem
C-terminalen Ende (aa49-320) lokalisiert mit EGFP markiert nicht mehr auf LDs (Abbildung
20A). Somit enthdlt nur der N-terminale Bereich ein LD-Lokalisationssignal. Eine weitere
Eingrenzung dieses Lokalisationssignals erfolgte durch die Deletion des Bereiches vor der

vorhergesagten TMD (aal-20). Diese EGFP-markierte Proteinvariante (CG2254 aa21-320)
lokalisiert wie das Vollldngen-Protein auf LD-Subpopulationen (Abbildung 20D). Ein drittes
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Konstrukt besteht nur aus den Aminosauren 21-48, die der vorhergesagten TMD entsprechen.
Dieses Konstrukt befindet sich auf allen LDs (Abbildung 20G). Damit ist die vorhergesagte
TMD alleine sowohl notwendig und auch ausreichend fiir die LD-Lokalisation von EGFP-
CG2254. Im folgendem wird dieser Bereich als LDL-Sequenz (fiir [lipid droplet-
Lokalisationssequenz) bezeichnet. Die Expression von EGFP-CG2254 aa21-48 wirkt sich
auch auf die Morphologie der LDs aus: Sie sind in ihrer GroBe homogener (Vergleich
Abbildung 20C, F und I) und kommen zum Teil auch als Aggregate vor.

Uberlagerung EGFP LipidTOX

CG2254 aa21-320 CG2254 aa49-320

CG2254 aa21-48

Abbildung 20: Die LDL-Sequenz von CG2254 befindet sich in den Aminosiiuren 21-48. Kc167-Zellen wurden fiir die
Expression von EGFP-markierten CG2254 aa49-320 (A-C), aa21-320 (D-F) und aa21-48 (G I) transient transfiziert und fiir
zwei Tage mit 800 uM OA behandelt. Die LDs in den fixierten Zellen wurden mit HCS LipidTOX DeepRed gegengefarbt.
(A-C) Ohne die Aminoséuren 1-48 (CG2254 aa49-320) erfolgt keine Lokalisation auf LDs. (D-F) Ohne die Aminoséuren 1-
20 (CG2254 aa21-320) lokalisiert das Konstrukt auf LD-Subpopulationen. (G-I) Die Aminoséduren 21-48 alleine reichen fiir
die Lokalisation auf LDs aus, nicht aber fiir die Lokalisation auf LD-Subpopulationen. Die Bilder zeigen Maximum
Intensitétsprojektionen von Z-Stapeln, die mit einem Zeiss LSM780 aufgenommen wurden. Der Maf}stabsbalken entspricht
S pm.
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3.6 Struktur-Funktionsanalyse fur die Lokalisation auf LD-Subpopulationen

Im Gegensatz zur vollen CG2254-Sequenz fiihrt die LDL-Sequenz allein zur Lokalisation auf
allen LDs. Daher muss es mindestens einen weiteren Bereich innerhalb von CG2254 geben,
der die Lokalisation auf LD-Subpopulationen bewirkt. Mit Hilfe von zusédtzlichen
Deletionskonstrukten wurde nach diesem Bereich gesucht. EGFP-markiertes CG2254 aal-
238 lokalisiert auf LD-Subpopulationen (Abbildung 19G), ebenso wie die verkiirzten
CG2254-Varianten aal-120 und aal-90 (Abbildung 21A und D). EGFP-CG2254 aal-60
lokalisiert dagegen auf allen LDs (Abbildung 21G). Die Lokalisation auf allen LDs bleibt
auch bei aal-73 bzw. aal-82 (Abbildung 22A und D) erhalten. Damit liegt der notwendige
Bereich fiir die Lokalisation auf LD-Subpopulation minimal zwischen den Aminoséduren 83
und 90, wenn nur einzelne Aminosduren oder eine kurze Signalsequenz entscheidend sind,
aber sicher zwischen den Aminosduren 49 und 90, wenn groflere Strukturelemente von
Bedeutung sind. Im weiteren Text wird der Bereich aa49-90 als LDSP-Sequenz bezeichnet
(fur lipid droplet-Subpopulationssequenz). Falls dies die einzige notwendige Sequenz fiir die
Lokalisation auf LD-Subpopulationen ist, sollte durch das Entfernen dieses Abschnittes
EGFP-CG2254 A49-90 auf allen LDs lokalisieren. Dies ist jedoch nicht der Fall (Abbildung
22G). Somit muss es mindestens einen weiteren Bereich geben, der die Lokalisation auf
Subpopulationen bestimmt. Trotz zusidtzlicher Deletionskonstrukte (CG2254 A49-238 und
CG2254 aal-48::91-120) konnte sie nicht eindeutig bestimmt werden (Abbildung 22J und M).
Sie ist aber nicht im C-terminalen Bereich enthalten, der fiir die Substratbindung der SDRs
notwendig ist, da dieser zusammen mit der LDL-Sequenz als Fusionsprotein mit EGFP

(EGFP-CG2254 A49-238) auf allen LDs lokalisiert (Abbildung 22J).
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Uberlagerung EGFP LipidTOX

CG2254 aa1-90 CG2254 aa1-120

CG2254 aa1-60

Abbildung 21: Die aal-90 von CG2254 enthalten die Lokalisationssequenz fiir LD-Subpopulationen. Kc167-
Zellen wurden fiir die Expression von EGFP-markierten Abschnitten von CG2254 transient transfiziert und fiir zwei Tage mit
800 uM OA behandelt. Die Gegenfarbung der LDs in den fixierten Zellen erfolgte mit HCS LipidTOX DeepRed. In der
Uberlagerung der Kanile (A, D und G) ist zu erkennen, dass die Deletionskonstrukte CG2254 aal-120 (B) und aal-90 (E)
noch auf LD-Subpopulationen lokalisieren, wihrend sich CG2254 aal-60 (H) auf allen LDs befindet. Damit enthélt CG2254
neben dem Signal fiir die generelle LD-Lokalisation ein weiteres Signal fiir die Lokalisation auf LD-Subpopulationen
zwischen den Aminoséduren 49-90. Die Bilder zeigen Maximum Intensitétsprojektionen von Z-Stapeln, die mit einem Zeiss
LSM780 aufgenommen wurden. Der Malfistabsbalken entspricht 5 pm.
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Abbildung 22: CG2254 besitzt mehr als ein Signal fiir die Lokalisation auf LD-Subpopulationen. Kc167-Zellen wurden
fiir die Expression von EGFP-markierten Abschnitten von CG2254 transient transfiziert und fiir zwei Tage mit 800 uM OA
behandelt. Die Gegenfirbung der LDs in den fixierten Zellen erfolgte mit HCS LipidTOX DeepRed. Nur die ersten 73
(CG2254 1-73, A-C) bzw. 82 (CG2254 aal-82, D-F) Aminosduren reichen nicht fiir die Lokalisation auf LD-
Subpopulationen aus. (G-I) Selbst ohne die Sequenz fiir die Lokalisation auf LD-Subpopulationen (CG2254 A49-90) ist das
Deletionsprotein auf einzelnen LDs zu finden. (J-L) Das C-terminale Ende mit dem Bereich fiir die Substratbindung (aa239-
320) enthilt kein weiteres Signal fiir die Lokalisation auf LD-Subpopulationen, wie das Konstrukt CG2254 A49-238 zeigt.
(M-O) Auch die Fusion von CG2254 aal-48::91-120 lokalisiert auf allen LDs. Die Bilder zeigen Maximum
Intensitétsprojektionen von Z-Stapeln, die mit einem Zeiss LSM780 aufgenommen wurden. Der Maf}stabsbalken entspricht
5 pm.

3.7 Notwendigkeit einzelner Aminosauren fur die Lokalisation von CG2254
Durch die Struktur-Funktionsanalyse konnten Bereiche in der Proteinsequenz von CG2254
identifiziert werden, die fiir die Lokalisation auf LDs und LD-Subpopulationen notwendig
sind. In diesen Abschnitten kommen einzelne Aminoséuren vor, die durch ihre physikalischen
Eigenschaften oder durch mogliche posttranslationale Modifikationen bei der Lokalisation
eine Rolle spielen konnten. Mittels gezielter Punktmutationen wurde diese Hypothese fiir

sechs dieser Aminosduren getestet.

Fiir die LD-Lokalisation sind die Aminosduren 21-48 notwendig und ausreichend. Dieser
Abschnitt mit der vorhergesagten TMD enthilt die zwei polaren Aminosiduren Asparaginsiure
an Position 28 und Lysin an Position 35. Solche Aminosduren konnen einer TMD einen
amphipatischen Charakter verlethen (Monika Oberer, personliche Kommunikation). Der
Austausch dieser beiden Aminosduren gegen zwei Aminosduren mit einer kurzen,
hydrophoben Seitenkette dndert die Polaritit und konnte damit eventuell auch die
Lokalisation des Proteins dndern. Die Abbildung 23 zeigt jedoch, dass dies nicht der Fall ist.
Eine verringerte Polaritdt der vorhergesagten TMD hat daher keine direkten Auswirkungen

auf die Lokalisation von EGFP-CG2254.

Uberlagerung EGFP-CG2254 D28V/K35I LipidTOX

A

Abbildung 23: Die polaren Aminosiuren in der vorhergesagten TMD sind fiir die Lokalisation auf LDs nicht
essentiell. (A-C) Kc167-Zellen wurden fiir die Expression von EGFP-CG2254 mit den zwei Punktmutationen D28V und
K351 transient transfiziert und fiir 24 h mit 400 uM OA behandelt. Die LDs in den fixierten Zellen wurden mit HCS
LipidTOX DeepRed gegengefarbt. EGFP-CG2254 D28V/K35I lokalisiert trotz der Punktmutationen auf LD-
Subpopulationen. Die Bilder zeigen Maximum Intensititsprojektionen von Z-Stapeln, die mit einem Zeiss LSM780
aufgenommen wurden. Der Maf}stabsbalken entspricht 5 pm.
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Die LDSP-Sequenz von CG2254 liegt in dem fiir die Bindung des Kosubstrats wichtigen,
starker konservierten Bereich der SDRs. Mit Hilfe eines Sequenzvergleiches dieser Region
von CG2254 und den analogen Bereichen der weiteren untersuchten, nahen verwandten SDRs
wurde nach Aminosduren gesucht, die durch Abweichung von der Konsensus-Sequenz
auffallen (Abbildung 24). AuBler DHS-4 lokalisieren die untersuchten SDRs auf LD-
Subpopulationen, sodass Unterschiede zu DHS-4 auf die Aminoséduren hindeuten konnten, die
fiir die Lokalisation auf LD-Subpopulationen notwendig sind. Die Unterschiede sind jedoch
gering. Auftillig sind nur die zusétzlichen Aminosduren YSLL an Position 31-34 (Position
51-54 und 80 des Alignments) und die Lysine an den Positionen 43 und 58 (Position 63 und
80 des Alignments).

10 20 30 40 50 60 70 80 90
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Abbildung 24: Sequenzvergleich von CG2254 und nah-verwandten SDRs. Dargestellt ist nur der Bereich, der bei
CG2254 die LDSP-Sequenz enthilt (aal-90).

Keine der genannten Aminosduren féllt aber in den Abschnitt von Aminoséure 83 bis 90, der
bei CG2254 fiir die LDSP-Sequenz notwendig ist. Hier lassen sich vier Aminosduren
ausmachen, die eine potentielle Funktion bei der Lokalisation haben konnten. Das Threonin
an Position 84 ldsst sich phosphorylieren und es ist bekannt, dass das Hinzufiigen bzw.
Entfernen einer Phosphatgruppe die Lokalisation von Proteinen dndern kann (z. B. HSL auf
LDs (Sztalryd et al., 2003)). Das Cystein an Position 87 kann durch Acylierung oder
Prenylierung mit Lipidgruppen verkniipft werden, die eine Bindung an (bestimmte)
Membranen erlaubt (z. B. Rab-Proteine, Calero et al., 2003). Tryptophan an Position 88 hat
eine grofle aromatische Seitenkette, mit der Membraninteraktionen moglich sind (de Jesus
und Allen, 2013). Ebenso kann die Asparaginsdure an Position 89 aufgrund der polaren
Seitenkette die Bindeeigenschaften verdndern. Bis auf das Cystein kommen die genannten
Aminoséduren auch bei DHS-4 vor. Dennoch wurden sie alle durch gezielte Punktmutationen
einzeln im gekiirzten CG2254 aal-90 gegen kurzkettige, neutrale bis hydrophobe
Aminosduren ausgetauscht: T84A, C87G, W88G und D89A. In Abbildung 25 ist die
Lokalisation der EGFP-fusionierten Konstrukte zu sehen. In allen Féllen zeigt sich eine
Lokalisation auf LD-Subpopulationen, wodurch keine der ausgetauschten Aminosduren

alleine fiir die Lokalisation auf LD-Subpopulationen notwendig ist.
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Uberlagerung EGFP LipidTOX

CG2254 aa1-90D89A CG2254 aa1-90W88G CG2254 aa1-90C87G CG2254 aa1-90T84A

Abbildung 25: Verschiedene Punktmutationen in der LDSP-Sequenz haben keine Auswirkung auf die Lokalisation
von CG2254. In das minimale noch auf LD-Subpopulationen lokalisierende Deletionskonstrukt von CG2254 (CG2254 aal-
90) wurden die Punktmutationen T84A (A-C), C87G (D-F), W88G (G-I) und D89A (J-L) eingefiihrt, und mit EGFP
fusioniert transient in Kc167-Zellen exprimiert. Die Zellen wurden mit 800 uM OA fiir zwei Tage inkubiert, dann fixiert und
mit HCS LipidTOX DeepRed gegengefiarbt. Alle hier getesteten CG2254-Varianten lokalisieren weiterhin auf LD-
Subpopulationen. Die Bilder zeigen Maximum Intensitdtsprojektionen von Z-Stapeln, die mit einem Zeiss LSM780
aufgenommen wurden. Der Maf}stabsbalken entspricht 5 pm.

Abbildung 26 fasst alle im Rahmen dieser Arbeit erstellten Deletions- und Punktmutationen
von CG2254 zusammen. Mittels der Struktur-Funktionsanalyse konnte gezeigt werden, dass

CG2254 getrennte Signale fiir die Lokalisation zu LDs und zu LD-Subpopulationen besitzt.
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Fiir die Lokalisation auf LDs ist der hydrophobe Bereich von aa21-48 ausreichend und
notwendig, fiir die Subpopulationen gibt es mehrere Signale, eines davon im Bereich der
Aminosduren 49-90. Die untersuchten einzelnen Aminosduren alleine haben dabei keine

Auswirkung auf die Lokalisation.

Konstrukt Lokalisation Schema
LDs LD-Subpopulation
Vollldnge ja ja —-
aal-48 ja nein —.
aa239-320 nein - CE—
2a49-320 nein - O
aa21-320 ja ja C O e——
aa21-48 ja nein .
aal1-60 ja nein —-
aal-73 ja nein —-
aa1-82 ja nein -
aa1-90 ja ja -
aa1-120 ja ja T
aal1-238 ja ja -
N49-90 ja ja -
A49-238 ja nein - —
aal1-48::aa91-120 ja nein
Punktmutationen
Volllange D28V K35l ja ja _F
aal1-90 T84A ja ja D28V K361
aa1-90 C87G ja ja C87G D89A
aa1-90 W88G ja ja —#
aa1-90 D89A ja ja T84A W88G

Abbildung 26: Ubersicht der hergestellten CG2254-Proteinvarianten und ihrer Lokalisation auf LDs bzw. LD-
Subpopulationen als EGFP-Fusionsprotein. In der rechten Spalte ist eine schematische Darstellung der Konstrukte bzw.
Punktmutationen zu sehen. Das blaue Rechteck symbolisiert die LDL-Sequenz und das rote die LDSP-Sequenz.

3.8 Chimare Proteine mit der LDSP-Sequenz von CG2254

Die Deletionsmutanten von CG2254 zeigen, dass die beiden Signalsequenzen fiir die
Lokalisation auf allen LDs und auf LD-Subpopulationen voneinander getrennt liegen.
Dadurch kam die Frage auf, ob die LDSP-Sequenz von CG2254 ausreicht, um auch bei
anderen LD-assoziierten Proteinen die Lokalisation auf einzelne LDs zu beschrinken. Das
konnte weitere Aufschliisse iiber den Wirkungsmechanismus dieser Sequenz geben, ob z. B.
eine bestimmte Position der LDSP-Sequenz innerhalb des Proteins notwendig ist oder der
Weg, auf dem das Protein zu den LDs gelangt. Fiir die Fusionen wurden zwei Proteine
ausgewdhlt: die annotierte Lipase CG9186, deren LDL-Sequenz identifiziert wurde und die
dhnlich wie CG2254 in Abwesenheit von LDs im ER vorkommt (Thiel et al., 2013) und
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PERILIPIN2 (PLIN2), dessen Funktion in der Regulation der Fettspeicherung bereits
beschrieben wurde (Gronke et al., 2003) und dessen LDL-Sequenzen im Rahmen dieser
Arbeit ebenfalls durch Deletionskonstrukte bestimmt wurden (s. Anhang Abbildung 49). Im
Gegensatz zu CG2254 und CG9186 lokalisiert es vom Zytosol auf die LDs und nicht vom
ER. Bei beiden Proteinen wurde die LDSP-Sequenz sowohl an das C-terminale Ende des
Proteins als auch direkt hinter die jeweilige LDL-Sequenz, wie es auch bei CG2254 der Fall
ist, gefligt. Damit ldsst sich tberprifen, ob die Funktion der LDSP-Sequenz
positionsabhingig ist. Abbildung 27 zeigt eine schematische Darstellung der generierten
Konstrukte. Die chimdren Proteine wurden mit EGFP fusioniert und ihre Lokalisationen in
Kcl167-Zellen untersucht (Abbildung 28). Die LDSP-Sequenz am C-terminalen Ende kann
weder  PLIN2 (PLIN2::CG22542a2a49-90, Abbildung  28A) noch  CG9186
(CGI186::CG22542249-90, Abbildung 28G) auf LD-Subpopulationen lenken. PLIN2aal-
152::CG22542a49-90, bei dem die LSDP-Sequenz direkt hinter einer LDL-Sequenz von
PLIN2 liegt, lokalisiert ebenfalls auf allen LDs (Abbildung 28D). Nur wenn die LDSP-
Sequenz direkt hinter der LDL-Sequenz von EGFP-CG9186 aal-195 liegt, lokalisiert das
chimidre Protein auf LD-Subpopulationen (CG9186aal-195::C(G2254aa49-90, Abbildung
28J). Daraus lassen sich zwei Riickschliisse schlieBen: Die Funktion der LDSP-Sequenz ist
positionsabhingig und auBlerdem scheint der Weg iiber das ER fiir die Lokalisation auf LD-

Subpopulationen notwendig zu sein.

