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1 Einleitung

1.1  Energiehomoostase

Eine Notwendigkeit des Lebens und damit eine Gemeinsamkeit aller Organismen ist die
Fahigkeit, sich an wechselnde Umweltbedingungen anzupassen (Lehrbuch Campbell und
Reece, 2009). Hierfur werden sowohl dufdere als auch innere Reize wahrgenommen und
prozessiert, um eine der neuen Situation angemessene Reaktion einleiten zu kénnen.
Benotigt ein Organismus zum Beispiel Energie fur Wachstum, Fortpflanzung und die
Aufrechterhaltung seiner Funktion, wird er danach streben Nahrstoffe aufzunehmen. Er
steht dabei vor der Herausforderung, dass Nahrstoffangebot und -bedarf selten genau
ubereinstimmen. Um also langfristig eine ausgeglichene Energiebilanz zu gewahrleisten,
muissen Lebewesen in Zeiten hohen Nahrungsangebots zusatzliche Energie speichern,
auf die sie in Mangelsituationen zurlickgreifen kénnen. Dieses regulierte Wechselspiel
aus Energieverbrauch, -aufnahme und -speicherung wird als Energiehomdéostase
bezeichnet (Ubersichtsartikel Nadal et al., 2017). Haufig werden fiir die Speicherung von
Energie parallel Verbindungen unterschiedlicher chemischer Klassen genutzt. Betrachtet
man einen durchschnittichen Mann, wie er in erndhrungswissenschaftlichen Fachblchern
definiert ist, speichert dieser bei einem Ko&rpergewicht von 75 kg insgesamt 450 g
Kohlenhydrate in der Leber und den Muskeln (hauptsachlich in Form des Polysaccharids
Glykogen). Bei vdllig ausbleibender Nahrungszufuhr wirde die hier gespeicherte Energie
weniger als einen Tag ausreichen, um den Bedarf zu decken (Lehrbuch Elmadfa und
Leitzmann, 2004). Quantitativ bedeutender ist die Einlagerung von Lipiden in Form von
Triacylglycerolen (TAGs) in die Adipozyten des weilen Fettgewebes (Ubersichtsartikel
Luo und Liu, 2016). Mit einer durchschnittlichen Menge von 9.000 g liefern diese Lipide
fast 50-mal mehr Energie als das gespeicherte Glykogen (Lehrbuch Elmadfa und
Leitzmann, 2004). Da der Mensch auch Aminosduren zur Energiegewinnung nutzt,
kénnen im Bedarfsfall korpereigene Proteine (z.B. aus dem Muskelgewebe) abgebaut und
verstoffwechselt werden. Hierbei handelt es sich aber nicht um einen Energiespeicher im
klassischen Sinn, da die genutzten Proteine primar eine andere Funktion als die der
Energiebereitstellung besitzen (Lehrbuch Voet et al, 2008). Die Fahigkeit,
unterschiedliche Substrate zur Energiegewinnung nutzen zu koénnen, verschafft dem
Organismus grofRere Flexibilitdt bei der Verwertung chemisch komplexer Nahrung.
Gleichzeitig erhoht sich allerdings die Anzahl und Komplexitdt der bendtigten
Stoffwechselwege und damit die Notwendigkeit einer engen Regulation.
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1.2 Regulation des Energie-Stoffwechsels