A PLIN2 Volllange CG2254 aa49-90

LDL- LDL- LDSP-

sequenz sequenz Sequenz

B PLIN2 aa1-152 CG2254 aa49-90

LDL- LDSP-
sequenz Sequenz

C CG9186 Volllange CG2254 aa49-90

LDL- LDSP-
sequenz Sequenz

D CG9186 aa1-195 CG2254 aa 49-90
LDL- LDSP-
sequenz Sequenz

Abbildung 27: Schematische Darstellung der Fusionsproteine aus PLIN2 bzw. CG9186 und der Sequenz fiir LD-
Subpopulationen aus CG2254. Die LDSP-Sequenz von CG2254 wurde an zwei Positionen von PLIN2 bzw. CG9186
gefligt. Zum einen an das C-terminale Ende des Vollldngen-Proteins (A bzw. C); zum anderen an das C-terminale Ende des
gekiirzten Proteins nahe der jeweiligen LDL-Sequenz. Bei PLIN2 entspricht das den aal-152 (B), bei CG9186 den aal-195

(D).
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Uberlagerung EGFP LipidTOX

PLIN2::CG2254aa49-90

CG9186aa1-195::CG2254aa49-90 CG9186::CG2254aa49-90 PLIN2aa1-152::CG2254aa49-90

Abbildung 28: Chimére Proteine mit der LDSP-Sequenz von CG2254. Kc167-Zellen wurden fiir die Expression von
EGFP-fusionierten, chimédren Proteinen aus PLIN2 bzw. CG9186 und der LDSP-Sequenz von CG2254 transient transfiziert
und iiber Nacht mit 800 pM OA behandelt. Die LDs in den fixierten Zellen wurden mit HCS LipidTOX DeepRed
gegengefirbt. (A-C) Volllaingen EGFP-PLIN2 mit CG2254 aa49-90 (PLIN2::CG2254aa49-90) lokalisiert auf allen LDs (D-
F) EGPF-PLIN2-aal-152, das eine LD-Signalsequenz enthilt, befindet sich auf allen LDs, selbst wenn es mit CG2254 aa49-
90 fusioniert ist. (G-I) Volllangen EGFP-CG9186 mit CG2254 aa49-90 (CG9186::CG2254aa49-90) lokalisiert auf allen LDs.
(J-L) Nur wenn CG2254 aa49-90 direkt hinter der LD-Signalsequenz von EGFP-CG9186 fusioniert ist (CG9186aal-
195::CG22542a49-90), lokalisiert das chimdre Protein auf LD-Subpopulationen. Die Bilder zeigen Maximum
Intensitétsprojektionen von Z-Stapeln, die mit einem Zeiss LSM780 aufgenommen wurden. Der Maf}stabsbalken entspricht
5 pm.
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3.9 Die Charakterisierung von CG2254 in vivo

Im vorherigen Teil erfolgte die Beschreibung von CG2254 ausschlieBlich mit in vitro Daten.
Zellkultursysteme erlauben aufgrund ihrer leichten Handhabung eine schnellere Analyse von
zelluldren Prozessen wie z. B. der Protein-Lokalisation. Doch in Kc167-Zellen wird CG2254
nicht exprimiert. Fiir eine weitere Charakterisierung von CG2254 wurde das Protein
deswegen in vivo untersucht, um seine Funktion im organismischen Kontext zu verstehen. Im
letzten Teil wird daher zundchst auf die Expression und die subzelluldre Lokalisation des
endogenen CG2254 in D. melanogaster eingegangen, um auf diese Weise auch mégliche LD-
Subpopulationen in vivo nachzuweisen. AbschlieBend werden die beobachteten Phinotypen

bei verdanderten CG2254-Proteinmengen dargestellt.

3.9.1 Nachweis der CG2254 in vivo Expression

Endogenes CG2254 kann nicht in Kc167-Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 29A) und
auch in den anderen bis jetzt etablierten Drosophila Zellkultur-Zelllinien wird es auf Basis
von verdffentlichten Hochdurchsatz-Genexpressionsdaten nicht exprimiert (Gelbart und
Emmert, 2013). Dagegen weisen diese Genexpressionsdaten sowie die Daten der durch das
Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP, Tomancak et al., 2002) durchgefiihrten in situ
Hybridisierung in Embryonen unter anderem auf eine Expression von CG2254 im Fettkorper,

in der Ringdriise und im Darm von Embryonen und Larven hin.

Als erstes wurde untersucht, in welchen Geweben das endogene CG2254-Protein vorkommt.
Das CG2254-Protein kann in der massenspektroskopischen Analyse von LDs, die aus
Fettkorpern von spaten wandernden L3-Larven stammen, nachgewiesen werden (Beller et al.,
2006). Dariiber hinaus wurden in diesem Gewebe CG2254-kodierende Transkripte beim
Hochdurchsatz-Screening gefunden (Gelbart und Emmert, 2013). Mit einer Western Blot-
Analyse von Fettkdrpern aus spaten wandernden w™ L3-Larven konnte dieser Befund bestitigt
werden (Abbildung 29A). Um zu testen, ob endogenes CG2254 nicht nur im Fettkorper
exprimiert wird, sondern dort auch auf LDs lokalisiert, wurde eine subzelluldre
Fraktionierung von Fettkdrpern aus wandernden w™ L3-Larven mit einer Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation durchgefiihrt (Abbildung 29B). Dabei lassen sich die LDs
leicht von den anderen Zellbestandteilen trennen, da sie aufgrund ihrer geringen Dichte nach
oben steigen, wo sie sich als Fettschicht sammeln (Gronke ef al., 2003). Der grof3te Anteil des
CG2254-Proteins befindet sich in den obersten beiden Fraktionen des Gradienten. Durch den
LD-Marker PLIN2 (Beller et al.,, 2010a) wird gezeigt, dass diese Fraktionen die LDs

enthalten. Ein kleinerer Anteil des CG2254-Proteins ist im mikrosomalen Pellet zu finden, das
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hauptsdchlich aus Membranen des ERs besteht. Im Zytoplasma ist das CG2254-Protein
dagegen kaum  nachweisbar, = wihrend das  zytoplasmatische = Marker-Protein
Alkoholdehydrogenase (Adh) (Beller et al., 2010a) hier am prominentesten vorliegt. Somit
entspricht die Lokalisierung des endogenen Proteins im Fettkorper der Lokalisierung des
EGFP-markierten Proteins in Zellkulturzellen, wo es auch auf LDs und in Anwesenheit von

LDs in geringen Mengen im ER vorkommt.
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Abbildung 29: Analyse der CG2254-Expression und -Lokalisation (A) Untersuchung der Expression von CG2254 in
Kc167-Zellen und Fettkorpern aus wandernden Larven des L3-Stadium mittels Western Blot Analyse. (1) Endogenes
CG2254-Protein (theoretisches Molekulargewicht von 35,6 kDa) ldsst sich nicht in Drosophila Kc167-Zellen nachweisen. (2)
In Kcl167-Zellen mit stabiler Expression von EGFP-CG2254 wird das Fusionsprotein (theoretisches Molekulargewicht
64,3 kDa) erkannt. (3-7) Jeweils zehn Fettkorper wurden aus wandernden L3-Larven entnommen und aufgetragen. (3) In w-
Larven kommt das CG2254-Protein endogen vor. (4) In Fettkorpern mit einer Gal4/UAS-vermittelten Expression von EGFP-
CG2254 wird sowohl das endogene CG2254 als auch das transgene Fusionsprotein detektiert. (5-7) Die Effizienz der drei
Fliegenlinien zur RNA Interferenz-vermittelten Reduktion des CG2254-Proteins wurde getestet, indem die RNAi mittels des
Gal4/UAS-Systems spezifisch im Fettkorper aktiviert wurde. Weder bei VDRC101143 (5), VDRC5470 (6) noch bei TRiP
HMSO01622 (7) kann das CG2254-Protein detektiert werden. Als Kontrolle zur gleichméBigen Proteinbeladung dient das
Signal der Actin Detektion (a-actin). (B) Endogenes CG2254 ist in der LD-Fraktion angereichert. Eine Fraktionierung mittels
Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation wurde wie unter 2.14.2 beschrieben mit 30 Fettkdrpern aus w™ L3-Larven
durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte mittels Western Blot und den Antikdrpern gegen CG2254, PLIN2 und Adh. Vier
Fraktionen wurden unterschieden: Die LD-Fraktion, in der das LD-Protein PLIN2 (Beller et al, 2010a) als Marker
nachgewiesen werden kann; die Mittelzone, die kaum Proteine enthilt; die zytosolische Fraktion, die hier mit Adh (Beller et
al., 2010a) markiert ist; und das mikrosomale Pellet. Das CG2254-Signal ist in der LD-Fraktion am stérksten, was CG2254
als LD-Protein ausweist. Der geringere Anteil im mikrosomalen Pellet zeigt zudem, dass CG2254 auch in vivo im ER
vorkommt. Die hier unter (B) gezeigte Fraktionierung und Western Blot-Analyse wurde von K. Thiel durchgefiihrt.

Die embryonale Expression von CG2254 wurde mit Hilfe von RNA in sifu Hybridisierung an
vollstdndigen Embryonen untersucht (Abbildung 30). Die deutliche Férbung in Embryonen
im 16./17. Stadium ldsst eine Expression von CG2254 Transkripten im Fettkorper erkennen.
Damit konnten die Ergebnisse des BDGPs bestitigt werden, in welchen mit der gleichen

Sonde unter Hochdurchsatz-Bedingungen auch eine Expression im Fettkorper ab Stadium 13-

16 gefunden wurde.
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Abbildung 30: CG2254 wird im Fettkorper exprimiert und lokalisiert auf LD-Subpopulationen. (A-B) RNA in situ
Hybridisierung an vollstindigen Embryonen. DIG-markierte antisense RNA-Sonden wurden in w-Embronen verwendet, um
Transkripte von CG2254 zu detektieren. In Embryonen im 16./17. Stadium wird eine Farbung im Fettkorper deutlich. (C-F)
Kolorimetrische Antikorperfarbung gegen CG2254 in spiten w” Embryonen wie unter 2.10.3.1 beschrieben. Die Asteriske
markieren den embryonalen Fettkorper. (E) In der stirkeren VergroBerung des Fettkorpers werden einzelne Ringe sichtbar.
(F) Bei der Verwendung von Pra-Immunserum erfolgt keine Farbung. (G-I) Antikérperfarbung gegen CG2254 in Fettkorper
aus spéten, wandernden L3-Larven der w™ Fliegenlinie mit fluoreszenter Detektierung wurde wie unter 2.10.3.2 beschrieben
durchgefiihrt. LDs sind mit HCS LipidTOX DeepRed gefirbt. Endogenes CG2254 wird nur auf LD-Subpopulationen
detektiert, nicht auf allen LDs. Die Bilder wurden mit einem Zeiss Axiophot Mikroskop (A-F) und einem Leica TCS SP2
(G-I) aufgenommen. Der MaB}stabsbalken entspricht 20 pm.

Der Nachweis von CG2254-Transkripten alleine bedeutet jedoch noch nicht, dass auch das
translatierte Protein vorhanden ist. Das endogene CG2254-Protein wurde anhand einer
Antikorperfarbung mit kolorimetrischer Detektion in w-Embryonen im 16./17. Stadium
nachgewiesen. Im Gegensatz zum Pra-Immunserum, das zur Kontrolle fiir unspezifische
Férbung diente, wurde mit einem CG2254 spezifischen Antikorper der embryonale Fettkorper
starker geférbt als der Hintergrund (Abbildung 30 C-F). Zudem sind dunkle Punkte zu sehen,

die bei stirkerer VergroBerung als Ringe erscheinen (Abbildung 30E). Das deutet auf eine

Féarbung von einzelnen LDs hin und damit auch auf eine Lokalisation von CG2254 auf LDs.
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Da der Fettkorper im Normalfall dicht mit LDs gefiillt ist, ist die Detektion nur relativ

weniger Ringe ein starkes Indiz fiir die Existenz von LD-Subpopulationen in vivo.

Fiir eine eindeutige Aussage, ob auch endogenes CG2254 auf LD-Subpopulationen
lokalisiert, wurde in Fettkorpern aus spdten wandernden w L3-Larven eine
Antikorperfarbung gegen CG2254 mit fluoreszenter Detektion durchgefiihrt, bei der LDs mit
HCS LipidTOX DeepRed gegengefarbt wurden (Abbildung 30K-M). LDs sind in den Zellen
reichlich vorhanden und kommen in verschiedenen Gréen vor. Das Signal des CG2254-
spezifischen Antikorpers ist nur auf einzelnen LDs zu sehen, im Gegensatz zu den Kcl67-
Zellkulturzellen aber nicht immer auf den groBten LDs. Das ist der erstmalige Beleg fiir die

Existenz von LD-Subpopulationen in vivo und die Lokalisation von CG2254 auf diese.

Bei der Antikorperfairbung gegen CG2254 in spiaten Embryonen fanden sich einzelne
Embryonen, bei denen in dorsaler Ansicht ein anteriores, paariges Signal zu sehen war
(Abbildung 31). Anhand der Lage und Anordnung konnte es sich dabei um die Ringdriise
handeln. Dieser Fund wird von den Daten des BDGPs unterstiitzt, die angeben, dass bei ihrer
RNA in situ Hybridisierung CG2254-Transkripte in der embryonalen Ringdriise gefunden
wurden (Tomancak et al., 2002).

Abbildung 31: Mogliche CG2254-Expression in der Ringdriise. (A) Dorsale Ansicht eines w™ Embryos im 16. Stadium
nach einer Antikorperfarbung gegen CG2254 mit kolorimetrischer Detektion (B) VergroBerter Bildausschnitt des umrandeten
Bereiches. Die Lage und symmetrische Anordnung des detektierten Signals deuten auf eine Expression in der Ringdriise hin.
Die Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Axiophot Mikroskop erstellt.

Als weiteres Gewebe wurde der larvale Darm auf eine CG2254-Proteinexpression hin
untersucht. Der Darm ist dhnlich wie der Fettkorper ein metabolisch aktives Organ und laut
Hochdurchsatz-Daten wird CG2254 dort im Larvenstadium am stdrksten exprimiert (Gelbart
und Emmert, 2013). Abbildung 32 zeigt die Antikoérperfirbung gegen CG2254 mit

kolorimetrischer Detektion im Darmabschnitt m2 (Einteilung der Darmsegmente nach

Definition von Murakami et al., 1999) von einer nicht-wandernden w™ L3-Larve vier Tage
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nach der Eiablage. Bei den vielen, dunkel gefirbten Ringen handelt es sich aufgrund der

GroBe und Morphologie sehr wahrscheinlich um CG2254, das sich auf LDs befindet.

Abbildung 32: CG2254 wird im Darm exprimiert. Eine Antikorperfirbung gegen CG2254 mit kolorimetrischer Detektion
wurde wie unter 2.10.3.1 beschrieben mit Darmen durchgefiihrt, die aus nicht wandernden L3-Larven der w™ Fliegenlinie vier
Tage nach der Eiablage entnommen wurden. (A) zeigt den m2-Darmanschnitt nahe des Proventriculus. Das schwarze
Quadrat umrahmt den vergroferten Ausschnitt in (B), in welchem deutlich Ringe sichtbar sind. Mit Pra-Immunserum erfolgt
keine Féarbung (C). Die Aufnhahmen wurden mit einen Zeiss Axioskop Mot 2 erstellt. Der MafBstabsbalken entspricht 50 um.
3.9.2 Funktionsanalyse von CG2254 in vivo

In Kc167-Zellen wird CG2254 nicht exprimiert. Es ist fiir die Zellen weder iiberlebenswichtig
noch im Zusammenhang mit LDs essentiell, wie z. B. fiir deren Bildung, Abbau oder
Positionierung. Die Expression von EGFP-CG2254 in Kc167 wirkt sich auch nicht auf die

Speicherung von TAG aus (Abbildung 33).
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Abbildung 33: TAG-Messung von stabil transfizierten Kc167-Zellen. Enzymgekoppelte kolorimetrische Bestimmung des
TAG-Gehalt (unter 2.14.7 beschrieben) von Kc167-Zellen, die entweder stabil EGFP-CG2254 oder nur EGFP exprimieren.
Im Vergleich zeigen sich keine Unterschiede unabhéngig davon, ob die Zellen fiir drei Tage mit 400 uM OA behandelt
wurden oder nicht.

Die weitere Charakterisierung der CG2254 Funktion wurde daher in vivo durchgefiihrt. Neben
dem Fettkorper und dem Darm, den beiden Geweben mit bestitigter CG2254-Expression,
wurde aufgrund der Antikorperfirbung und den Daten der in situ-Farbung vom BDGP auch
eine mogliche Funktion in der Ringdriise untersucht. Um die CG2254-Proteinmenge mit Hilfe

des Gal4/UAS-Systems (Brand und Perrimon, 1993) zu veréndern, standen vier Fliegenlinien
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zur Verfiigung: Eine UAS-EGFP-CG2254 Expressionslinie fiir die Uberexpression von
CG2254 (Beller et al., 2006) und drei Linien zur RNA Interferenz-vermittelten Reduktion des
CG2254-Proteins. Zwei dieser RNAi-Linien (VDRC101149 und VDRC5470) stammten vom
»Vienna Drosophila RNA1 Center” (VDRC, Dietzl, Chen et al. 2007) und eine RNAi-Linie
(TRiP HMSO01622) vom ,,Transgenic RNA1 Project* (TRiP) der Harvard Medical School. Bei
allen drei RNAi-Linien kann bei spezifischer Aktivierung im Fettkorper eine Reduktion des
CG2254-Proteins unter die Nachweisgrenze des generierten Antikopers festgestellt werden
(Abbildung 29A). Jedoch richtet sich bei den beiden VDRC-Linien die RNAi nicht aus-
schlieBlich gegen CG2254, sondern auch noch gegen weitere Gene (VDRC101149: CG1500
und CG3415; VDRC5470: CG1500 und CG42784; s. http://stockcenter.vdrc.at/). Es ist daher
nicht eindeutig, ob die teilweise aufgetreten Diskrepanzen der Phénotypen zwischen den drei
RNAi-Linien durch eine unterschiedlich starke RNAi-vermittelte Reduktion von CG2254
verursacht wurde oder durch die Reduktion weiterer Gentranskripte. Dabei sei angemerkt,
dass bei den Diskrepanzen keine gegensitzlichen Phinotypen auftraten, sondern der Phénotyp
nur nicht bei allen drei RNAi-Linien beobachtet werden konnte. Dennoch liegt der Fokus hier
auf den Ergebnissen der TRiP-Linie (hiernach als RNA-Linie 1 bezeichnet), da bei dieser
Linie neben CG2254 keine weiteren Gene durch die RNAI betroffen sind. Die Ergebnisse der
beiden VDRC RNAi-Linien (hiernach als RNAi-Linie 2 (VDRC101149) und 3 (VDRC5470)

bezeichnet) befinden sich im Anhang unter 5.3 und teilweise in Tabelle 13.

3.9.2.1 Funktion von CG2254 im Fettkorper

Der Fettkorper der Fliege ist nicht nur ein Organ zur Speicherung von Fetten, vielmehr dhnelt
er der Leber von Vertebraten und nimmt an der endokrinen Regulation des Energichaushaltes
teil (Colombani et al., 2003). In Beller et al. (2006) wird die Lokalisation von EGFP-
markiertem CG2254 im Fettkdrper von wandernden L3-Larven gezeigt. In Abbildung 34A-C
ist eine Ubersicht iiber mehrere Fettkdrperzellen von wandernden L3-Larven sieben Tage
nach der Eiablage zu sehen. Wie auch das endogene CG2254-Protein lokalisiert das EGFP-
markierte CG2254-Protein auf einzelnen LDs stirker. Interessanterweise sind das nicht immer
die groBBten LDs innerhalb der Zelle, wie es in Zellkulturzellen zu beobachten ist. Zuséatzlich
kommt es schwach in ER-dhnlichen Strukturen vor. Die Uberexpression von EGFP-CG2254
fiihrt zu keinem prominenten Phénotyp bei der Anzahl oder Morphologie der LDs (vgl.
Abbildung 30I). In Abbildung 34D-F ist eine Nahaufnahme einer Fettkorperzelle zu sehen.
Mehrere kleine, eng gruppierte LDs sind mit EGFP-CG2254 bedeckt. Dagegen haben grof3ere
LDs kein EGFP-CG2254 auf ihrer Oberfliche.
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Der Fettkorper ist ein metabolisch sehr aktives Organ. Da sich der Metabolismus von jungen
L3-Larven zu alten L3-Larven kurz vor dem Verpuppen stark dndert, wurde untersucht, ob
sich dies auch auf die Lokalisation von EGFP-CG2254 auswirkt. In der Tat zeigen sich Unter-
schiede im dritten Larvenstadium vier Tage (Abbildung 34G-I) bzw. sieben Tage (Abbildung
34A-C) nach der Eiablage. Wahrend nach vier Tagen, wenn sich die Larve noch im Futter
befindet und Nahrung aufnimmt, EGFP-CG2254 auf vielen, wenn nicht sogar auf allen LDs
im Fettkorper zu finden ist (Abbildung 34G-I), hat es im Fettkoper von spiten, wandernden
L3-Larven ohne Nahrungsaufnahme die schon zuvor beobachte Lokalisation auf LD-

Subpopulationen (Abbildung 34A-C).

Uberlagerung CG2254-GFP

Abbildung 34: EGFP-CG2254 im larvalen Fettkérper. Die hier gezeigten Fettkorper stammen aus Kreuzungen mit der
UAS-EGFP-CG2254 Fliegenlinie und einer Fettkorper-spezifischen Gal4-Linie. Die Farbung der LDs erfolgte mit HCS
LipidTOX DeepRed. (A-C) Ausschnitt vom Fettkorper einer spéten, wandernden L3-Larve sieben Tage nach der Eiablage.
EGFP-CG2254 lokalisiert auf LD-Subpopulationen. (D-F) In der starken VergroBerung ist EGFP-CG2254 auf kleinen,
aggregierten LDs zu sehen. (G-I) Ausschnitt vom Fettkorper einer jungen L3-Larve vier Tage nach der Eiablage. Im
Gegensatz zu den wandernden Larven ist EGFP-CG2254 gleichméBig um alle LDs verteilt. Dargestellt sind Aufnahmen von
fixierten Fettkorpern, die mit einem Zeiss LSM780 erstellt wurden, (A-C und G-L) und Aufnahmen von unfixierten
Fettkorpern, die mit einem Leica TCS SP2 erstellt wurden (D-F). Die MafBstabsbalken entsprechen 20 pm (A und G) bzw.
5 pm (D).
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Bei der Uberexpression im Fettkdrper fiel auf, dass zwar viele Larven und Puppen vorhanden
waren, aber kaum eine Fliege schliipfte. Um zu quantifizieren, ob sich zusitzliches CG2254
im Fettkdrper auf das Uberleben wihrend der Entwicklung auswirkt, wurden die
Nachkommen aus Kreuzungen mit einer homozygoten Fettkorper-spezifischen Gal4-Linie
und einer heterozygoten UAS-Linie gezdhlt, die sowohl das Chromosom mit dem UAS-
CG2254-EGFP-Transgen als auch das CyO-Balancierchromosom in sich trigt. Wenn EGFP-
CG2254 keinen Einfluss auf die Entwicklung hat, sollten unter den gleichen Bedingungen
dhnlich viele homo- und heterozygote Nachkommen entstehen. Doch der Vergleich zeigt,
dass die Anzahl der homozygoten Fliegen nur 2,3% der Anzahl der heterotzygoten Fliegen
entspricht (Abbildung 35A). Die Expression von EGFP-CG2254 ist folglich letal, wobei der
Tod wéhrend des Puppenstadiums eintritt. Im Gegensatz dazu wurde bei der Reduktion der
CG2254-kodierenden Transkripte mittels RNAi (hiernach CG2254 RNAI1) im Fettkérper nur
ein geringer Effekt auf die Uberlebensrate beobachtet (Abbildung 35B).
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Abbildung 35: EGFP-CG2254 Expression im Fettkorper ist letal. Test auf Letalitdt wie unter 2.9.1 beschrieben (A)
Kreuzung der heterozygoten UAS-EGFP-CG2254 Linie mit der homozygoten Fettkdrper-Gal4-Aktivatorlinie. Nach
dreitdgiger Eiablage erfolgte die Entwicklung bei 25 °C. Dargestellt ist die Summe der Nachkommen aus drei parallelen
Ansitzen. (B) Kreuzung der homozygoten CG2254 RNAi-Linie 1 mit der mittels eines Balancierchromosoms heterozygot
verwendeten Fettkorper-Gal4-Aktivatorlinie. Nach dreitdgiger Eiablage erfolgte die Entwicklung bei 25 °C. Dargestellt ist
jeweils die Summe der Nachkommen aus zwei parallelen Ansétzen.

Durch eine Expression von EGFP-CG2254 in Kcl167-Zellen wurde keine Verdnderung im
Gehalt an TAG gefunden (Abbildung 33). Dies konnte am Zelltyp (Kcl67-Zellen sind
Plasmatozyten-dhnlich) und dem damit verbundenen Fehlen von moglichen Kofaktoren fiir
die CG2254-Funktion liegen. Daher wurde auch in vivo der Einfluss von CG2254 auf die
Fettspeicherung unter physiologischen Bedingungen untersucht. Unterschiede im Fettgehalt
verschiedener Genotypen sind wihrend des Larvenstadiums noch nicht so stark ausgeprégt,

weil der larvale Metabolismus auf eine schnelle Massezunahme ausgelegt ist. Daher lassen
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sich selbst genetische Verdnderungen, die eine erhohte Speicherung verursachen, wie z. B. die
RNAi-vermittelte Reduktion der Lipase Brummer, kaum bis gar nicht nachweisen (s. Anhang
Abbildung 52). Doch auch bei der Bestimmung des TAG-Gehalts von adulten Fliegen, bei
denen die CG2254 RNAi mit Hilfe des Gal4/UAS-System spezifisch im Fettkorper aktiviert
wurde, lasst sich verglichen mit der Kontrolllinie keine signifikante Reduktion feststellen
(Abbildung 36).

0.4 -

£

3 0.3 n.s

£0.3

< I

Q0.2 -

2

~ 0.1 -

j=)]

—_

0

- +
CG2254 RNAI

Abbildung 36: Bestimmung des TAG-Gehalts bei RNAi vermittelter Reduktion von CG2254 im Fettkorper. Der TAG-
Gehalt wurde wie unter 2.14.7 beschrieben bestimmt. Die adulten Tiere wurden bei 29 °C gehalten. Durch die Kreuzung der
Fettkorper-Gal4-Linie mit der CG2254 RNAi-Linie 1 wurde CG2254 mittels RNAi dort herunterreguliert. Im Vergleich zu
Fliegen aus der Kreuzung mit der TRiP Kontrolllinie zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Dargestellt werden die
Mittelwerte von jeweils sechs Datenpunkten mit ihrer entsprechenden Standardabweichung.

3.9.2.2 Funktion von CG2254 in der Ringdriise

Die Ringdriise ist ein neuroendokrines Organ, dessen bekannteste Funktion die zeitliche
Regulation der Entwicklung vom Embryo zum adulten Tier ist. Dies geschieht hauptsdchlich
iiber die Sekretion der beiden Hormone Ecdyson und Juvenilhormon (JH), die im
Wechselspiel das Schliipfen in das néchste Entwicklungsstadium steuern (Harvie et al., 1998).
Dartiber hinaus ist sie aber auch noch an weiteren Aufgaben beteiligt, wie z. B. der
Energichomoostase durch die Sekretion des ,,Adipokinetic hormone* (AKH), das ein
Homolog des Vertebraten-Glucagons ist (Kim und Rulifson, 2004). Die larvale Ringdriise
setzt sich aus drei Bestandteilen zusammen: dem corpus allatum (CA), dem corpus
cardiacum (CC) und den Zellen der Prothorakaldriise (PTG) (King et al., 1966). Zur
Untersuchung einer moglichen Funktion von CG2254 in der Ringdriise standen vier Gal4-
Aktivatorlinien zur Verfligung. Diese Linien unterscheiden sich in ihrer rdumlichen und
zeitlichen Expression. In Tabelle 12 sind die vier Linien mit ihren Expressionscharakteristika
aufgelistet. Aufgrund der spezifischen Aufgaben der drei Teile der Ringdriise kénnte ein
Phanotyp, der bei den Linien unterschiedlich ausfillt, weitere Riickschliisse auf die Funktion

von CG2254 in den verschiedenen Teilen und jeweiligen Zeitpunkten geben.
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Tabelle 12: Verwendete Gal4-Linien mit Expressionsaktivitiit in der Ringdriise

weitere Gewebe mit Zeitpunkt der

Name | Ringdriisenaktivitit Aktivitit Aktivitit Referenz
. . Speicheldriise, Tracheen, Larvale Stadien, Timmons et al.,
2-286 | komplette Ringdriise Fettkorper, Kutikula spitestens L3 1997

Tracheen, Malpighische Siegmund und

corpus allatum und Larvale Stadien,

Feb36 . Gefille und manche .. Korge, 2001,
Frothorakaldriise Zellen im Mitteldarm spitestens L3 Thummel, 2010
Di-11 llat icht bekannt t Belgacem &
i- corpus allatum nicht bekann permanen Martin, 2007
i . 2 Tage nach Schliipfen;
. Fettkorper, wenige Zellen . AR ’ Belgacem &
Di-3 corpus allatum in der pars intercerebralis keine Aktivitdt im CA Martin, 2007

nach 5 Tagen

Zunichst wurde untersucht, welchen Einfluss eine verdnderte Proteinmenge von CG2254 in
der kompletten Ringdriise hat. Die Expression von EGFP-CG2254 fiihrt zum Tod im friihen
Larvenstadium (ohne Abbildung). Dabei zeigten einzelne Larven des L2-Stadiums das
ungewOhnliche Verhalten, dass sie aus dem Futter herauswanderten, bevor sie starben. Unter
normalen Bedingungen verlassen Larven erst im spdten L3-Stadium das Futter, um einen
geeigneten Ort zum Verpuppen aufzusuchen. Bei CG2254 RNA1 in der kompletten Ringdriise
wurde dagegen kein Effekt auf die Uberlebensrate beobachtet (Abbildung 37A).

Die Ringdriise selbst dient nicht zur Speicherung von Neutrallipiden. Sie ist aber an der
Regulation der Energichomdoostase beteiligt (Kim und Rulifson, 2004). Deshalb wurde auch
hier untersucht, ob sich die organismische Gesamtmenge an TAG &ndert, wenn in der
kompletten Ringdriise CG2254-kodierende Transkripte mittels RNAi herunterreguliert
werden. Bei reduziertem CG2254 speichern die méannlichen Fliegen doppelt so viel TAG wie
die Kontrollfliegen (Abbildung 37B). Auch bei den beiden anderen CG2254 RNAi-Linien
konnte diese erhohte TAG-Speicherung beobachtet werden (s. Anhang Abbildung 53).
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Abbildung 37: CG2254 RNAI in der kompletten Ringdriise. (A) Test auf Letalitit wie unter 2.9.1 beschrieben. Kreuzung
von homozygoter RNAi-Linie mit heterozygoter 2-286 Gal4-Aktivatorlinie. Nach dreitdgiger Eiablage erfolgte die
Entwicklung bei 29 °C. Dargestellt ist die Summe der Nachkommen aus drei parallelen Ansdtzen. (B) Der TAG-Gehalt
wurde wie unter 2.14.7 beschrieben bestimmt. Die adulten Tiere wurden bei 29 °C gehalten. Méannchen stammen aus der
Kreuzung der homozygoten RNAi-Linie 1 mit der mittels eines Balancierchromosoms heterozygot verwendeten 2-286-Gal4-
Aktivatorlinie. Die Normalisierung der Werte erfolgte auf den TAG-Gehalt der Fliegen mit Balancierchromosom. Dargestellt
werden die Mittelwerte von jeweils sechs Datenpunkten mit ihrer entsprechenden Standardabweichung.

Als nichstes wurde die Feb36 Gal4-Aktivatorlinie verwendet, die nur im CA und der PTG
aktiv ist (Siegmund und Korge, 2001, Thummel, 2010). Erneut wurde der Effekt auf die
Uberlebensrate und die Fettspeicherung bei EGFP-CG2254 Expression und CG2254 RNAi
untersucht (Abbildung 38). Die Feb36-vermittelte Uberexpression wihrend der larvalen
Entwicklung ist semi-letal (Abbildung 38A; 43,9% homozygote Nachkommen). Die Menge
an gespeicherten TAG ist dabei leicht reduziert (Abbildung 38B) und diese Anderung wird
nicht durch das Balancierchromosom verursacht (s. Anhang Abbildung 51). Die Feb36-
vermittelte CG2254 RNAIi verursacht keine Verinderung in der Uberlebensrate oder am

TAG-Gehalt (Abbildung 38C und D).
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Abbildung 38: EGFP-CG2254 Expression und CG2254 RNAi im CA und in der PTG (A) Test auf Letalitit wie unter
2.9.1 beschrieben. Kreuzung der heterozygoten UAS-EGFP-CG2254 Linie mit der homozygoten Feb36-Gal4-Aktivatorlinie.
Nach dreitdgiger Eiablage erfolgte die Entwicklung bei 25 °C. Dargestellt ist die Summe der Nachkommen aus einem
Ansatz. (B) Der TAG-Gehalt wurde wie unter 2.14.7 beschrieben bestimmt. Die adulten Tiere wurden bei 29 °C gehalten.
Minnchen stammen aus der Kreuzung mit einer heterozygoten UAS-EGFP-CG2254 Linie und homozygoter Feb36-Gal4-
Aktivatorlinie. Die Normalisierung der Werte erfolgte auf den TAG-Gehalt der Fliegen mit Balancierchromosom. Dargestellt
werden die Mittelwerte von jeweils vier Datenpunkten mit ihrer entsprechenden Standardabweichung (C) Test auf Letalitét
wie unter 2.9.1 beschrieben. Kreuzung der homozygoten RNAi-Linie 1 mit der mittels eines Balancierchromosoms hetero-
zygot verwendeten Feb36-Gal4-Aktivatorlinie. Nach fiinftédgiger Eiablage erfolgte die Entwicklung bei 25 °C. Dargestellt ist
die Summe der Nachkommen aus einem Ansatz. (D) Der TAG-Gehalt wurde wie unter 2.14.7 beschrieben bestimmt. Die
adulten Tiere wurden bei 29 °C gehalten. Ménnchen stammen aus der Kreuzung mit der RNAi-Linie 1 bzw. TRiP Kontroll-
linie und Feb36-GAL4. Die Normalisierung der Werte erfolgte auf den TAG-Gehalt der TRiP Kontrolllinie. Dargestellt
werden die Mittelwerte von jeweils vier Datenpunkten mit ihrer entsprechenden Standardabweichung.

Mit Hilfe der Gal4-Aktivatorlinie Di-11 wurde das EGFP-CG2254 Protein spezifisch im CA
iiberexprimiert bzw. CG2254-kodierende Transkripte herunterreguliert. Diese CA-spezifische
Uberexpression ist in friithen L1/L2 Larvenstadien letal (ohne Abbildung). Aber auch bei der
D-11-vermittelten CG2254 RNAi im CA alleine betrigt die Anzahl der homozygoten
Nachkommen nur 35,2% gegeniiber denen mit Balancierchromosom (Abbildung 39A). Die
geschliipften Fliegen mit CG2254 RNAI besitzen keinen verdnderten TAG-Gehalt gegeniiber
den Vergleichsfliegen (Abbildung 39B).
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Abbildung 39: CG2254 RNAi im CA. (A) Test auf Letalitit wie unter 2.9.1 beschrieben. Kreuzung von homozygoter
CG2254 RNAi-Linie 1 mit heterozygoter Di-11-Gal4-Aktivatorlinie. Nach dreitdgiger Eiablage erfolgte die Entwicklung bei
29 °C. Dargestellt ist die Summe der Nachkommen aus drei parallelen Ansétzen. (B) Der TAG-Gehalt wurde wie unter
2.14.7 beschrieben bestimmt. Die adulten Tiere wurden bei 29 °C gehalten. Mannchen stammen aus der Kreuzung der
homozygoten RNAi-Linie mit der heterozygoten Di-11-Gal4-Aktivatorlinie. Die Normalisierung erfolgte auf den TAG-
Gehalt der Kontrollfliegen mit Balancierchromosom.

Als letztes wurde die Gal4-Aktivatorlinie Di-3 benutzt. Diese Linie ist wie Di-11 nur im CA
aktiv. Im Gegensatz zu Di-11 beginnt die Aktivitdt von Di-3 aber erst zwei Tage nach dem
Schliipfen, wird schwécher und ist fiinf Tage nach dem Schliipfen nicht mehr vorhanden
(Belgacem und Martin, 2007). Mit Di-3 kann somit die bei verdnderter CG2254-
Proteinmenge in der larvalen Entwicklung auftretende Sterblichkeit umgangen und die
Auswirkung auf die Fettspeicherung in adulten Tieren untersucht werden. Bei den
Kreuzungen mit der Di-3-Linie wurden Unterschiede sowohl bei der EGFP-CG2254
Expression als auch bei CG2254 RNAi gemessen. Die Uberexpression fiihrt dabei zu einem
starken Anstieg der Fettspeicherung, wihrend bei CG2254 RNAi der TAG-Gehalt nur fast

halb so hoch war wie bei den Kontrollfliegen (Abbildung 40).
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Abbildung 40: TAG-Bestimmung bei verinderter CG2254 Proteinenge im CA junger adulter Minnchen. Der TAG-
Gehalt wurde wie unter 2.14.7 beschrieben bestimmt. Die adulten Tiere wurden bei 29 °C gehalten. (A) Méannchen stammen
aus der Kreuzung der heterozygoten UAS-EGFP-CG2254 Linie und der homozygoten Di-3-Gal4-Aktivatorlinie. (B)
Mainnchen stammen aus der Kreuzung der RNAi-Linie 1 bzw. der TRiP Kontrolllinie mit der homozygoten Di-3-Gal4-
Aktivatorlinie. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei parallelen Kreuzungen mit jeweils vier bis sechs Datenpunkten mit
ihrer entsprechenden Standardabweichung. Die Normalisierung erfolgte auf den TAG-Gehalt der (A) Fliegen mit
Balancierchromosom bzw. (B) der Fliegen aus der Kreuzung mit der TRiP Kontrolllinie.

Die Ergebnisse der in vivo Analyse bei verdnderter CG2254-Proteinmenge in der Ringdriise
sind in Tabelle 13 zusammengefasst. Die Tabelle beinhaltet auch die beiden CG2254 RNAI-
Linien des VDRCs. Es wird deutlich, dass CG2254 sowohl die Uberlebensrate in der larvalen
Entwicklung als auch die Fettspeicherung beeinflusst. Die Effekte sind bei der Expression

von EGFP-CG2254 stirker, doch wenn sie bei CG2254 RNAI auftreten, dann sind sie bei der

Fettspeicherung komplementir zur Uberexpression.

Tabelle 13: Ergebnisse der in vivo Analyse bei verinderter CG2254-Proteinmenge in der Ringdriise. Die Pfeile geben
die Stirke des beobachten Phiinotypen an: M erhdht ¥ verringert bzw. letal N semi-letal >keine Veriinderung.