Der Stoffwechsel lasst sich in aufbauende (anabole) und abbauende (katabole) Prozesse
unterteilen. Selbst einfachste Organismen wie Hefezellen missen diese gegenlaufigen
Stoffwechselwege eng regulieren, um eine flexible Anpassung an veranderte intrinsische
und extrinsische Bedingungen zu gewahrleisten (Ubersichtsartikel Saldanha et al., 2004).
Noch komplizierter stellt sich die Situation in mehrzelligen Organismen dar. Hier missen
spezialisierte Zellen und Gewebe untereinander Informationen austauschen. Darilber
hinaus unterscheiden sich viele Gewebe und Organe im Hinblick auf ihren
Energiestoffwechsel. Das menschliche Gehirn z.B. metabolisiert bevorzugt Glukose und
stellt seinen Stoffwechsel erst nach langerem Glukosemangel auf Ketonkdérper um. Das
Muskelgewebe nutzt neben Glukose auch Fettsauren zur Energiegewinnung. Im Hinblick
auf die Energiehomdostase des Menschen ist der Regelkreis aus Insulin- und Glucagon-
Signalwegen integral (Lehrbuch Loffler et al., 2007). Wird Nahrung aufgenommen, fihrt
die steigende Glukosekonzentration im Blut zur Ausschuttung von Insulin durch die Beta-
Zellen des Pankreas. Insulin induziert die Aufnahme der zirkulierenden Glukose in die
Zellen des Muskelgewebes und der Adipozyten. Gleichzeitig inhibiert es die
Glukoneogenese (Synthese von Glukose z.B. aus Pyruvat) und Glykogenolyse (Abbau
von Glykogen zur Gewinnung von Glukose) in der Leber. Die in die Zellen aufgenommene
Glukose kann nun zur Bildung von Energiespeichern in Form von Glykogen (in
Muskelzellen) oder TAGs (in Adipozyten) genutzt werden (Lehrbuch Voet et al., 2008). Als
Gegenspieler von Insulin gilt das Hormon Glucagon. Sinkt die Blutglukosekonzentration,
fuhrt die Ausschuttung von Glucagon zu einer gesteigerten Glykogenolyse und Lipolyse
und damit zur Freisetzung von Glukose und freien Fettsduren als Energiesubstrate
(Lehrbuch Voet et al., 2008). Uber Insulin und Glucagon hinaus wird die
Energiehomdostase von einer Vielzahl von Faktoren beeinflusst. Dies kann zum Beispiel
die Steuerung von Hunger und Sattigung durch Hormone wie Leptin (Zhang et al., 1994)
und Ghrelin (Nakazato et al., 2001) oder Neurotransmitter wie Serotonin (Ubersichtsartikel
Voigt und Fink, 2015) sein. Auch verschiedene Steroid- und Stresshormone beeinflussen
die Energiehomdostase (Ubersichtsartikel de Guia et al., 2014). Insgesamt handelt es
sich um ein komplexes Netzwerk aus Stoffwechsel- und Signaltransduktionskaskaden,
deren Fehlregulation drastische gesundheitliche Folgen haben kann. Dies zeigt sich zum
Beispiel in der weltweit steigenden Mortalitat als Folge des metabolischen Syndroms. Mit
diesem Begriff ist das gleichzeitige Vorhandensein von anormalen Blutlipidwerten,
Adipositas, hohem Blutdruck und Insulinresistenz gemeint. Das metabolische Syndrom ist
der Haupt-Risikofaktor fir kardiovaskulare Erkrankungen, der weltweit haufigsten
Todesursache (World Health  Organization, 2016). Auch  Stressresistenz,
Entwicklungsprozesse und die Lebensspanne wird durch die Regelkreise beeinflusst, die
der Energiechomoostase zugrunde liegen (Enell et al., 2010; Mitchell et al., 2016). In einer
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Vielzahl von Modellorganismen sowie im Menschen wurde zum Beispiel gezeigt, dass
eine Drosselung der Nahrungszufuhr (engl.: dietary restriction) eine lebensverlangernde
Wirkung hat. Wichtige Mediatoren dieses Effektes sind Nahrstoff-sensitive Signalwege
wie mTOR (engl.. mechanistic Target Of Rapamycin) und der Insulin-Signalweg
(Ubersichtsartikel Kapahi et al., 2016). Aufgrund ihrer physiologischen Bedeutung sind die
Komponenten des Energie-Metabolismus Gegenstand intensiver Forschung.