- " EGFP- RNAi-Linie 1 RNAi-Linie 2 RNAi-Linie 3
Gald-Aktivitat et CG2254 | (TRiP HMS01622) | (VDRC101149) | (VDRC5470)
Uberlebensrate N2 > > >
komplette Ringdriise TAG- nicht N N N
Speicherung mdglich
Uberlebensrate N > > >
Corpus allatum und
Prothorakaldriise TAG-
Speicherung v > 0 0
Uberlebensrate J A A A
Corpus allatum TAG- nicht N N N
Speicherung mdglich
. Uberlebensrate > > > >
Corpus allatum in
j i TAG-
jungen adulten Fliegen _ N J > J
Speicherung
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3.9.2.3 Funktion von CG2254 im Darm

Wegen der starken Expression und des Nachweises des endogenen Proteins wurde die
Funktion von CG2254 im larvalen Darm untersucht. Durch die Antikorperfirbung gegen
CG2254 konnte gezeigt werden, dass das Protein im Darm in der Ndhe des Proventriculus
exprimiert wird (vgl. Abbildung 32). Auch in der hinteren Region des Mitteldarms wurde eine
CG2254-Proteinexpression detektiert (ohne Abbildung). Fiir die Funktionsuntersuchung im
Darm wurde daher die NPCIlb-Gal4 Linie ausgewihlt. Die fiir die Sterolabsorption
notwendigen NPC1b-positiven Zellen befinden sich kurz hinter dem Proventriculus sowie in
einer Region des Mitteldarms (Voght et al, 2007), und somit besitzt NPCIb ein
vergleichbares Expressionsmuster wie CG2254. Die Abbildung 41 zeigt die Lokalisation von
EGFP-CG2254 in diesen Zellen. In Abbildung 41C ist eine Vergroferung der Zellen nahe des
Proventriculus zu sehen. Ahnlich wie bei der Antikdrperfirbung gegen CG2254 befindet sich
auch das EGFP-markierte Protein in ringféormigen Strukturen, und sitzt daher wahrscheinlich
auf LDs. Im Fettkorper lokalisierte EGFP-CG2254 abhingig vom Alter der Larve
unterschiedlich. Deswegen wurde die Lokalisation von EGFP-CG2254 in larvalen Diarmen
vier und sieben Tage nach der Eiablage miteinander verglichen. Hier fanden sich
Unterschiede sowohl bei der Lokalisation von EGFP-CG2254 als auch bei der Positionierung
der LDs (Abbildung 41D-K). Die LDs in den Diarmen von jungen Larven (vier Tage nach
Eiablage) liegen fast komplett an der Grenze zum Darmlumen (Abbildung 41G). Nur
einzelne, deutlich kleinere LDs befinden sich in anderen Teilen der Zellen. EGFP-CG2254
lokalisiert in diesem Stadium auf vielen — moglicherweise auf allen — LDs. Sieben Tage nach
der Eiablage, wenn die Larve ihr kritisches Gewicht erreicht und das Futter zum Verpuppen
verlassen hat, sind indessen die LDs kleiner, homogener in ihrer Grée und iiber die gesamte
Zelle verteilt (Abbildung 41H-K). Das EGFP-CG2254 Protein lokalisiert nur noch auf
einzelnen LDs. Die 3D-Projektion einer Darm-Zelle verdeutlicht noch einmal die
Lokalisation der LDs am apikalen Pol im Darm von jungen Larven (Abbildung 41L-M).
Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die EGFP-CG2254 Lokalisation und die
Positionierung der LDs mit der Aufnahme von Nahrung oder dem Entwicklungsstadium

verknlipft sind.
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Uberlagerung Hoechst EGFP-CG2254 LipidTOX

EGFP-CG2254

Abbildung 41: EGFP-CG2254 im larvalen Darm. (A-C) Lebendaufnahmen von Dérmen aus nicht-wandernden L3-Larven
vier Tage nach der Eiablage, die EGFP-CG2254 in NPCIb-aktiven Zellen exprimieren. (A) Die DNA der Nuclei wurden mit
Hoechst gefarbt. (B) EGFP-CG2254 wird im Darmabschnitt m2 nahe des Proventriculus (*) und in ml10-ml2 des
Mitteldarms (**) exprimiert (Unterteilung der Darmabschnitte nach Murakami et al., 1999). (C) Eine Vergroferung aus m2
zeigt EGFP-CG2254 in Ringen. (D-K) Vergleich der LDs und der Lokalisation von EGFP-CG2254 zwischen Larven vier
Tage (D-G) und sieben Tage (H-K) nach der Eiablage. Die Dirme wurden fixiert und mit Hoechst und HCS LipidTOX
DeepRed geférbt. In Larven vier Tage nach der Eiablage lokalisieren die LDs zum apikalen Pol der Zelle (Darmlumen mit L
gekennzeichnet) und die meisten, wenn nicht sogar alle, sind mit EGFP-CG2254 bedeckt, wihrend sieben Tagen nach der
Eiablage die LDs in den Zellen verteilt sind und sich EGFP-CG2254 nur noch auf einzelnen LDs befindet. (L-M)
3D-Projektion einer einzelnen Darmzelle mit EGFP-CG2254 Expression. LDs sind in der Zelle bis auf wenige Ausnahme am
apikalen Zellpol lokalisiert. EGFP-CG2254 lokalisiert hauptsichlich auf diese LDs. Dargestellt sind Aufnahmen von einem
Zeiss Axio Imager.M2 (A-C) und einem Zeiss LSM780 (D-M). Die Mafistabsbalken entsprechen 1 mm (A und B), bzw.
20 pm (C, D und H).

Im Fettkdrper und in der Ringdriise wirkte sich eine verdnderte Menge an CG2254 auf die
Uberlebensrate aus. Im Darm hatte dies dagegen keine Auswirkungen, da die Anzahl der
homozygoten Nachkommen bei der Uberexpression von EGFP-CG2254 (Abbildung 42A,
113,7% homozygote Nachkommen) und CG2254 RNAi (Abbildung 42B, 145,3%

homozygote Nachkommen) jeweils hoher lag als die Anzahl der heterozygoten Nachkommen.

Die CG2254-Expression im Darm ist damit nicht fiir die Entwicklung wichtig.
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Abbildung 42: CG2254 hat im Darm keinen Einfluss auf die larvale Uberlebensrate. A) Test auf Letalitit wie unter
2.9.1 beschrieben. Kreuzung von heterozygoter UAS-EGFP-CG2254 Linie und homozygoter darmspezifischer NPC1b-Gal4-
Aktivatorlinie. Nach fiinftigiger Eiablage erfolgte die Entwicklung bei 25 °C. Dargestellt ist die Summe der Nachkommen
aus drei parallelen Ansitzen. (B) Test auf Letalitdt wie unter 2.9.1 beschrieben. Kreuzung der homozygoten RNAi-Linie 1
mit heterozygoter der mittels eines Balancierchromosoms heterozygot verwendeten NPC1b--Aktivatorlinie. Nach dreitégiger
Eiablage erfolgte die Entwicklung bei 29 °C. Dargestellt ist die Summe der Nachkommen aus drei parallelen Ansétzen.

Der Darm nimmt Fette aus der Nahrung auf und es findet bis zur Weitergabe an die
Héamolymphe eine kurze (Zwischen-)Lagerung statt. Ein verdnderter Proteinlevel von
CG2254 konnte daher einen direkten Einfluss auf die Fettspeicherung im Darm oder der
gesamten Fliegen haben. Abbildung 43 stellt die Auswirkung auf den TAG-Gehalt dar, wenn
EGFP-CG2254 in den NPC1b-aktiven Zellen des Darms exprimiert wird (Abbildung 43A)
bzw. die Menge an CG2254 mittels CG2245 RNA1 gesenkt wird (Abbildung 43B). Durch
zusitzliches EGFP-CG2254 speichern die Fliegen mehr TAG als Fliegen ohne die Expression
des Transgens, wihrend die Reduktion des CG2254-Proteins zu keinem signifikanten
Unterschied fiihrt. Wie in der Ringdriise beeinflusst die CG2254-Proteinmenge somit auch im

Darm die Fettspeicherung.
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Abbildung 43: TAG-Gehalt bei verinderten CG2254-Proteinmengen im Darm. Der TAG-Gehalt wurde wie unter 2.14.7
beschrieben bestimmt. Die adulten Tiere wurden bei 25 °C gehalten (vergleichbare Ergebnisse auch bei 29 °C). Méannchen
stammen aus der Kreuzung der NPC1B-Gal4-Aktivatorlinie mit (A) heterozygoter UAS-EGFP-CG2254 und (B) RNAi-Linie
1 bzw. TRiP Kontrolllinie. Dargestellt werden die Mittelwerte von jeweils vier Datenpunkten mit ihrer entsprechenden
Standardabweichung.
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4 Diskussion

Lipidtropfchen sind die universellen Lipidspeicher-Organellen (Walther und Farese, 2012).
Obwohl ihre Existenz schon lange bekannt ist und sie essentiell fiir die Aufrechterhaltung der
Energiehomoostase sind (s. 1.1), ist die Biologie der LDs noch nicht gédnzlich aufgeklért. So
sind z. B. grundlegende Fragen zu ihrer Bildung oder zum Lokalisationsmechanismus der
Proteine auf ihre Oberfliche noch unvollstindig beantwortet (s. 1.2). Ergebnisse aus den
vergangenen Jahren machten aulerdem deutlich, dass sich selbst innerhalb einer Zelle LDs in
threr Protein- und Lipidzusammensetzung unterscheiden, wodurch LD-Subpopulationen
entstehen (Beller et al., 2010b). Mit dem Drosophila Protein CG2254 wurde ein Protein
identifiziert, dass nur auf den LDs einer solchen Subpopulation lokalisiert (Beller et al.,
2006). In dieser Arbeit wurde CG2254 sowohl in Zellkulturzellen als auch im lebenden

Organismus hinsichtlich der Lokalisation und der Funktion néher charakterisiert.

4.1 CG2254 als annotierte SDR

CG2254 wurde im Rahmen der Drosophila Genom Annotation (Flybase.org) als SDR
klassifiziert, da es die fiir diese Proteinfamilie typischen Rossman-Proteinfaltung und Motive
besitzt (3.1). Ob das Protein in vitro oder in vivo eine enzymatische Funktion als
Dehydrogenase oder Reduktase ausiibt, wurde nicht untersucht. Wahrend sich eine mdgliche
Aktivitit durch den Umsatz des Kosubstrats NAD(P)" messen lieBe, ist die Bestimmung des
Substrates nur durch Testen mdglich. Aus dem Vergleich mit Proteinsequenzen von SDRs mit
bekannten Substraten ist die Spezifitit nicht ablesbar, da sie vor allem durch die
Tertidrstruktur im variablen C-terminalen Bereich des Proteins bestimmt wird (Oppermann et
al., 2003). Als Ausgangspunkt fiir eine Substrat-Testreihe konnten daher die bekannten
Substrate von anderen LD-assoziierten SDRs dienen. Bei den in dieser Arbeit untersuchten
SDRs (17-HSD11, RDH10 und DHRS3) gehoren die Substrate zu den Steroiden (17f3-
HSD11, Brereton et al., 2001) und Retinoiden (RDH10 und DHRS3, Jiang und Napoli, 2013,
bzw. Haeseleer et al., 1998) und damit zu Stoffgruppen, die von Organismen als Hormone
verwendet werden (Michal und Schomburg, 2013). LDs werden vor allem fiir die
Speicherung der Ausgangsstoffe fiir die Hormonsynthese verwendet. Fiir Steroide wird dafiir
Cholesterol intrazelluldir von LDs zu Mitochondrien transportiert, in denen die Steroid-
Synthese stattfindet (Miller und Bose, 2011). Retinoide werden als Retinylester in LDs
gespeichert (Blaner et al., 2009). Die Lokalisation von RDH10 und DHRS3 auf LDs deutet

86



Diskussion

darauf hin, dass dort auch der Umbau zu der hormonell aktiven all-trans-Retinsdure
stattfindet (Jiang und Napoli, 2013, bzw. Haeseleer et al, 1998). Eine Beteiligung von
CG2254 im Hormon-Stoffwechsel ist denkbar (s.u.). Da der Hormonhaushalt reguliert werden
muss, konnte die Lokalisation von SDRs auf LD-Subpopulationen ein Mechanismus zur
Justierung der Hormonmenge darstellen. So kann die Hormonmenge mit der Aufnahme von
freien Fettsduren und der damit verbundenen Anzahl an anabolisch aktiven LDs verkniipft
werden. Alternativ dazu kdnnten auch nur die anabolisch aktiven LDs ausreichend Substrat
zur Synthese der Hormone zur Verfiigung stellen. Daneben konnten sich einzelne LDs, auf
denen sich alle bendtigten Enzyme befinden, auf die Hormonsynthese spezialisieren, um so
eine rasche und verlustfreie Bildung zu ermdglichen.

Von 17B-HSDI11 wird vermutet, dass es am Metabolismus von potentiell giftigen Stoffen in
Darm und Leber beteiligt ist (Horiguchi et al., 2008b). Da deren Aufnahme hauptsédchlich
durch die Nahrung geschieht, konnte die beobachtete Lokalisation von EGFP-CG2254 auf
allen LDs im Darm und Fettkorper in frithen Larvenstadien (Abbildung 34G und Abbildung

41D) auch mit dieser Entgiftung zusammenhéngen.

4.2 Die Lokalisation zu LD-Subpopulation ist konserviert

Zu Beginn dieser Arbeit war CG2254 das einzige bekannte auf LD-Subpopulationen
lokalisierende Drosophila-Protein. Mittlerweile wurden drei weitere Proteine (GPAT4,
AGPAT4 und CCT1) mit einer solchen Lokalisation identifiziert (Wilfling et al., 2013), aber
noch keine weitere SDR. Daher wurde zunédchst untersucht, ob CG2254 eine Ausnahme
innerhalb der SDRs bildet, und ob eine solche Lokalisation auf LD-Subpopulationen
evolutiondr konserviert ist. Durch die hier mit CG2254 und seinen Orthologen 17B-HSD11,
DHRS3, RDH10 und ERD-2 durchgefiihrten Lokalisationsstudien konnte die Annahme
bestétigt werden, dass die Lokalisation auf LD-Subpopulationen nicht auf CG2254 und eine
bestimmte Spezies beschriankt ist (Abbildung 6). Dariiber hinaus konnten auch in den
Saugerzelllinien HeLa, AML12, COS7 und MDCK LD-Subpopulationen gefunden werden
(Abbildung 8 und Abbildung 9). Interessanterweise ist in HeLa-Zellen die Stirke der
Auspriagung von LD-Subpopulationen abhidngig von der OA-Zugabe (Abbildung 7): Bei
hoheren OA-Konzentrationen nimmt die Anzahl der LDs mit YFP-CG2254 zu. Dies ist ein
weiterer Hinweis darauf, dass die Lokalisation auf LD-Subpopulationen mit dem
metabolischen Status der LDs zusammenhingt und nicht mit der (iiberexprimierten)
Proteinmenge. Bei der Ausbildung der LD-Subpopulationen spielen daher vor allem die

metabolischen Bedingungen eine Rolle, aber auch die Zelllinie, wie die fehlende Lokalisation
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von YFP-CG2254 auf LD-Subpopulationen in HEK-293 und CHO-Zellen zeigt (ohne
Abbildung). Das konnte erklidren, warum die hier untersuchten SDRs aus M. musculus bei
ithrer initialen Charakterisierung mit einer generellen LD-Lokalisation beschrieben wurden
(17B-HSD11: CHO-Zellen mit 150 uM OA (Horiguchi et al., 2008b) RDH10: COS7-Zellen
mit 400 uM OA (Jiang und Napoli, 2013) und DHRS3: HepG2-Zellen (Deisenroth et al.,
2011)). Nur unter bestimmten physiologischen und experimentellen Bedingungen konnte die
Bildung von LD-Subpopulationen stattfinden, wie das Beispiel der LDs im Darm zeigt
(Abbildung 41). Wenn diese Bedingungen erfiillt werden, konnten mehr Proteinlokalisationen
auf LD-Subpopulationen identifiziert werden, als heute bekannt sind. Gerade niedrigere OA-
Konzentrationen als die hdufig verwendeten 400 pM OA konnte das gleichzeitige
Vorhandensein von anabolisch und katabolisch aktiven LDs begiinstigen. Der Nachweis des
endogenen CG2254 auf LD-Subpopulation im Fettkorper (Abbildung 30G) zeigt, dass es sich
bei den beobachteten Lokalisationen auf LD-Subpopulationen jedenfalls nicht um ein
Zellkultur- oder Uberexpressionsartefakt handelt. Wie es zur Lokalisation von Proteinen auf
LD-Subpopulationen kommen kann, wird in Abschnitt 4.4 ausfiihrlicher diskutiert.

LD-Subpopulationen sind evolutiondr konserviert, jedoch ist es bemerkenswert, dass anhand
des C. elegans Proteins DHS-4 gezeigt werden konnte, dass selbst sequenzdhnliche Proteine
nicht zwingend auf LD-Subpopulationen lokalisieren. Die Fettspeicher in C. elegans wurden
lange als abweichend von denen anderer Spezies betrachtet, weil nicht nur LDs, sondern auch
Lysosom-verwandte Organellen mit den Standardmethoden (z. B. NileRed Férbung)
detektiert werden (Klapper et al., 2011). Durch optimierte Fiarbeprotokolle (Klapper et al.,
2011) und den Einsatz von ,,Kohérenter Anti-Stokes-Raman-Streuung*“-Mikroskopie (Yen et
al., 2010) konnen LDs aber eindeutig visualisiert werden. Die hier untersuchten SDRs
konnten verwendet werden, um zu priifen, ob in C. elegans LD-Subpopulationen vorkommen,
oder ob die LDs dort eine grolere Homogenitéit besitzen. Dazu konnte eines der auf LD-
Subpopulationen lokalisierenden Proteine wie z. B. EGFP-CG2254 in C.elegans exprimiert
und dessen Lokalisation analysiert werden. Im Vergleich mit DHS-4 konnten so zusétzliche

Informationen iiber die Lokalisationsmechanismen gewonnen werden.