1.3 Drosophila melanogaster in der
metabolischen Forschung

Viele der im menschlichen Stoffwechsel ablaufenden Prozesse und pathologischen
Veranderungen wurden durch Studien an Modellorganismen entschlisselt. Ein
prominentes Beispiel ist die Entdeckung des Hormons Leptin in der Maus (Zhang et al.,
1994), durch das ein weiterer Grundstein im Verstandnis fur die Entstehung von
Adipositas gelegt wurde. Neben den Sauger-Modellen wie Maus und Ratte gewinnen
Invertebraten wie die Schwarzbauchige Taufliege (Drosophila melanogaster, im
Folgenden Drosophila genannt) fir die metabolische Forschung immer mehr an
Bedeutung (z.B. Beshel et al., 2017; Na et al., 2013; Regalado et al., 2017; Stahl et al.,
2017). Drosophila bietet den Vorteil kurzer Generationszeiten und einfacher Haltung
(Ubersichtsartikel Hales et al., 2015). AuBerdem sind eine Vielzahl genetischer
Werkzeuge vorhanden (z.B. Brand und Perrimon, 1993; Kondo und Ueda, 2013). Im
Gegensatz zum Menschen besitzt die Fliege ein offenes Kreislaufsystem, in dem die
Hamolymphe die Funktion des Blutes einnimmt. Trotz der geringeren organismischen
Komplexitdt und dem Fehlen von Organen wie dem Pankreas, sind viele Gewebe und
Organe vorhanden, die in dhnlicher Form auch im Menschen zu finden sind oder eine zu
menschlichen Organen analoge Funktion besitzen (Ubersichtsartikel Baker und Thummel,
2007). Der Fettkorper zum Beispiel speichert Lipide und Glykogen, dient aber auch als
sekretorisches Organ. Er nimmt eine Funktion ahnlich der Leber und des Fettgewebes ein
(Colombani et al., 2003; Jiang et al., 2005). Wie der Mensch besitzt auch Drosophila
endokrine Regelmechanismen, um den Stoffwechsel zu steuern. Mit dem Zytokin
Unpaired 2 (Upd 2) lasst sich in den Fliegen zum Beispiel ein funktionelles Leptin-
Homolog finden (Rajan und Perrimon, 2012). Ein weiteres Beispiel ist das Glucagon-
ahnliche adipokinetische Hormon (AKH), welches durch neurosekretorischen Zellen
(Corpora cardiaca, CC) ausgeschittet wird (Lee und Park, 2004; Schaffer et al., 1990).
Das Modell in Abbildung 1 zeigt wie AKH an der Stoffwechselregulation beteiligt ist.
Besteht Nahrungsmangel, fihrt AKH zur Glykogenolyse und damit zu einem Anstieg der
Trehalosekonzentration in der Hamolymphe (Lee und Park, 2004). Wie Glukose beim
Menschen, stellt Trehalose in Insekten im Hinblick auf Kohlenhydrat-Verbindungen die
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quantitativ bedeutendste Transportform von Energie dar. Neben Trehalose enthalt die
Hamolymphe aber auch Glukose (Wyatt und Kale, 1957). Fehlen die AKH-sekretierenden
Zellen oder das AKH-kodierende Gen, hat dies eine Dysregulation des Glukose- und
Lipid-Stoffwechsels sowie eine verminderte Stressresistenz zur Folge (Galikova et al.,
2015; Lee und Park, 2004). Hier zeigen sich deutliche Effekte allerdings nur in den
adulten Tieren und nicht wahrend der larvalen und embryonalen Entwicklung (Galikova et
al., 2015).

Aminosauren (+) Aminosauren (+)

Zucker (+) Zucker (-)
. 4 4
IPCs CcC

(DILPs) © > (AKH)

dFOXO
Y
~
\ v
v \
d4E-BP ¥ tobi
y A 4

Wachstum und GkaogenonseT
Translation

Abbildung 1: Modell des Zusammenspiels der Drosophila insulin like peptides (DILPs) mit
dem Glucagon-ahnlichen adipokinetischen Hormon (AKH). Dargestellt ist die Reaktion auf
veranderte Nahrungsbedingungen am Beispiel der Regulation der alpha-1,4 Glucosidase target of
brain insulin (tobi). Aminosauren in der Nahrung aktivieren sowohl die Insulin produzierenden
Zellen (engl.: Insulin producing cells, IPCs) des Gehirns als auch die neurosekretorische Corpora
cardiaca (CC). IPC-Signale als Reaktion auf eine hohe Zuckerverfligbarkeit hemmen die Aktivitat
des Transkriptionsfaktors dFOXO und darlber d4E-BP (thor). Thor ist an der
Wachstumsregulation, Stressresistenz und dem Lipid-Metabolismus beteiligt. Ein geringer
Zuckergehalt der Nahrung fuhrt GUber AKH-Signale aus der CC zur Glykogenolyse und damit zur
Mobilisierung von Glukose. Die IPC-CC Achse steuert in Abhangigkeit von der Zusammensetzung
der Nahrung die Expression von fobi. Abbildung in Anlehnung an Buch et al. (2008).

Auch der Insulin-Signalweg sowie Insulin-ahnliche Wachstumsfaktoren (engl.: Insulin-like
growth factors, IGFs) finden sich in der Fliege (Abbildung 1). Insgesamt gibt es acht
Insulin-dhnliche Peptide (engl.: Drosophila Insulin-like Peptides, DILPs), welche mit
DILP1-8 bezeichnet werden (Ubersichtsartikel Nassel und Vanden Broeck, 2016). Diese
werden im Insulin/Insulin-like growth factor Signalweg (lIS) zusammengefasst. DILP2,



1 Einleitung 10

DILP3 und DILP5 werden von Insulin produzierenden Zellen (engl.: Insulin producing
cells, IPCs) des Gehirns sezerniert (Broughton et al., 2010). Das genetische Entfernen
dieser Zellen (Uber das Drosophila Gen reaper) flhrt zu erhdhten Glukose-Spiegeln in der
Hamolymphe und zu einer verlangerten Lebensspanne (Broughton et al., 2005). Die
DILP-Signale in Drosophila werden teilweise durch den Transkriptionsfaktor dFOXO
vermittelt (Abbildung 1). Dieser flihrt zur Expression des Drosophila Insulin Rezeptors
(dInR) und des translationalen Regulators d4E-BP (thor) (Wessells et al., 2009). Thor ist
an der Wachstumsregulation (Miron et al, 2001), Stressresistenz und dem Lipid-
Metabolismus (Teleman et al., 2005) der Tiere beteiligt. Wie in Abbildung 1 zu erkennen
ist, stellt die alpha-1,4 Glucosidase target of brain insulin (tobi) ein weiteres peripheres
Ziel der DILP- und AKH-Signale dar (Buch et al., 2008). Fehlen IPCs, die CC oder deren
Signale, fihrt dies zu einem fast volligen Ausbleiben der tobi-Expression (Buch et al.,
2008). Die Expression von tobi reagiert aulerdem auf die Zusammensetzung der
Nahrung. Erhalten die Fliegen ein Futtermedium, das sehr reich an Zucker und arm an
Protein ist, wird tobi nur schwach exprimiert. Ist das Futter hingegen arm an Zucker und
reich an Protein, induziert dies die fobi Expression (Buch et al., 2008). Bei den hier
vorgestellten Regelkreisen handelt es sich nur um einen kleinen Ausschnitt aus den
komplexen neuronalen und endokrinen Netzwerken, mit deren Hilfe die Fliegen ihren
Stoffwechsel regulieren. Wie im Menschen wird auch in Drosophila Energie in
Abhangigkeit von Bedarf und Angebot in spezialisierten Geweben gespeichert oder aus
diesen remobilisiert. Der Regulation der Energiechomdostase dienen dabei evolutionar
hoch konservierte Signalwege (Ubersichtsartikel Baker und Thummel, 2007).

1.4 Lipid Droplets (LDs)

Wie im Menschen dienen auch in Drosophila TAGs als zentrale Molekile fir die
Speicherung von Energie (Ubersichtsartikel Kiihnlein, 2011). Auf zellulérer Ebene findet
diese Speicherung von Lipiden in sogenannten Lipidtrépfchen (engl.: Lipid Droplets, LDs)
statt. Hierbei handelt es sich um Lipid-Speicherorganellen, zu deren Bildung nahezu alle
Zellen und Organismen befahigt sind (Ubersichtsartikel Walther und Farese, 2012). Sie
finden sich in Einzellern wie Bakterien (Ding et al., 2012), Pflanzen (Bi et al., 2016) sowie
im Menschen (Riva et al., 1985). Die Grolte, Anzahl, und zellulare Positionierung der LDs
kann dabei stark zwischen unterschiedlichen Zelltypen aber auch innerhalb eines Zelltyps
variieren. So kénnen LDs in Adipozyten des weilden Fettgewebes von Saugetieren einen
Durchmesser von Uber 100 uM besitzen. In Hefezellen lassen sich aber auch LDs
nachweisen, die kleiner als 0,4 uM sind (z.B.: Cushman, 1970; Herms et al., 2013;
Krahmer et al., 2011; Yu et al., 2015). LDs interagieren mit vielen anderen Organellen,
wie dem endoplasmatischen Retikulum (ER), den Mitochondrien und Peroxisomen
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(Abbildung 2, Ubersichtsartikel Brasaemle und Wolins, 2012). Alle LDs zeigen den
gleichen stereotypen Aufbau (Abbildung 2): Sie besitzen einen lipophilen Kern aus
Neutrallipiden wie TAGs und Sterol-Estern (Bartz et al., 2007; Czabany et al., 2008), der
von einer Phospholipid-Einzelmembran umgeben ist (Tauchi-Sato et al., 2002). Mit dieser
Membran sind verschiedene Proteine assoziiert (z.B. Beller et al., 2006; Cermelli et al.,
2006; Schmidt et al., 2013).