4.3 CG2254 lokalisiert auf anabolisch aktiven LDs

Schon mit einem einfachen Lichtmikroskop lassen sich in Drosophila Kcl67-
Zellkulturzellen, die mit OA behandelt wurden, zwei Populationen von LDs unterscheiden:
Einzelne grofBe LDs neben vielen kleineren LDs (eigene Beobachtung). Mit der Einzelzell-

Analyse konnte die Dynamik dieser Populationsbildung untersucht werden (Abbildung 12).
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Bereits nach 24 h konnen die anfangs homogenen LDs anhand ihrer Grof3e in zwei Klassen
eingeteilt werden. Dariiber hinaus konnte mit dieser Analysemethode auch quantitativ gezeigt
werden, dass sich EGFP-CG2254 hauptsédchlich auf den groferen LDs in der Zelle befindet.
Doch was zeichnet diese LDs aus? Bis jetzt wurden nur wenige Proteine mit einer
Lokalisation auf LD-Subpopulationen beschrieben. Dazu gehdren Proteine, die in
Abhingigkeit des Reifegrades und der Lipidzusammensetzung der LDs unterschiedlich
lokalisieren, wie die Mitglieder der PERILIPIN-Proteinfamilie (Wolins et al. (2006) und
Hsieh ef al. (2012)) und Proteine, die sich in Abhédngigkeit vom metabolischen Status auf
einzelnen LDs befinden, wie z. B. die kleine GTPase Rabl8 auf katabolisch aktiven LDs
(Martin et al., 2005) oder GPAT4 und AGPAT3 auf anabolisch aktiven LDs (Wilfling ef al.,
2013). Bei den Proteinen AUP1 und ORP2 wurde ebenfalls eine Lokalisation auf LD-
Subpopulationen beobachtet (Thiele und Spandl, 2008). Die Identitit dieser LD-
Subpopulationen wurde aber nicht weiter charakterisiert. Fiir EGFP-CG2254 wurde zunichst
untersucht, ob die Lokalisation von der LD-Reifung abhéngt. Wie die Lebendaufnahmen mit
EGFP-CG2254 exprimierenden Zellen zeigen (Abbildung 17), beginnt die Lokalisation auf
Subpopulationen schon wenige Minuten nach der Zugabe von OA und damit vermutlich
schon wihrend der LD-Biogenese. Auch wihrend der Remobilisierung verbleibt EGFP-
CG2254 auf LD-Subpopulationen (Abbildung 10). Ein Bezug zwischen LD-Reifung bzw. —
Abbau und der EGFP-CG2254 Lokalisation konnte damit nicht festgestellt werden. Als
niachstes wurde untersucht, ob die CG2254-Lokalisation mit dem metabolischem Status der
einzelnen LDs verkniipft ist. In 3T3-L1 Adipozyten und COS7-Zellen existieren LDs, die
mehr Fettsduren einlagern als ihre benachbarten LDs (Kuerschner et al., 2008). Diese sind
anabolisch aktiver, weil sich vermehrt DGAT2 auf oder in der Ndhe der LDs befindet und
somit die TAG-Synthese schneller ablaufen kann. Von Drosophila S2-Zellen ist bekannt, dass
sich nur auf einzelnen LDs alle bendtigten Enzyme fiir die komplette de novo TAG-Synthese
befinden, und dass diese LDs dadurch schneller an Groe gewinnen (Wilfling et al., 2013).
Diese Enzyme wie GPAT4 sind deshalb Marker fiir anabolisch aktive LDs. Die gefundene
Kolokalisation von EGFP-CG2254 und GPAT4 (Abbildung 14) ist ein deutlicher Hinweis,
dass CG2254 auch nur auf anabolisch aktiven LDs lokalisiert. Unterstiitzt wird diese These
durch die fehlende Fihigkeit von EGFP-CG2254, sich auf bereits bestehende LDs zu
bewegen, wenn die Neusynthese von TAG durch TriacsinC inhibiert ist (Abbildung 15).
Katabolisch aktive LDs erlauben daher keine Lokalisation von CG2254. Bei Zellen, denen
kein Uberschuss an freien Fettsiuren zur Verfiigung steht, deren TAG-Synthese aber nicht

durch die Zugabe von Triacsin C gehemmt wird, ldsst sich dennoch vereinzelt eine
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Lokalisation auf bestehende LDs beobachten (ohne Abbildung). Das konnte ein Indiz dafiir
sein, dass in der Zelle ein Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau der gespeicherten
Neutrallipide existiert, welches je nach Verfligbarkeit an freien Fettsduren auf die eine oder
andere Seite verlagert wird. So konnten LDs kurzzeitig wieder anabolisch aktiv werden und
damit die Lokalisation von CG2254 wieder ermoglichen. Auch eine Neubildung von LDs ist
denkbar, was die kleinen LDs mit EGFP-CG2254 im Fettkdrper von wandernden L3-Larven
(Abbildung 34D) erklédren konnte.

Doch welchen Nutzen hat die Zelle davon, LD-Subpopulationen auszubilden, die sich in
threm metabolischen Zustand unterscheiden? Eine Erkldrung konnte die Bildung von
getrennten Kompartimenten sein. Die gegenldufigen Reaktionen von Auf- und Abbau des
TAG konnten auf diese Weise getrennt voneinander ablaufen, wodurch sie effizienter sind,
weil sie sich nicht gegenseitig neutralisieren. Dadurch kénnte eine LD-Subpopulation schon
abgebaut werden und die Zelle konnte die frei gewordenen Fettsduren gezielt einsetzen, z. B.
zur Energiegewinnung, wihrend gleichzeitig eine andere Subpopulation iiberschiissige
Fettsduren fiir den spéteren Gebrauch einlagert. Dies kann im Zusammenhang der
Lipotoxizitdt wichtig sein. Damit wird die schéddliche Wirkung bezeichnet, die freie
Fettsduren auf die Zelle haben (Listenberger et al., 2003). In dem Fall, dass die Zelle mehr
TAG zu freien Fettsduren abbaut, als sie verbrauchen oder sekretieren kann, stellt die direkte
Reesterifizierung in neue LDs somit einen Schutzmechanismus fiir die Zelle dar.

Eine weitere mogliche Erkldrung fiir die gleichzeitige Existenz von anabolisch und
katabolisch aktiven LDs konnte sein, dass bei LDs eine Form von ,,Bet-Hedging* vorkommit.
Dieses Konzept beschreibt eine Strategie aus der Evolutionsbiologie (Slatkin, 1974): Danach
kommen innerhalb einer Population alle Phénotypen vor, wodurch die generelle Fitness der
Population zwar verringert wird, dafiir aber die schnellere Anpassung an eine verdnderte
Umgebung ermdglicht wird. Auf die LDs iibertragen wiirde das bedeuten, dass sich in den
Zellen LD-Subpopulationen bilden, damit sich die Zellen schneller auf wechselnde
Fettsduremengen im Organismus oder der Umwelt einstellen konnen. Dies konnte auf die
Mehrheit der Zelltypen zutreffen. Doch bei denjenigen Zelltypen, die eine entscheidende
Rolle in der Regulation des Nahrungshaushaltes spielen, wie z. B. Adipozyten, Hepatozyten
oder bei Insekten die Zellen des Fettkorpers, konnte die Ausbildung von LD-Subpopulationen
Teil ihrer Spezialisierung sein. Sie miissen rasch auf einen Wechsel zwischen Uberschuss und

Mangel an Fettséuren reagieren, damit der Organismus jederzeit ausreichend versorgt ist.
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4.4 Die LDL-und LDSP-Sequenz von CG2254 sind getrennt

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung der CG2254-Sequenzbereiche, die fiir
die Lokalisation auf LDs (LDL-Sequenz) und fiir die Lokalisation auf LD-Subpopulationen
(LDSP-Sequenz) ausreichend und notwendig sind. Studien zur Identifizierung von LDL-
Sequenzen wurden bereits an einer Reihe von Proteinen durchgefiihrt, wobei auch
wiederkehrende Motive gefunden wurden (Walther und Farese, 2012). Untersuchungen zu
einer LDSP-Sequenz existierten jedoch noch nicht. Mit der Struktur-Funktionsanalyse von
CG2254 konnte hier erstmals nicht nur die LDL-, sondern auch eine LDSP-Sequenz
identifiziert werden (Abbildung 20 und Abbildung 21). Interessanterweise liegen diese beiden
Sequenzen voneinander getrennt vor. Die LDL-Sequenz ist ein 28 Aminosduren-langer
Bereich, der vor der vorausgesagten Rossman-NAD'-Bindedomine am N-terminalen Ende
des CG2254-Proteins liegt. Sie ist notwendig und ausreichend fiir die LD-Lokalisation.
Dariiber hinaus enthélt sie auch das Signal fiir die Lokalisation in das ER, denn ohne sie
befindet sich das verkiirzte EGFP-CG2254 im Zytoplasma (Abbildung 20A). Uberlappende
Signale fiir die ER- und LD-Lokalisation wurden bereits fiir AUP1 beschrieben (Stevanovic
und Thiele, 2013) und sind moglicherweise weit verbreitet bei Proteinen, die in beiden
Organellen vorkommen (siehe auch Thiel et al., 2013). In CG2254 besteht die LDL-Sequenz
aus einer hydrophoben Sequenz, die laut Vorhersageprogrammen eine amphipatische Helix
formen kann. Von solchen Strukturen ist bekannt, dass sie Proteine an LDs verankern konnen
(u. a. Garcia et al., 2003, Hinson und Cresswell, 2009, und Wilfling et al., 2013). Proline, mit
denen eine hydrophobe Haarnadelschlaufe zur Bindung an LDs (Abell et al., 1997)
ausgebildet werden konnte, wurden in der LDL-Sequenz nicht gefunden. Auch das PVG-
Motiv von AUPI1, welches ein Abknicken in der Struktur verursacht und damit die
monotopische Einlagerung in die LD-Membran ermoglicht (Stevanovic und Thiele, 2013), ist
nicht vorhanden. Basische Aminosdurereste konnen ebenfalls ein Signal flir eine LD-
Lokalisation sein (Ingelmo-Torres et al., 2009, Stevanovic und Thiele, 2013). Mit dem
Lysinrest an Position 35 befindet sich jedoch nur ein einziger davon in der CG2254 LDL-
Sequenz, dessen Austausch gegen Isoleucin die LD-Lokalisation nicht unterbindet
(Abbildung 23). Der genaue Mechanismus der Verankerung von CG2254 in die LD-Membran
bleibt damit ungeklart.

Die LDSP-Sequenz befindet sich gleich hinter der LDL-Sequenz im Bereich der
Aminosduren 49-90 (Abbildung 21). Das ist bemerkenswert, denn dieser Abschnitt ist

innerhalb der Familie der SDRs aufgrund der Notwendigkeit fiir die Bindung des Coenzyms
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stiarker konserviert. Dass sich dort eine Signalsequenz befindet, ist ungewdhnlich, weil diese
bei SDRs sonst in N- oder C-terminalen Verldngerungen zur eigentlichen SDR-definierenden
Rossman-NAD-Bindedomine gefunden werden (z. B. Signalsequenzen zur ER- oder
Peroxisom-Lokalisation, Zhang et al., 2004 bzw. Reumann et al., 2007), so wie es auch fiir
die hier beschriebene LDL-Sequenz der Fall ist. Von daher kdnnten die in der LDSP-Sequenz
enthaltenen strukturellen Elemente fiir die Lokalisation entscheidender sein als einzelne
Aminosduren. Diese Annahme wird durch die hier durchgefiihrten Lokalisationsstudien mit
Punktmutationen tragenden CG2254-Varianten unterstiitzt, da sie keine Anderung der
Lokalisation bewirken (Abbildung 25). Die Tatsache, dass CG2254 mindestens zwei
redundante LDSP-Sequenzen besitzt (Abbildung 22G), hebt noch einmal die Bedeutung der

Lokalisation auf LD-Subpopulationen hervor.

4.5 Die Sortierung von CG2254 auf LD-Subpopulationen

Die LDSP-Sequenzen fungieren als eine Art ,,Schleusenwéchter fir CG2254, da sie den
Zugang auf einzelne LDs beschrianken. Mit der LDL-Sequenz alleine lokalisiert das Protein
auf allen LDs (Abbildung 20). Mindestens drei Moglichkeiten bestehen, wie eine Lokalisation
auf allen LDs verhindert werden kann (Abbildung 44): (1) CG2254 wird rasch degradiert und
behilt nur in einer LD-Subpopulation seine Stabilitét, (2) CG2254 kehrt direkt wieder zuriick
ins ER, oder (3) der Zugang zu den nicht anabolisch aktiven LDs ist fiir CG2254 versperrt.

CG2254 aa21-48 CG2254 Volllange / aa1-90

A A A A A & Lokalisation auf
AAp —> L Al T4 LA anabolisch aktiven LDs
AA AA

A A A A .er . .
Ahy ——> FY YN — —> .,‘:. Proteindegradation
aAA A A AA

A

A a A A, —> O CG2254 kehrt zuriick

A AdA ;
: ‘A — K h AA D ins ER
‘AAA A A “‘A _)l O Lokalisation _auf LDs
aa —> 4 A AA Ist blockiert
CG2254 auf allen LDs CG2254 in LD-Subpopulation

Abbildung 44: Méglichkeiten zur CG2254-Lokalisation auf LD-Subpopulationen. Wihrend die LDL-Sequenz (CG2254
aa21-48) alleine auf allen LDs lokalisiert, befindet sich das Vollldngenprotein oder die Aminosduren 1-90 nur auf einzelnen
LDs. Dies kann auf mindestens drei Wegen erreicht werden: CG2254 wird degradiert, direkt wieder zuriick ins ER
transportiert oder der Zugang ist blockiert.
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In dem Fall, dass CG2254 auf bestimmten LDs degradiert wird, muss es fiir seinen Abbau
markiert werden. In Zellen geschieht dies durch das Verkniipfen von mehreren
Ubiquitinresten an Proteine, was als Signal fiir den gezielten Abbau in Proteasomen erkannt
wird (Hershko et al, 2000). Bisher wurde sowohl die Lokalisation der fiir eine
Ubiquitinierung notwendigen Enzyme auf LDs (Hooper ef al., 2010), als auch eine Rolle der
Ubiquitin-vermittelten Proteindegradation bei der Regulation von LD-assoziierten Proteinen
demonstriert (Xu et al., 2006). Die Vorrausetzung zur Ubiquitinierung ist das Vorhandensein
von Lysinresten, da iiber deren Amino-Gruppe die Bindung mit Ubiquitin erfolgt (Hershko et
al., 2000). In der LDSP-Sequenz von CG2254 befinden sich drei Lysine, die jedoch laut dem
Vorhersageprogramm UbPred (Radivojac et al.,, 2010) keiner bekannten Ubiquiti-
nierungsstelle entsprechen. Vereinzelt kommt eine Ubiquitinierung aber auch an anderen
Aminosduren als Lysin vor (Cadwell und Coscoy, 2005), sodass sich eine Verkniipfung von
Ubiquitin an die LDSP-Sequenz nicht génzlich ausschliefen ldsst. Experimentell lieBe sich
die Degradation von CG2254 auf verschiedene Arten untersuchen, dhnlich wie es schon fiir
PERILIPINE bei Xu et al. (2006) beschrieben wurde. Durch den Einsatz von Proteasom-
Inhibitoren wie z. B. MG-132 (Read et al., 1995) sollte der Abbau verhindert werden.
Dadurch wiirde das Fusionsprotein EGFP-CG2254 auf allen LDs lokalisieren. Vorldufige
Daten von Experimenten mit MG-132 zeigen das jedoch nicht (ohne Abbildung). Zudem
wiirde sich ubiquitiniertes CG2254 in der Zelle anreichern, das sich mit einer Western Blot-
Analyse nachweisen lieBe. Indizien, die gegen die Degradation von CG2254 sprechen, sind
zudem die fehlenden Banden von teilweise abgebautem CG2254 im Western Blot (Abbildung
29A).

Anstatt der Degradation konnte auch ein direkter Riicktransport vom LD zum ER das Fehlen
von CG2254 in einer LD-Subpopulation bewirken. UBXDS8 und AAM-B sind Beispiele fiir
Proteine, die sich wieder zuriick in das ER bewegen, jedoch auch nur, wenn sich die LDs
zuriickbilden (Zehmer et al., 2009). Fiir diesen Austausch vermuten die Autoren kurzfristige
oder dauerhafte Kontakte mit dem ER. Dariiber hinaus ist ebenfalls ein Transport in Vesikeln
moglich. COPI bedeckte Vesikel steuern die Lokalisation von LD-assoziierten Proteinen wie
der Lipase ATGL oder Perilipin2 auf die LDs (Beller et al., 2008, und Soni et al., 2009),
daher konnte fiir CG2254 der umgekehrte Weg ins ER zutreffen. Die LDSP-Sequenz konnte
dabei ein Signal fiir Rezeptoren oder Proteinkomplexe sein, die die Sortierung iibernehmen
und entscheiden, welche Proteine auf den LDs verbleiben und welche zuriicktransportiert

werden. Solche ,,Retromer” genannte Proteinkomplexe finden sich z. B. zwischen den
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Endosomen und dem Trans-Golgi-Netzwerk (Arighi et al., 2004). Allerdings tritt hier die
Frage auf, ob sich diese moglichen Rezeptoren auf allen LDs befinden, aber die LDSP-
Sequenzen auf manchen LDs nicht erkennen konnen, oder ob die Rezeptoren nur auf den LDs

vorkommen, auf denen sich CG2254 nicht befindet.

Gegen die Annahme, dass die Lokalisation auf LD-Subpopulationen durch die Degradation
oder den Riicktransport entsteht, sprechen die Ergebnisse der Lokalisationsstudien mit den
chimdren Proteinen aus PLIN2 bzw. CG9186 und der CG2254 LDSP-Sequenz (Abbildung
28). Mit diesen Lokalisationsstudien wurde untersucht, ob die LDSP-Sequenz die
Lokalisation in Abhéngigkeit zu der Position zur LDL-Sequenz und dem Weg, den die
Proteine auf die LDs nehmen, beeinflusst. Bei den getesteten chiméiren Proteinen wurde nur
im Fall vom EGFP-CG9186aal-195::C(G2254a2a49-90 eine Lokalisation auf Subpopulationen
erzielt. Hier liegt die LDSP-Sequenz direkt hinter der LDL-Sequenz und das Protein gelangt
iiber das ER auf die LDs (Abbildung 28). Fiir eine Ubiquitinierung sollte weder die Position
der LSDP-Sequenz noch der Weg auf die LDs eine Rolle spielen und auch ein moglicher
Riicktransport sollte, wenn er durch Rezeptoren gesteuert wiirde, die LDSP-Sequenz am Ende
des Proteins erkennen konnen. Daher spricht viel dafiir, dass der Zugang fir CG2254 auf
manche LDs blockiert ist. Diese Erkldrung ldsst sich auch mit der friithen Lokalisation von
CG2254 auf die LD-Subpopulationen in Einklang bringen. Schon wenige Minuten nach der
Zugabe von OA ist CG2254 auf neugebildeten LDs zu finden, sodass es vermutlich bereits
wihrend der Biogenese der LDs auf ihnen lokalisiert (Abbildung 17).

Neuere Studien zeigen, dass LDs in speziellen Mikrodomédnen der ER-Membran gebildet
werden (Kassan ef al., 2013). Hier konnten sich bereits die unterschiedlichen LD-Subpopu-
lationen herausbilden: Eine Population mit LDs, die in ihrer Grofe stdrker wachsen, sei es
durch die Lokalisation der Enzyme zur TAG-Synthese oder durch eine bevorzugte
Verschmelzung mit anderen LDs, und andererseits die kleinen, metabolisch weniger aktiven
LDs, denen diese Fihigkeiten fehlen. Die Entscheidung iiber den Zugang zum LD koénnte in
diesen Mikrodoménen durch eine bestimmte Maschinerie erfolgen, die in der LDSP-Sequenz
Sortiermerkmale erkennt und so eine Lokalisation auf die LDs zuldsst oder verhindert.
Gleichzeitig konnte die LDSP-Sequenz selbst ein Sensor sein und Merkmale der entstehenden
LDs erfassen: Durch Interaktionen konnte festgestellt werden, ob sich bestimmte Proteine auf
der Oberfldche befinden oder die Membran mit spezifischen Phospholipiden angereichert ist.
Ebenso konnten biophysikalische Parameter wie die Kriimmung oder die Spannung der

wachsenden LD-Membran erkannt werden. In einer kurzlich veroffentlichen Arbeit konnte
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gezeigt werden, dass die Arfl/COPI-Maschinerie die Menge an Phospholipiden in der LD-
Membran verringert, wodurch die Oberflichenspannung erhoht wird und Kontakte zwischen
dem ER und den LDs ermoglicht werden (Wilfling ef al., 2014). Diese Kontaktstellen
konnten fiir die Lokalisation von CG2254 notwendig sein. Es gibt aber auch LD-Proteine wie
CCT1, die LDs mit geringem Gehalt an Phosphatidylcholin erkennen. Dadurch besitzen diese
LDs eine besonders hohe Oberflichenspannung und CCT1 lokalisiert nur auf diese (Krahmer
et al., 2011). Weitere Studien werden nétig sein, um zu untersuchen, wie solche Parameter
von CCT1 oder der LDSP-Sequenz erfasst werden konnen. Abbildung 45 fasst noch einmal
die verschiedenen Moglichkeiten zusammen, wie die LSDP-Sequenz die Lokalisation

bestimmen konnte.
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Abbildung 45: Mégliche von der LDSP-Sequenz erkannte Faktoren. Die LDSP-Sequenz ist moglicherweise in der Lage,
verschiedene Faktoren der wachsenden LDs in den ER-Mikrodomidnen zu erkennen und dadurch die Lokalisation von
CG2254 auf die LDs zu verhindern.

4.6 Zu der in vivo Funktion von CG2254

Die Existenz von LD-Subpopulationen wurde bislang vor allem in Zellkulturzellen
beobachtet. Dabei war nicht auszuschlielen, dass es sich bei dieser subzelluldren Lokalisation
um ein in vitro-Artefakt handelt. Erste Hinweise auf die Existenz von LD-Subpopulationen in
vivo lieferten Uberexpressionsstudien mit EGFP-markierten CG2254 in Drosophila 13-
larvalen Fettkorpern (Beller et al., 2006) sowie die Lokalisation von Perilipinen in krankhaft
verdndertem Lebergewebe (Straub et al., 2008) oder Tumoren (Straub et al., 2010). In beiden

Fillen kénnte die differenzielle Lokalisation der Proteine aber durch die Uberexpression bzw.
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die pathologische Situation verursacht werden. Daher war es eines der Ziele dieser Arbeit, die
Lokalisation und dariiber hinaus die Funktion des endogenen CG2254 zu bestimmen. Die in
vivo Studien wurden auf Fettkorper, Ringdriise und Darm beschrinkt, obwohl weitere
Hinweise auf eine CG2254 Expression im adulten Herzen (Proteomanalyse, Cammarato et
al., 2011) und Auge (Hochdurchsatz-Screening fiir Expressionsdaten, Gelbart und Emmert,

2013) auf eine Funktion in anderen Gewebe hindeuten.

4.6.1 CG2254 besitzt in vivo eine dynamische subzellulare Lokalisation

Mit Hilfe von Antikorperfairbungen wurde zunédchst im Fettkdrper von Drosophila
Embryonen untersucht, ob sich CG2254 auf LD-Subpopulationen befindet. Die Fettkdrper
sind mit LDs dicht gepackt (Beller et al., 2010a). Bereits hier zeigten sich bei einer CG2254-
Antikorperfarbung nur einzelne Ringe (Abbildung 30). Erst durch die Gegenfarbung der LDs
in L3-larvalen Fettkorpern offenbarte sich die Existenz von CG2254-markierten LD-
Subpopulationen (Abbildung 30). Damit ist CG2254 das erste bekannte Protein, fiir das in
organismo eine solche Lokalisation nachgewiesen und damit auch das Auftreten von LD-
Subpopulationen in organismo gezeigt werden konnte. Im Darmgewebe von L3-Larven
wurden deutlich mehr CG2254-markierte Ringe sichtbar (Abbildung 32). Dieses Ergebnis
deutet eher auf eine Lokalisation auf allen LDs hin als auf eine Lokalisation auf LD-
Subpopulationen. Im Unterschied zu der Antikorperfarbung mit den Fettkorpern wurden hier
aber keine wandernden L3-Larven kurz vor dem Verpuppen, sondern L3-Larven vier Tage
nach der Eiablage verwendet. Zu diesem Zeitpunkt sind die Larven noch im Futter und
besitzen mehr LDs im Darm (eigene Beobachtung). Um den Zusammenhang zwischen dem
Alter der Larven und der CG2254-Lokalisation zu belegen, wurde die Lokalisation von
EGFP-CG2254 in Fettkérpern und Darmen von Larven vier bzw. sieben Tage nach der
Eiablage untersucht. Die Verwendung des Fusionsproteins war dabei vorteilhaft, da es wie
das endogene Protein lokalisiert (vgl. Abbildung 30 und Abbildung 34) und keine Membran-
permeabilisation notwendig ist, bei der durch den Einsatz von Detergenzien kleinere LDs
verloren gehen kénnen. In L3-Larven vier Tage nach der Eiablage befindet sich EGFP-
CG2254 sowohl im Fettkorper als auch im Darm auf vielen, wenn nicht sogar auf allen LDs
(Abbildung 34D und Abbildung 41G). Im Darm weisen die LDs zudem eine polarisierte
Lokalisation zum Darmlumen hin auf. Dort sind die LDs deutlich gréBer als die vereinzelten
LDs in den anderen Bereichen der Zelle. Sieben Tage nach der Eiablage lokalisiert EGFP-
CG2254 wieder nur auf LD-Subpopulationen im Fettkdrper und im Darm (Abbildung 34A

und Abbildung 41H). Einer der markantesten Unterschiede zwischen den wandernden und
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den nicht-wandernden L3-Larven betrifft die Nahrungsaufnahme. Fette werden von den
jungen Larven iiber das Futter aufgenommen, kurzfristig im Darm eingelagert und dann als
DAG gebunden an Lipophorin an den Fettkorper weitergegeben (Palm et al., 2012). Lieen
sich die Zellkulturdaten, laut derer EGFP-CG2254 nur auf den wachsenden LDs lokalisiert,
auf die Beobachtungen in vivo iibertragen, so wiren die LDs in den jungen Larven
mehrheitlich anabolisch aktiv. Die polarisierte Lokalisation der LDs wurde schon bei
Darmzellen von adulten Drosophila Fliegen beobachtet, in denen die Aufnahme der freien
Fettsduren stattfindet (Lemaitre et al., 2013) und diese direkt in die LDs eingebaut werden
konnen. Diese Annahme ist im Einklang mit Ergebnissen aus ausdifferenzierten Caco2-Zellen
(einer humanen Darmepithelzelllinie) bei denen zwei LD-Populationen beschrieben werden
(Khaldoun et al., 2014): Eine besteht aus hauptsdchlich groen LDs, die fiir eine ldngere
Lipidspeicherung von der Zelle gebildet werden und aktiv an den basalen Pol der Zelle
transportiert werden. Die zweite Population aus kleinen LDs wird durch Autophagie direkt
degradiert, um — sofern es sich um eine Darmzelle in vivo handelt - die Fettsduren in den
Organismus weiterzugeben. Ahnliches konnte sich auch im larvalen Darm von Drosophila
abspielen. Mit dem Futter wiirde eine so grole Menge an Neutrallipiden aufgenommen, dass
die Darmzellen nur einen Teil in die Himolymphe abgeben konnen. Der Rest wiirde in LDs
gespeichert, bevor eine Remobilisierung und Abgabe der gespeicherten Lipide an die
Héamolymphe erfolgt, sobald das kritische Gewicht erreicht ist und die Larve zu wandern
beginnt (Bakker, 1959). Auf diese nun nicht mehr anabolisch aktiven LDs konnte CG2254
nicht mehr ldnger lokalisieren.

Im Fettkoper konnten vergleichbare Prozesse ablaufen. Bemerkenswert sind dort aber die
vereinzelt auftauchenden kleineren LDs, die Aggregate formen (Abbildung 34D). Durch die
Lokalisation von EGFP-CG2254 werden sie als anabolisch aktiv markiert und fusionieren
wahrscheinlich zu einem gréferen LD. Fiir die Lipidspeicherung werden sie vermutlich nicht
verwendet, da die die Zelle gleichzeitig ihre gespeicherten Reserven abbaut, um die fastende
Larve mit Energie zu versorgen (Scott et al., 2004). Die LDs konnten als Schutz vor Schiden
durch einen Uberschuss an freigesetzten Fettsduren dienen oder die LDs und die darin
enthaltenen Fette konnten fiir andere Funktionen genutzt werden. Dies konnte z. B. die
Synthese von Hormonen oder essentiellen Fettsduren wie z. B. Linolensdure beinhalten

(Canavoso et al., 2001).
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4.6.2 CG2254 beeinflusst in der larvalen Entwicklung das Uberleben und die
Regulation der Energiehomoostase

CG2254 wird in keiner der bekannten Drosophila Zellkultur-Zelllinien exprimiert. Die
ektopische Expression von EGFP-CG2254 in Zellkulturzellen wirkt sich weder auf die
Vitalitit noch auf die LD-Menge oder -Morphologie aus (Abbildung 33). Dagegen hat eine
verdnderte Proteinmenge in vivo zum Teil drastische Konsequenzen. Hierbei wirkt sich eine
CG2254 Uberexpression stirker aus als die Reduktion durch CG2254 RNAi. Ubiquitir
exprimiertes EGFP-CG2254 ist letal, wihrend bei ubiquitirer CG2254 RNAi keine
offensichtlichen Phinotypen vorhanden sind (ohne Abbildung). Im Fettkorper verursacht die
EGFP-CG2254 Uberexpression den Tod wihrend des Puppenstadiums (Abbildung 35), im
Darm hingegen bewirkt die Uberexpression von EGFP-CG2254 eine erhohte Fettspeicherung
(Abbildung 43). In beiden Geweben hat CG2254 RNAi dagegen weder einen Einfluss auf die
Vitalitit noch auf die Fettspeicherung.

Die Ringdriise, und dort insbesondere das CA, hat eine wichtige Rolle fiir die in vivo-
Funktionen von CG2254. Sowohl die Uberexpression als auch die RNAi zeigen eine Wirkung
auf die Vitalitdt und die Menge des im Organismus gespeicherten Fettes (Tabelle 13). Dies
kann mit der vielfaltigen Aufgabenstellung der Ringdriise zusammenhingen, die anhand der
Sekretion von Hormonen an der Regulation der Entwicklung und Energichomdostase beteiligt
ist (Harvie et al., 1998). Die holometabole Entwicklung bei Insekten wird hauptsidchlich
durch Ecdysteroide und Farnesoide (z. B. JH) gesteuert, wobei Storungen in diesem
Hormonhaushalt fiir die Fliegen drastische Folgen haben. So fiihrt der Verlust des JH-
Rezeptors bereits in frithen Larvenstadien zum Tod. Dabei verlassen die Larven vor dem
Sterben teilweise das Futter (Jones et al., 2010). Ein vergleichbares Verhalten wird auch bei
einzelnen Larven beobachtet, die in der kompletten Ringdriise EGFP-CG2254 exprimieren.
Allerdings tritt in diesen Fillen nicht der ,,Ultraspiracle“-Phianotyp (zwei Cuticulas und zwei
Paar Mundhaken bei toten Larven) auf, der typisch flir eine unzureichende Menge an Ecdyson
und JH ist (Jones et al., 2010). Ein direkter Zusammenhang zwischen CG2254 und Ecdyson
bzw. JH besteht daher wahrscheinlich nicht.

Ein solcher Zusammenhang kénnte auch nicht den Phinotyp im TAG-Gehalt adulter Tiere
erkliaren. Die Ringdriise selbst ist kaum als Energiespeicher geeignet, stattdessen hat sie auch
hier eine regulatorische Funktion. Dabei fithrt CG2254 RNAI in der kompletten Ringdriise zu
einer erhohten Speicherung bei jungen adulten Médnnchen, wenn die RNAi schon wihrend der

Larvenzeit startet und auch in den adulten Tieren dauerhaft stattfindet (Abbildung 37,

98



Diskussion

Abbildung 40). Interessanterweise ist die TAG-Speicherung geringer, wenn die CG2254-
Proteinmenge im CA nur kurz nach dem Schliipfen reduziert wird (Abbildung 40).
Gleichzeitig wird bei der Uberexpression in dieser kurzen Zeit eine erhdhte TAG-Menge
gemessen (Abbildung 40). Anscheinend wird in dieser Phase die Energichomdostase anders
reguliert als bei dlteren adulten Tieren. Fiir die Regulation werden Peptidhormone wie DILPs
aus den medianen Neurosekretorischen Zellen im Gehirn (Rulifson et al., 2002a) oder AKH
aus den Zellen des CC (Kim und Rulifson, 2004) sekretiert. Wie kann nun eine veridnderte
Menge an CG2254 in der Ringdriise die larvale Entwicklung und die Regulation der
Energichomgostase beeinflussen? CG2254 konnte in der Ringdriise einen Einfluss auf die
Synthese und Ausschiittung von Botenstoffen besitzen. Zum einen kdnnte CG2254 an der
Messung des Erndhrungszustandes beteiligt sein. In Sdugern sind neurosekretorischen Zellen
des Hypothalamus, die ,,Agouti-related peptide* (AgRP)-Neuronen, Sensoren fiir den Ernéhr-
ungszustand (Kaushik ez al., 2011). In diesen Neuronen 16st Hunger eine Lipophagie von LDs
aus, wodurch die intrazelluldre Menge an freien Fettsduren steigt. Durch die Fettsduren wird
die Expression von AgRP erhoht, welches wiederum die Expression von ,,pro-opio-
melanocortin® (POMC) in benachbarten Neuronen senkt. Neurone ohne POMC stimulieren
den Organismus zur Nahrungsaufnahme (Kaushik et al., 2011). In Drosophila konnte dieser
Sensor nicht {iber die Lipophagie, sondern iiber die Lokalisation von CG2254 auf anabolisch
aktive LDs funktionieren. Diese konnten besonders dann zahlreich sein, wenn viele Fette tiber
die Nahrung aufgenommen werden, und es konnte somit zu einer héheren Aktivitit von
CG2254 kommen. Die Uberexpression oder Reduktion von CG2254 wiirde demnach zu einer
falschen Regulation des Energiehaushalts fiihren. Bei adulten Tieren kann das die beobachtete
verdnderte Fettspeicherung verursachen (s. Tabelle 13). Auch das Sterben in der larvalen
Entwicklung bei verdnderter CG2254-Proteinmenge ldsst sich mit einer Stérung in der
Regulation des Energiehaushaltes erkldren. Der Energiehaushalt bestimmt den Zeitpunkt des
Schliipfens und ein Fehler in dieser kritischen Phase fithrt zum Tod (Mirth et al., 2005).

CG2254 konnte des Weiteren wie seine nah-verwandten Siduger-SDRs auch an der Synthese
von Hormonen oder deren Vorstufen beteiligt sein. Neben Ecdyson und JH sekretiert die
Ringdriise weitere Steroidhormone und Sesquiterpene, fiir deren Synthese ebenfalls
Dehydrogenasen bendtigt werden (Huang et al., 2008, und Belles et al., 2005). Als Ort fiir
diese Synthesen sind LDs bis jetzt noch nicht bekannt. Sie laufen in Mitochondrien, im
Zytoplasma und im ER ab (Belles et al., 2005). CG2254 konnte auch im ER aktiv sein oder
die Ausgangssubstanzen aus den LDs bereitstellen, indem diese beispielsweise die

Lipidvorstufen zu den Mitochondrien bringen, wie es in steroidogenen Zellen vorkommt
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(Almahbobi et al., 1993). Dies kann gerade bei Steroidhormonen wichtig sein, da Drosophila
selbst nicht in der Lage ist, Sterole de novo herzustellen. Daher sind die Fliegen auf die
Aufnahme von Sterolen iiber die Nahrung angewiesen (Carvalho et al., 2010). Diese miissen
soweit modifiziert werden, damit die Fliegen sie verwenden konnen. Eine Verdnderung im
CG2254-Gehalt konnte so den Hormontiter beeinflussen. Gleichfalls kdnnte CG2254 auch am
Abbau oder der Deaktivierung von Hormonen beteiligt sein.

CG2254 konnte aber auch nur auf indirekte Weise andere Stoffwechsel- oder Hormonwege
beeinflussen. Die Phinotypen sind bei CG2254 Uberexpression stirker vorhanden als bei
CG2254 RNAI. Durch einen Uberschuss an CG2254 kénnte die von dem Protein katalysierte
Reaktion so stark ablaufen, dass das Substrat verbraucht wird und damit anderen Reaktionen
nicht mehr zur Verfiigung steht.

Obwohl eine Verdnderung der CG2254 Menge in der Ringdriise letal ist bzw. die TAG-
Speicherung beeinflusst, konnte dort keine endogene Expression bzw. die subzelluldre
Lokalisation geklart werden. Dabei deuten Ergebnisse mit CG2254 RNAI darauf hin, dass das
Protein im CA exprimiert wird (Abbildung 39). Jedoch ergaben Antikorperfarbungen gegen
CG2254 kein spezifisches Signal. Auch die Bestimmung der Lokalisation durch die
Expression von EGFP-markiertem CG2254 gelang nur in der PTG. In der PTG von spéten,
wandernden L3-Larven lokalisiert EGFP-CG2254 auf LD-Subpopulationen und dort auch auf
den groBeren LDs (Abbildung 18B). Die LDSP-Sequenz wird also ebenfalls in diesem
Gewebe erkannt. Im CA dagegen konnten keine LDs gefunden werden. Somit sind wohl zu
diesem spiten Entwicklungsstadium keine LDs im CA vorhanden. Fiir eine Lokalisations-
studie von CG2254 im CA miisste daher zuerst bestimmt werden, ob und zu welchem
Zeitpunkt iiberhaupt LDs im larvalen CA vorkommen. Im Embryonal- und Puppenstadium
konnten LDs im CA nachgewiesen werden (Beller et al., 2010a, Dai und Gilbert, 1991),
bisher jedoch nicht in den drei Larvenstadien. Es ist denkbar, dass die LDs nur sehr
kurzfristig als Speicher fiir hydrophobe Substanzen wie z. B. JH und dessen Ausgangs-
substrate existieren (Dai und Gilbert, 1991), dhnlich wie es in der PTG der Fall ist. Dort steht
die Bildung der LDs in Zusammenhang mit der Synthese von Ecdysteroiden und kommt
besonders vor der Verpuppung vor (Dai ef al., 1991). Daneben kénnten die LDs im CA aber
auch nicht-existent oder zu klein fiir eine Detektion sein. Im larvalen CA ist das glatte ER
stark vergroBert und kompakt (King et al., 1966). Dieses glatte ER konnte mit seiner gro3en
(Reaktions-)Fliache als Synthese- und Speicherort fiir wasserunlésliche Hormone dienen, die
dann direkt sekretiert werden. So kénnten LDs in diesem Entwicklungsstadium im CA nicht

notwendig sein.
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Im Fettkorper verursacht die CG2254 RNAI trotz einer Reduktion der CG2254-Proteinmenge
unterhalb der Nachweisgrenze (Abbildung 29) keine erhdhte Letalitdt oder einen verdnderten
TAG-Gehalt (Abbildung 35und Abbildung 36). Auch bei der EGFP-CG2254 Uberexpression
gibt es wihrend der Larvenentwicklung keine augenscheinlichen Unterschiede zu den
Kontrollfliegen. Erst im Puppenstadium tritt eine Letalitdt auf (Abbildung 35). Das kdnnte im
Kontext mit der umfangreichen Remodellierung des Fettkorpers stehen. Dabei 10st dieser sich
zu groflen Teilen auf und wird anschlieBend neu gebildet (Nelliot ef al., 2006). Die Remodel-
lierung ist hormonabhdngig, wodurch sie wie oben beschrieben durch zusitzliches EGFP-
CG2254 gestort oder verdndert werden kdnnte. Die Menge an frei zirkulierenden Hormonen
ist von deren Sekretion und deren Degradation abhingig. Der Fettkoper hat &hnlich wie die
Leber von Sdugern die Funktion Hormone abzubauen (Arrese und Soulages, 2010). Dariiber
hinaus konnen LDs Hormone speichern und als Puffer dienen, um einen gewissen
Hormontiter aufrechtzuerhalten (Hammock et al., 1975). Sollten wéhrend der Remodellierung
des Fettkorpers diese Funktionen durch die CG2254 Uberexpression beeintriichtig werden,
konnte dies zum beobachteten Tod der Puppen fiihren.

Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Geweben hat eine verdnderte Proteinmenge im
Darm von CG2254 keine negativen Auswirkungen auf die Entwicklung (Abbildung 42).
Dafiir ist bei adulten méannlichen Drosophila die Fettspeicherung erhoht, wenn EGFP-
CG2254 in NPClb-positiven Zellen exprimiert wird (Abbildung 43). Der Darm selbst besitzt
gegeniiber dem Fettkdrper nur einen geringen Lipidspeicher. Diese Lipide werden im Hunger-
zustand rasch aufgebraucht (Gutierrez et al., 2007). Der erhohte TAG-Gehalt geht daher
vermutlich nicht auf zusétzliches Fett im Darm zuriick, sondern auf die Einlagerung in
anderen Geweben. Generell wird eine erhohte Speicherung entweder durch eine erhohte
Nahrungsaufnahme oder einen verringerten Verbrauch erzielt. Eine erhohte Aufnahme wird
bei adulten Tieren erzielt, wenn die Fliegen hédufiger fressen als notwendig. Dieses Verhalten
wird durch Hormone, die sowohl im Gehirn als auch im Darm vorkommen, mitbestimmt
(Reiher et al., 2011). Dabei beeinflussen Hormone zwei Prozesse, die die Nahrungsaufnahme
steuern: Zum einen sind sie in der Einstellung der circadianen Rhythmik beteiligt und zum
anderen vermitteln sie den gemessenen Sittigungsgrad. Die enterokrinen Zellen des Darm
schiitten Hormone wie beispielsweise ,,Neuropeptide F* (NPF) und ,,short Neuropeptide F*
(sNPF) aus, die in beide Prozesse involviert sind (Nassel und Wegener, 2011). In der
Synthese der Hormone des Darms konnte CG2254 einwirken und somit das Fressverhalten

beeinflussen, was zu der gemessenen TAG-Verdnderung fiihrt.
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Die zweite Moglichkeit, den TAG-Gehalt zu steigern, ist ein verringerter Verbrauch der
gespeicherten Neutrallipide, entweder durch eine geringere Aktivitit oder einen gestdrten
Abbau der TAGs, wie z. B. bei Mutanten ohne die Lipase BMM (Gronke ef al., 2005). Auch
hier konnte CG2254 auf hormonelle Weise eingreifen und die Aktivitdt der Fliege senken
oder Lipasen im Organismus hemmen. Dies muss fiir die Fliege nicht zwangslaufig letal sein,
wenn sie auf andere Energielieferanten wie Glykogen zuriickgreifen kann (Palanker ef al.,
2009) oder wenn die gechemmten Lipasen wihrend der Larvalentwicklung noch nicht benétigt

oder ersetzt werden konnen.

4.7 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen die Moglichkeiten, die CG2254 und Drosophila
als Modellorganismus fiir die Erforschung von LD-Subpopulationen bieten. /n vitro stellt die
Entdeckung der LDSP-Sequenz einen Ansatzpunkt fiir weitere Untersuchungen der
Lokalisation dar. Die Frage, was diese Sequenz als Sortiersignal erkennt, bleibt ungeklirt.
Hier sind Experimente notwendig, die den Einfluss verschiedener Parameter, wie etwa der
Phospholipid-Zusammensetzung der LD-Membran, untersuchen. Durch Protein-Interaktions-
studien mit der LDSP-Sequenz, beispielsweise ,,Pull down*“-Experimente, kdnnten Proteine
identifiziert werden, die an der Lokalisation auf LD-Subpopulationen beteiligt sind. Anhand
des CG2254 Nachweises konnten LD-Subpopulationen erstmals auch in organismo in
verschiedenen Geweben gezeigt werden. Damit kann CG2254 zum einen dazu verwendet
werden, die generelle Bedeutung von LD-Subpopulationen im Organismus zu untersuchen.
Dies konnte besonders im Hinblick auf wechselnde metabolische Bedingungen geschehen,
wie sie beispielsweise wihrend der Entwicklung oder zwischen Nahrungsaufnahme und Hun-
gerzeiten vorkommen. Zum anderen erfordert CG2254 selbst eine vollstindigere in vivo-
Charakterisierung. Fragen zur (enzymatischen) Funktion und wie diese eventuell mit der
Lokalisation zusammenhingt sind ebenso offen wie die Fragen, wodurch die Letalitit und die
verdnderte TAG-Speicherung ausgeldst werden. Hier sollten insbesondere Untersuchungen an
der Ringdriise im Fokus stehen, weil dort eine verdnderte Menge an CG2254 die stéirksten
Phanotypen verursacht und die genaue Rolle von LDs in der Ringdriise noch unbekannt ist.
Dabei reguliert die Ringdriise im Wechselspiel mit anderen Geweben die Entwicklung und
die Energichomoostase auf hormonelle Weise, wie sie vergleichbar auch bei anderen
vielzelligen Organismen beobachtet wird. Tiefergehende Erkenntnisse zur Rolle von CG2254
und LD-Subpopulationen kénnten so zu Konzepten fiihren, die nicht nur fiir Drosophila

gelten, sondern allgemein giiltig sind.
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5 Anhang

5.1 Daten aus dem RNAi-Screen in Drosophila Zellkultur

Wie unter 3.3 beschrieben, wurde ein RNAi-Screen in Drosophila Zellkulturzellen (siehe
2.16) mit der ,,Drosophila Kinase/Phosphatase RNAi Sub-Library” des DRSC durchgefiihrt,
um die Einzelzell-Analyse in diesem Rahmen zu testen. Damit eine die gewonnen Daten
vergleichbar sind, wurde eine Z-Transformation durchgefiihrt (Abbildung 46). Dies war
besonders notwendig, weil bei einem Teil der Platten die Farbung mit BODIPY deutlich

schwécher ausfiel.
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Abbildung 46: Normalisierung des RNAi-Screens in Bezug auf die Lipidspeicherung. Der Lipidgehalt der Zellen wurde
anhand des Quotienten aus der Fliche von LDs und Nuclei bestimmt. (A-B) Boxplots der Lipidspeicherung vor (A) und nach
(B) der Z-Transformation. Der Screen wurde als Duplikat durchgefiihrt. Replikate sind durch die ersten vier, identischen
Stellen gekennzeichnt.
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Mit Hilfe von Rangorder-Diagrammen (ein Beispiel ist in Abbildung 47 dargestellt) wurde
kontrolliert, ob die Verteilung der Datenpunkte nach der Z-Transformation einen sigmoidalen

Verlauf annimmt.
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Abbildung 47: Rangorder-Diagramm nach aufsteigenden Z-Werten in Bezug auf die Lipidspeicherung. Z-Werte
unterhalb von -1,8 galten als Treffer fiir eine verringerte Speicherung, Werte oberhalb von 2,5 fiir eine erhhte Speicherung.
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Die Analyse des RNAi-Screens erfolgte in Hinblick auf Phanotypen, die die Lipidspeicherung
oder LD-Biologie betrafen wie z. B. Grofle, Anzahl oder Aggregationen der LDs. Eine
Auswabhl der beobachteten Phanotypen ist in Abbildung 48 dargestellt.

Hoechst BODIPY

Pvr RNAI Pfk RNAI Plip RNA.I lacZ RNA.I

m

sti RNAI

Abbildung 48: Beispiele fiir die verschiedenen beobachteten Phéinotypen im RNAi-Screen. (A) Als Vergleich wurden
Wells genommen, in denen keine RNAI stattfand, entweder durch die Abwesenheit von dsRNA oder durch eine dsSRNA ohne
Ziel (lacZ) in der Zelle. (B) RNAIi gegen PTEN-like phosphatase (Plip) verursacht eine erhohte Speicherung an TAG. (C) Im
Gegensatz dazu wird durch Herunterregulierung der Phosphofiructokinase (Pfk) weniger TAG in den Zellen gespeichert. (D)
Ein weiterer Phénotyp ist die Aggregation von LDs. Durch RNAi gegen PDGF- and VEGF-receptor related (Pvr) ballen sich
die LDs zusammen und/oder Fusionen zu groferen LDs kommen seltener vor (Abgebildet ist ein vergroBerter Ausschnitt).
(E) Ein Phénotyp, der nicht mit der LD-Biologie zusammenhéngt, ist z. B. eine unvollstindige Zellteilung nach der Mitose,
wie sie nach der RNAI gegen sticky (sti) zu sehen ist.
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In der Tabelle 14 sind die Gene aufgelistet, bei der durch RNAi-vermittelte Reduktion der

Transkripte ein Phidnotyp beobachtet wurde. Dabei sind zwei Gene ersichtlich, in denen eine

Klassifizierung als Phdnotyp nur anhand der zellbasierten Analyse erfolgen konnte. Des

Weiteren kann man erkennen, dass die zellbasierte Analyse hdufig eine feinstufigere

Klassifizierung des Phénotyps erlaubt als die Analyse des kompletten Bilds.

Tabelle 14: RNAi-Screen Ergebnisse. Angegeben sind neben der Genbezeichnung der Enzym-Typ (K=Kinase,
P=Phosphatase), der beobachtete Phénotyp bei der Analyse von Zellen des kompletten Wells oder Einzel-Zellanalyse, sowie
die (mogliche) Funktion basierend auf den Daten von FlyBase (Pierre et al., 2014).

Phanotyp

Genbezeichnung Typ Phénotyp (komplett) (Einzelne Zelle) Funktion
Cyclin-dependent .. . Speicherung (erhéht) .
kinase 4 (Cdkd) K | GroRe (erhoht) Aggregation (erhdht) Regulation des Zellzyklus
. . . Speicherung (erhoht)
Cyclin-dependent K | Speicherung (erhoht) Anzahl (erhoht) Regulation des Zellzyklus
kinase 7 (Cdk7) Aggregation (erhoht) Aggregation (verringert)
o . . Speicherung (verringert)
Eyc"” dependent K | Speicherung (erhoht) Anzahl (erhoht) Regulation des Zellzyklus
inase 9 (Cdk9) Aggregation (erhoht) Aggregation (verringert)
CG17026 P Speicherung (erhéht) igiiachr}ez;urﬂgégrhbht) Inositol-monophosphat 1-
Aggregation (erhoht) Aggregation (erhdht) Phosphatase Aktivitat
Speicherung (verringert) Speicherung (verringert) | Protein Tyrosin/Serin/Threonin-
CG3530 P G?é[&e (verr?n ert) 9 Anzahl (verringert) Phosphatase Aktivitat; Myotubularin-
9 Aggregation (verringert) | dhnliche Phosphatase; Zellzyklus
Speicherung (erhéht) Speicherung (erhéht) Protein Tyrosin/Serin/Threonin-
CG3632 P | GroRe (erhoht) Anzahl (erhéht) Phosphatase Aktivitat; Myotubularin-
Aggregation (erhoht) Aggregation (verringert) | 8hnliche Phosphatase
Speicherung (verringert) | Protein Tyrosine/Serine/Threonine-
CG5026 P | Aggregation (verringert) | Anzahl (verringert) Phosphatase Aktivitat; Myotubularin-
Aggregation (verringert) ahnliche Phosphatase
CG6767 K |- Speicherung (verringert) | Nukleotid-Biosynthese
Speicherung (erhéht) Speicherung (erhéht) . . . .
CG7378 P | GréRe (erhdht) Anzahl (erhdht) Frotein TyrasieSalina/Threonine
Aggregation (erhdht) Aggregation (verringert) P
CG9449 P Speicherung (erhdht) Speicherung (verringert) | Mitglied in der Histidin-Phosphatase
GroRe (erhéht) Aggregation (verringert) | Superfamily; Phagozytose
Sdﬁii?te;(&ndmg ) g‘:g['f:?é?: é;h(tt)arhoht) Speicherung (erhéht) Protein Phosphatase Typ 1
(CG9619) Aggregation (erhéht) Anzahl s (erhoht) Regulatoraktivitat
casein kinase lla Speicherung (erhdht) Speicherung (erhéht)
(CKllalpha) K | GroRe (erhoht) Anzahl s (erhoht) Whnt-Signalweg
P Aggregation (erhdht) Aggregation (erhoht)
Casein kinase Il B .. . Speicherung (erhéht) Whnt-Signalweg; Regulation der a-
subunit (Ckllbeta) K | GroRe (erhoht) Aggregation (verringert) Untereinheit
Cyclin B (CycB) K | Grége (verringert) igg'rggzrt‘i‘;? ((\)’;rr:'r:‘g:%) Regulation des Zellzyklus
. Speicherung (verringert) | Speicherung (unklar) .
Cyclin C (CycC) K GroRe (verringert) Anzahl (erhht) Regulation des Zellzyklus
Cvalin K Speicherung (verringert) | Speicherung (unklar)
((%l oK) K | GroRe (verringert) Anzahl (verringert) Regulation des Zellzyklus
Y Aggregation (verringert) Aggregation (verringert)
Cyclin T . . Speicherung (erhoht) .
(CycT) K | Speicherung (erhoht) Anzahl(erhéht) Regulation des Zellzyklus
Fructose-1,6- ) Anzahl(verringert)
Bisphosphatase (Fbp) P Aggregation (verringert) GlukoseStoffwechsel
Hexokinase A K Speicherung (unklar) iﬂi:hrﬁ%?gn(geg;ght) Zelluldre Glukose-Homeostasis
(Hex-A) Aggregation (verringert) Aggregation (verringert) Glykolyse
MAP kinase activated . .
protein-kinase-2 K | Speicherung (erhdht) ipe:’cehzrttijgr? ((;T;?tt)) Regulation der JNK-Kaskade
(MAPk-AK2) ggreg
Speicherung (erhéht)
Mekk1 K | Speicherung (erhoht) Anzahl (unklar) MAP Kinase Kinase Kinase Aktivitat

Aggregation (verringert)
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Phanotyp

Genbezeichnung Typ Phanotyp (komplett) (Einzelne Zelle) Funktion
. . . Speicherung (erhoht) Myotubularin-adhnliche Phosphatase;
m‘:ﬁ;bma”n P g;:g[l;::?g::gh(;)arhoht) Anzahl(erhdht) Organisation des corticalen Aktin-
Aggregation (verringert) | Zytoskeletts; Enodzytose
Speicherung (erhéht) Speicherung (erhéht) Protein Phosphatase Regulator-
microtubule star (mts) P) AP re atior?(erhbht) Anzahl (erhdht) aktivitat; Aktinfilament-Organisation;
9greg Aggregation (erhoht) Centrosom-Organisation
Speicherung (erhéht) Speicherung (verringert) - }
Nipped-A K | GroRe (verringert) Anzahl (erhoht) g?sr:g‘l’:;; R:SQU'atm des Notch
Aggregation (erhoht) Aggregation (verringert) 9 9
Speicherung (verringert) Speicherung (erhoht)
p38b K GroRe (verringert) Anzahl (verringert) MAP-Kinase Aktivitat; Stressantwort
9 Aggregation (verringert)
Speicherung (erhéht) Speicherung (erhéht) T . R
.. . 2 au-Kinaseaktivitat;
par-1 K | GroRe (erhoht) Anzahl (erhéht) Achsenbestimmung in der Oozyte
Aggregation (erhdht) Aggregation (unklar)
Phosphofructokinase K gpg[g:herung (ver;rmgert) ipelchr;erung (ve:trlngert) Geschwindigkeitsbestimmende
(Pfk) robe (vgrrlnge ) nza (v_errlnge ) Enzym der Glykolyse
Aggregation (verringert) Aggregation (unklar)
Phosphoinositide- Speicherung (erhdht) Speicherung (erhéht) . - .
dependent kinase 1 K | GréRe (erhoht) Anzahl (erhdht) Vorhindert Apoptoais: ' Insulin
(Pk61C) Aggregation (erhdht) Aggregation (verringert) P 9 9
O . . Pphosphatidylinositol-4,5-
Pr-mroEsNt!g(gse P gggflsc::?eﬂrj:gh(grhoht) Speicherung (erhoht) Bisphosphate 5-Phosphatase
phosp . . Aggregation (erhht) Aktivitat; Lipid-/Proteinphosphatase
(Plip) Aggregation (erhdht) in Mitochondrien
. . Pomp: Proteasom Reifungsfaktor
Pomp. (vari) (V:ri) igg'r‘;gjt‘i‘;? ((eerrhhghhtt)) Anzahl (erhsht) vTari: ﬁuanylatkin:llse-Aktivitét;
racheenentwicklung
Protein phosphatase 1 . . . . Myosin Phosphatase-Aktivat;
at 87B Phosp P Spglcherun_g (erhht) Spelcherung_ (erhoht) Tr{;nnung deFChromosomen
(Pp1-87B) GroRe (erhoht) Anzahl (verringert) wihrend der Mitose
. Speicherung (erhéht .
Protein phosphatase V | 5 | afons (elrjh(')'gh(t) : Speicherung (unklar) Regulation des Zellzyklus
(PpV) . . Anzahl (erhéht)
Aggregation (erhdht)
Protein tyrosine . . . .
phos;;ha)tlasel- Speicherung (erhoht) Speicherung (erhoht) Ras-Protein Signalweitergabe;
P | GroRe (erhoht) Anzahl (erhéht) - : ’
ERK/Enhancer of Ras1 A i hoht A ti hoht Inaktivierung des MAP-Signalweges
(PTP-ER) ggregation (erhoht) ggregation (erhoht)
Speicherung (verringert) . .
Ptpmeg P | GroRe (verringert) Anzahl (verringert) ihqgethzn}ezggziﬁ?lfn‘ an der
Aggregation (verringert) phag 9
. Beitzt “vascular endothelial growth
PDGF- and VEGF- Speicherung (erhoht) Spelcherung (unklar) factor-activated receptor activity” und
receptor related ) Aggregation (erhdht) Anzahl (erhoht) ist Uber diesen Signalweg an einer
(Pvr) Aggregation (erhdht) . . o
Vielzal an Zellfunktionen beteiligt;
Sphingosine kinase 1 K Speicherung (erhdht) Speicherung (erhéht) Sphingosine Kinase-Aktivitat;
(Sk1) Aggregation (erhdht) Anzahl (erhdht) Diacylglycerol-Kinaseaktivitat
Sticky (sti) K | Phanotyp Zelle: Mehrere Kerne in einer Zelle Zellteilung nach erfolgter Mitose
i . . ) Speicherung (erhéht)
Tousled-like kinase K Speicherung (verringert) Anzahl (verringert) Regulation des Zellzyklus

(tlk)

Aggregation (verringert)

Aggregation (verringert)
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5.2 Struktur-Funktionsanalyse von Drosophila PERILIPIN 2

Bei der Generierung der chimdren Proteine wurde die LDSP-Sequenz von CG2254 unter
anderem direkt hinter die LDL-Sequenz von PERILIPIN 2 (PLIN2, Gronke et al., 2003)
gefiigt (s. 3.8). Zur Bestimmung der LDL-Sequenz von PLIN2 wurde eine Struktur-
Funktionsanalyse des Proteins durchgefiihrt. Die hergestellten Konstrukte basierten auf den
Ergebnissen von Arrese et al. (2008), die mittels Circulardichroismus-Spektroskopie zwei
a-Helices (aa69-85 und aa250-256) zum Binden an die LD-Membran identifiziert hatten.
Zudem befindet sich die PAT-Domine, definierend fiir die PERILIPIN-Proteinfamilie (Miura
et al., 2002), in den aa35-152 (Arrese et al., 2008).

I~
g

»

2
PLIN2:EGFP PLIN2 aa1-152:EGFP

PLIN2 aa1-120:EGFP PLIN2 aa140-352:EGFP PLIN2 aa140-230:EGFP

PLIN2 aa140-180:EGFP PLIN2 aa231-352:EGFP

Abbildung 49: Struktur-Funktionsanalyse von PLIN2 zur Bestimmung der LDL-Sequenz(en). In Kc167-Zellen wurden
Deletionskonstrukte von PLIN2 als EGFP-Fusion transient exprimiert und die Zellen mit 400 pM OA behandelt. Die
Gegenfiarbung der LDs in den fixierten Zellen erfolgte mit HCS LipidTOX DeepRed. (A) Vollldngen PLIN2 lokalisiert auf
LDs. Bei einer Verkiirzung auf die Aminoséuren (B) 1-230 und (C) 1-152 lokalisiert das Fusionsprotein weiterhin auf den
LDs und damit enthélt aal-152 eine LDL-Sequenz. (D) Bei einem Konstrukt bestehend aus den Aminoséduren 1-120 findet
die Lokalisation auf die LDs nur noch in einzelnen Zellen statt, sodass die LDL-Sequenz teilweise gestort ist. (E) Bei einer
N-terminalen Verkiirzung auf die Aminosduren 140-352 lokalisiert das Fusionsprotein auf die LDs, (F) ebenso wie bei einer
weiteren Verkiirzung auf die Aminoséduren 140-230. (G-H) Weder die Aminosduren 140-180 noch 231-352 sind ausreichend
fiir die LD-Lokalisation. Damit hat PLIN2 eine zweite LDL-Sequenz im Bereich der Aminosduren 180-230. Die Bilder
zeigen Maximum Intensititsprojektionen von Z-Stapeln, die mit einem Leica TCS SP2 aufgenommen wurden. Die
MafBstabsbalken entsprechen 5 pm.
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5.3 Erganzende Daten zur in vivo Funktionsanalyse von CG2254
Der Abschnitt 3.9.2 beschreibt die in vivo Funktionsanalyse des CG2254 Proteins. Hier sind
dazu weitere Kontrollversuche sowie die Daten der beiden RNAi-Linien VDRC 101149 und

5470 dargestellt.
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Abbildung 50: TAG-Messung bei verinderten CG2254 Proteinmengen im Fettkérper. Der TAG-Gehalt wurde wie
unter 2.14.7 beschrieben bestimmt. Die Larven wurden bei 25 °C gehalten. Durch Kreuzungen mit einer Fettkorper-
spezifischen Gal4-Aktivatorlinie wurde EGFP-CG2254 exprimiert bzw. CG2254, midway (mdy, Buszczak et al., 2002) und
brummer (bmm, Gronke et al., 2005) mittels RNAi herunterreguliert. Durch die Uberexpression von EGFP-CG2254
speichern die Larven nicht mehr TAG als die Larven ohne Transgen. Der TAG-Gehalt ist bei der RNAi-Linie 2 signifikant
niedriger gegeniiber der VDRC w[1118] Kontrolllinie, aber nicht so stark wie bei mdy RNAI, das eine der Kontrolle fiir eine
reduzierte Speicherung ist. Bei der RNAi-Linie 3 und der Kontrolle fiir eine erhdhte Speicherung (bmm RNAI) lassen sich
dagegen im Larvenstadium keine signifikanten Unterschiede feststellen. Dargestellt sind die Mittelwerte von jeweils drei
Datenpunkten mit ihrer entsprechenden Standardabweichung.
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Abbildung 51: Einfluss des CyO-Balancierchromosoms auf den TAG-Gehalt. Um auszuschlieffen, dass das CyO-
Balancierchromosom den TAG-Gehalt bei der Fliege beeinflusst und dadurch die bei der EGFP-Expression beobachtete
Verdnderung des TAG-Gehalts nur auf dem Balancierchromosoms beruht, wurde ein Kontrollexperiment ohne die
Aktivierung des Gal4/UAS-Systems durchgefiihrt. Der TAG-Gehalt wurde wie unter 2.14.7 beschrieben bestimmt. Die
adulten Tiere wurden bei 25 °C gehalten. Ménnchen stammen aus der Kreuzung der VDRC w[1118] Kontrolllinie mit der
mittels des CyO-Balancierchromosoms heterozygoten UAS-EGFP-CG2254 Linie. Dargestellt werden die Mittelwerte von
jeweils vier Datenpunkten mit ihrer entsprechenden Standardabweichung..
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Abbildung 52: In vivo Ergebnisse bei Kreuzungen mit den CG2254 RNAi-Linien 2 und 3 und einer Fettkorper-
spezifischen Gal4-Aktivatorlinie. (A und B) Test auf Letalitdt wie unter 2.9.1 beschrieben. Kreuzung von homozygoter (A)
CG2254 RNAi-Linie 2 und (B) CG2254 RNAi-Linie 3 mit mittels eines Balancierchromosoms heterozygot verwendeten
Fettkorper-Gal4-Aktivatorlinie. Nach dreitédgiger Eiablage erfolgte die Entwicklung bei 25 °C. Dargestellt ist die Summe der
Nachkommen aus zwei parallelen Ansétzen. (C) Bestimmung des TAG-Gehalts wie in Abbildung 36 beschrieben. Dargestellt
werden die Mittelwerte von jeweils sechs Datenpunkten mit ihrer entsprechenden Standardabweichung.
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Abbildung 53: In vivo Ergebnisse bei Kreuzungen mit den CG2254 RNAi-Linien 2 und 3 und einer Gal4-
Aktivatorlinie mit Aktivierung in der kompletten Ringdriise. (A und B) Test auf Letalitdt wie unter 2.9.1 beschrieben.
Kreuzung von homozygoter (A) CG2254 RNAi-Linie 2 und (B) CG2254 RNAi-Linie 3 mit heterozygoter 2-286 Gal4-
Aktivatorlinie. Nach dreitdgiger Eiablage erfolgte die Entwicklung bei 29 °C. Dargestellt ist die Summe der Nachkommen
aus drei parallelen Ansétzen. (C) Bestimmung des TAG-Gehalt wie unter Abbildung 37 beschrieben. Madnnchen stammen aus
der Kreuzung mit den beiden CG2254 RNAi-Linien und heterozygoten 2-286-GAL4. Normalisierung auf den TAG-Gehalt
der Kontrollfliegen mit Balancierchromosom. Dargestellt werden die Mittelwerte von jeweils sechs Datenpunkten mit ihrer
entsprechenden Standardabweichung.
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Abbildung 54: In vivo Ergebnisse bei Kreuzungen mit den CG2254 RNAi-Linien 2 und 3 und einer Gal4-
Aktivatorlinie mit Aktivierung im CA und der PTG. (A und B) Test auf Letalitdt wie unter 2.9.1 beschrieben. Kreuzung
von homozygoter (A) CG2254 RNAi-Linie 2 und (B) CG2254 RNAi-Linie 3 mit der mittels eines Balancierchromosoms
heterozygot verwendeten Feb36-Gal4-Aktivatorlinie. Nach flinftdgiger Eiablage erfolgte die Entwicklung bei 25 °C.
Dargestellt ist die Summe der Nachkommen aus zwei parallelen Ansétzen. (C) Bestimmung des TAG-Gehalts wie unter
Abbildung 38D beschrieben. Die Normalisierung der Werte erfolgte auf den TAG-Gehalt der VDRC w[1118] Kontrolllinie.
Dargestellt werden die Mittelwerte von jeweils vier Datenpunkten mit ihrer entsprechenden Standardabweichung.
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Abbildung 55: In vivo Ergebnisse bei Kreuzungen mit den CG2254 RNAi-Linien 2 und 3 und einer Gal4-
Aktivatorlinie mit Aktivierung im CA (A und B) Test auf Letalitit wie unter 2.9.1 beschrieben. Kreuzung von
homozygoter (A) CG2254 RNAi-Linie 2 und (B) CG2254 RNAi-Linie 3 mit heterozygoter Di-11 Gal4-Aktivatorlinie. Nach
dreitdgiger Eiablage erfolgte die Entwicklung bei 29 °C. Dargestellt ist die Summe der Nachkommen aus drei parallelen
Ansidtzen. (C) Bestimmung des TAG-Gehalts wie unter Abbildung 39B beschrieben. Ménnchen stammen aus den
Kreuzungen mit den RNAi-Linien und heterozygoter Di-11. Die Normalisierung erfolgte auf den TAG-Gehalt der
Kontrollfliegen mit Balancierchromosom.
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Abbildung 56: TAG-Bestimmung bei verringerter CG2254 Menge im adulten CA. (A) Bestimmung des TAG-Gehalts
wie unter Abbildung 40 beschrieben. Ménnchen stammen aus den Kreuzungen von Di-3 mit den RNAi-Linien 2, 3 und der
VDRC w[1118]-Kontrolllinie. Dargestellt werden die Mittelwerte aus drei parallelen Kreuzungen mit jeweils vier bis sechs
Datenpunkten mit ihrer entsprechenden Standardabweichung. Die Normalisierung erfolgte auf den TAG-Gehalt der Fliegen
aus der Kreuzung mit der VDRC w[1118]-Kontrolllinie.
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Abbildung 57: In vivo Ergebnisse bei Kreuzungen mit den CG2254 RNAi-Linien 2 und 3 und einer darmspezifischen
Gal4-Aktivatorlinie. (A und B) Test auf Letalitdt wie unter 2.9.1 beschrieben. Kreuzung von homozygoter (A) CG2254
RNAi-Linie 2 und (B) CG2254 RNAi-Linie 3 mit der mittels eines Balancierchromosoms heterozygot verwendeten NPC1b-
Gal4-Aktivatorlinie. Nach dreitdgiger Eiablage erfolgte die Entwicklung bei 29 °C. Dargestellt ist die Summe der
Nachkommen aus drei parallelen Ansitzen. (C) Bestimmung des TAG-Gehalts wie in Abbildung 43 beschrieben. CG2254
RNAI mit der RNA-Linie 3 fiihrt zu einer signifikanten Reduktion des gespeicherten TAG gegeniiber den VDRC w[1118]
Kontrollfliegen, wihrend mit der RNAi-Linie 2 keine signifikanten Unterschiede gemessen wurden. Dargestellt werden die
Mittelwerte von jeweils vier Datenpunkten mit ihrer entsprechenden Standardabweichung.
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6 Zusammenfassung

Neutralfette sind aufgrund ihrer hohen Energiedichte die wichtigste Energiespeicherform
vielzelliger Organismen. Auf zelluldrer Ebene erfolgt die Fettspeicherung in Lipidtropfchen
(engl. lipid droplets, LDs). Erst in den vergangenen Jahren wurden LDs als dynamische, zyto-
plasmatische Organellen anerkannt. Neben der Energieversorgung werden LDs und die darin
gespeicherten Fette fiir vielfdltige Aufgaben verwendet. Die Funktion der LDs héngt dabei
mafgeblich von den mit ihnen assoziierten Proteinen ab. Wahrend LD-assoziierte Proteine in
der Regel auf allen LDs lokalisieren, konnten auch Proteine identifiziert werden, die sich nur
auf LD-Subpopulationen befinden. Wie diese Proteine eine solche differenzielle Lokalisation

erreichen, und wodurch sich LD-Subpopulationen auszeichnen, ist noch ungeklrt.

Um diese Fragen zu beantworten, wurde in dieser Arbeit die auf LD-Subpopulationen lokali-
sierte Dehydrogenase/Reduktase CG2254 aus Drosophila melanogaster charakterisiert.
Lokalisationsstudien mit CG2254 und verwandten Proteinen aus anderen Spezies zeigten,
dass LD-Subpopulationen evolutiondr konserviert und verbreiteter als bisher angenommen
sind. Die durch CG2254-markierten LD-Subpopulationen konnten als anabolisch aktive LDs
klassifiziert werden. Mittels einer Struktur-Funktionsanalyse wurden in der CG2254 Primar-
sequenz zwei getrennte Bereiche identifiziert: einerseits ein Bereich fiir die Lokalisation auf

LDs allgemein und andererseits ein Bereich flir die Beschrankung auf LD-Subpopulationen.

Um die Bedeutung der LD-Subpopulationen im Organismus zu untersuchen, wurde CG2254
auch in vivo studiert. Mit der Lokalisationsanalyse des endogenen CG2254-Proteins konnten
erstmals LD-Subpopulationen im Organismus nachgewiesen werden. Die CG2254-Funktion
wurde durch gewebespezifische Verdnderungen der Proteinmenge mittels des GAL4/UAS-
Systems untersucht. Im Darm stellte sich CG2254 als bedeutend fiir die Fettspeicherung
heraus, wihrend die Uberexpression von CG2254 im Fettkdrper Letalitit im Puppenstadium
verursachte. In der neurosekretorischen Ringdriise beeinflusste CG2254 sowohl die Fett-
speicherung als auch die Vitalitit wéihrend der larvalen Entwicklung, was auf eine

Beteiligung von CG2254 an verschiedenen regulatorischen Prozessen hindeutet.

Wie die Fettspeicherung in LDs auf zelluldrer Ebene gesteuert wird, ist noch nicht vollstdndig
geklért. Mit den durchgefiihrten Analysen konnten wichtige Erkenntnisse iiber LD-Subpopu-
lationen gewonnen, sowie die Werkzeuge generiert werden, um diese genauer zu untersuchen.
Damit ist eine Grundlage gelegt, um in weiterfiihrenden Studien ein besseres Verstindnis der
zelluldren Fettspeicherung von Drosophila und anderen Organismen zu erhalten.
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Summary

Multicellular organisms store energy mainly in the form of neutral lipids. On the cellular
level, this storage occurs in lipid droplets (LD). Only recently, LDs were acknowledged as
dynamic, cytoplasmic organelles. Besides their function in supplying energy, LDs and the
lipids stored by them are used for various cellular tasks, which highly depend on the proteins
associated with the LD-surface. Most of the known LD-associated proteins localise to all
LDs, but a growing number of proteins has been identified which target only to LD-subsets. It
is yet unknown, how these proteins achieve a differential localisation and which functions

LD-subsets have.

Here, the LD-subset targeting annotated short-chain dehydrogenase/reductase CG2254 from
Drosophila melanogaster was characterised to answer these questions. CG2254 and related
proteins from Mus musculus showed an evolutionary conserved localisation to LD-subsets in
mammalian and fly tissue culture cells. LDs labelled by CG2254 localisation turned out to be
anabolically active. Using structure-function analyses, two distinct targeting motifs within the
CG2254 primary sequence could be identified: on the one hand a sequence necessesary for
the localisation to all LDs, and on the other hand a sequence for the limitation of the

localisation to LD-subsets.

To gain knowledge about the role of LD-subsets for the organism, CG2254 was also studied
in vivo. Endogenous CG2254 protein localises to LD-subsets, hence confirming the existence
of LD-subsets in organisms for the first time. By Gal4/UAS-mediated knockdown and
overexpression studies the function of CG2254 was investigated in the fat body, the gut and
the neurosecretory ring gland. Overexpression of an EGFP-tagged CG2254 transgene in the
fat body caused lethality in the pupal stage, whereas overexpression in the gut led to an
increased storage of lipids. In the ring gland, CG2254 gain-of- and loss-of-function influenced
both the viability during development as well as the fat storage, indicating a regulatory role of

CG2254 in multiple processes.

It is still not fully understood how the fat storage on the cellular level is controlled. The
findings of this work provide an important contribution to the knowledge about LD-subsets
and the tools for further investigation. This will help to gain a deeper insight into the

mechanisms of cellular fat storage in Drosophila as well as in other organisms.

116



Abkiirzungsverzeichnis

7 Abkiurzungsverzeichnis

178-HSD11 ,»17B-Hydroxysteroid dehydrogenase type 11

20E 20-Hydroxyecdyson

aa Aminoséure(n)

AAM-B »S-Adenosylmethionin-abhéngige Methyltransferase, Klasse I
Adh »Alkohol Dehydrogenase*

AgRP »Agouti-related peptide*

AGPAT »sn-1-Acylglycerol-3-phosphat-O-Acyltransferase*
AKH »Adipokinetic Hormone”

ATGL »Adipose Triglyceride Lipase”

AUPI1 »Ancient ubiquitous protein 17

Bmm ,,Brummer”

BCA Bicinchoninséure, engl. bicinchoninic acid

BSA Rinderserumalbumin, engl. bovine serum albumine
C- Carboxy-

CA corpus allatum, Teil der Ringdriise

Cav3PeY Negativ-dominante Caveolin 3 Mutante

CcC corpus cardiacum, Teil der Ringdriise

CCT ,»Cytidine triphosphate:phosphocholine cytidylyltransferase”
COPI ,Coat Protein Complex I

CyO ,Curly of Oster*

DAB 3,3’-Diaminobenzidin

DAG Diacylglycerol

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

DGAT »Diacylglycerol-O-Acyltransferase”

DHRS3 ,Dehydrogenase/reductase (SDR Family) Member 3”
DHS-4 ,DeHydrogenases, Short chain 4”

DIG Digoxigenin

DILPs »Drosophila insulin-like peptides”
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DMSO
DNA
dNTP
DTT
(E)GFP
EDTA
EGTA
engl.
ER
ERD-2
EST
Fsp27
G0S2
GPAT
HEPES
HRP
HSL
L.U.

IPC

JH

kb

kDa

LD
LDL-Sequenz
LDSP-Sequenz
mdy
MG-132
N-
NAD(P)
NPC
NPF

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsiure, engl. Deoxyribonucleic acid
Desoxyribonukleosidtriphosphat

Dithiothreitol

(Verbessertes) griin fluoreszierendes Protein, engl. (enhanced) green
fluorescent protein

Ethylendiamintetraessigsdure, engl. Ethylenediaminetetraacetic acid

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsdure, engl.
Ethylene glycol-bis(aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid

englisch

endoplasmatisches Retikulum

,»Epidermal Retinol Dehydrogenase 2-like”

engl. expressed sequence tag

,fat-specific protein p27”

,,G0/G1 Switch Protein 2
,Glycerol-3-phosphat-O-Acyltransferase”
2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsédure
Meerrettichperoxidase, engl. horse raddish peroxidase
,Hormonsensitive Lipase”

engl. International Units

Insulin-produzierenden Zellen, engl. Insulin-producing cells
Juvenilhormon

Kilobasenpaare

Kilodalton

Lipidtropfchen, engl. lipid droplet

Sequenz fiir die lipid droplet Lokalisation

Sequenz fiir die Lokalisation auf lipid droplet Subpopulationen
Hmidway*

Carbobenzoxyl-leucinyl-leucinyl-leucinal-H

Amino-

Nicotinamidadenindinukleotid(phosphat)
»Niemann-Pick type C*

»Neuropeptid F*
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n.s. nicht signifikant

OA Olsgure, engl. oleic acid

ORP2 ,»Oxysterol binding protein-related protein 2”

PCR Polymerase-Kettenreaktion, engl. Polymerase chain reaction

PLIN ,Perilipin”

POMC ,»pro-opiomelanocortin‘

PPH-1 »Phosphatidat-Phosphatase 1”

PTG Prothorakaldriise, engl. prothoracic gland, Teil der Ringdriise

RDHI10 ,Retinol Dehydrogenase 10”

RNA Ribonukleinséure, engl. ribonucleic acid

RNAi RNA-Interferenz

rpm Umdrehungen pro Minute, engl. rounds per minute

. siche

sc ., scute

SDR kurzkettige Dehydrogenase/Reduktase, engl. Short-chain dehydrogenase/
reductase

SDS Natriumdodecylsulfat

Ser ., Serrate

sNPF ,»short Neuropeptide F*

SE Sterolester

SSC Kochsalz-Natriumcitrat, engl. saline sodium citrate

TAG Triacylglycerol

th LHthread”

TMD Transmembran-Doméne

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

UAS engl. Upstream Activating Sequence

UBXD-8 ,Ubiquitin X Doméne enhaltenes Protein 8*

Upd2 ,Unpaired2*

v ,, vermilion *

w ,, white

y ,yellow*

z. B. zum Beispiel
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