P
)

%}‘ -2 BT 1) LIRS S 35S BN

Abbildung 2: Aufbau von Lipid Droplets (LDs). (A) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines
LDs aus einer kultivierten Leberkarzinom-Zelle. Zu erkennen ist die Phospholipid-Einzelschicht des
LDs sowie die Assoziation mit Membranen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) und den
Mitochondrien. (B) Gezeigt ist ein Modell des LD-Aufbaus. Der Kern besteht aus Neutrallipiden
(Triacylglycerol und Sterol-Ester) und wird von einer Phospholipid-Einzelmembran umgeben. Mit
dieser Membran sind verschiedene Proteine assoziiert. Beispiele hierfir sind DGAT2
(Diacylglycerol-O-acyltransferase 2; beteiligt an der TAG-Synthese) und CCT (CTP:phosphocholin
cytidyltranferase; Schllisselenzym der Phosphatidylcholin-Synthese). Proteine koénnen auf
unterschiedliche Weise mit der LD Membran assoziiert sein, so zum Beispiel durch amphiphatische
alpha Helices, hydrophobe Domanen im Protein sowie Protein-Protein Interaktionen (Letztere nicht
dargestellt). Abbildung modifiziert aus Farese und Walther (2009).

Neben der Speicherung von Neutrallipiden als Energietrager besitzen LDs eine Reihe
weiterer Funktionen (Ubersichtsartikel Welte, 2015). Sie erlauben Zellen zum Beispiel die
sichere Lagerung lipophiler Verbindungen, die ansonsten in hohen Konzentrationen
zytotoxisch wirken konnten (Plotz et al., 2016; Valachovic et al., 2016). Darlber hinaus
wurde gezeigt, dass LDs zellulare und metabolische Prozesse beeinflussen, indem sie an
verschiedenen Signalwegen beteiligt sind oder diese beeinflussen (Arrese et al., 2014).
Im Rahmen immunologischer Prozesse sind sie zum Beispiel an der Bildung lipophiler
Entziindungsmediatoren wie Prostaglandinen und Leukotrienen beteiligt, speichern
antivirale und antibakterielle Peptide, oder werden von Pathogenen wie Hepatitis C- und
Dengue-Viren zur Selbstassemblierung genutzt (Ubersichtsartikel Saka und Valdivia,
2012; Welte, 2015). In steroidbildenden (steroidogenen) Zellen befinden sich LDs, die
besonders reich an Cholesterolestern sind und zur Bildung von Steroidhormonen
beitragen (Servetnick et al., 1995). Auch die Verflgbarkeit zahlreicher zellularer Proteine
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wird von LDs beeinflusst. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass LDs an der ER-
assoziierten Degradation (ERAD) von ApoB100 (Ohsaki et al., 2008) und dem Enzym
HMG-CoA Reduktase (Hartman et al., 2010) beteiligt sind. Wie in Drosophila Embryonen
gezeigt wurde, kdnnen LDs Histone im Cytosol binden und gewahrleisten so eine eng
regulierte Stéchiometrie dieser Proteine im Zellkern (Li et al., 2014). Die Vielfaltigkeit der
LD-Funktionen wird mafgeblich von den Proteinen bestimmt, die mit ihrer LD-Membran
assoziiert sind. Um zum Beispiel Histone binden zu kénnen, bendtigen die embryonalen
LDs auf ihrer Oberflache das Protein Jabba (Li et al., 2014). Die Sterol-induzierte
Ubiquitinierung und der Abbau der HMG-CoA Reduktase wird ermdglicht, in dem das
Protein AUP1 (ancient ubiquitous protein 1) Ubiquitin-konjugierende Enzyme auf die LDs
rekrutiert (Jo et al., 2013). Proteom-Analysen mit aufgereinigten LDs haben gezeigt, dass
sich das LD-Subproteom durch eine hohe Diversitdt auszeichnet. In diesen Studien
wurden mehrere hundert LD-assoziierte Proteine entdeckt, von denen viele nicht direkt
mit dem Lipid-Metabolismus zusammenhangen (wie z.B. Jabba) oder bislang kaum
beschrieben sind (Beller et al., 2006; Cermelli et al., 2006; Ding et al., 2012a, 2012b;
Schmidt et al., 2013).

1.5 Das Drosophila Protein CG9186

Das Drosophila Gen CG9186 befindet sich auf dem linken Arm des dritten Chromosoms
an Position 61F6 (3L:1,311,719..1,313,377 [-]). Wie Microarray, RNASeq und in situ
Hybridisierungs-Daten  zeigen, wird CG9186 auf Transkript-Ebene in allen
Entwicklungsstadien exprimiert (Celniker et al., 2009; Chintapalli et al., 2007; Thiel et al.,
2013). Sowohl in den larvalen Stadien als auch in adulten Tieren zeigt sich eine
besonders starke Expression in Lipid-speichernden Organen (z.B. Fettkérper und
Mitteldarm) sowie in den Speichel- und akzessorischen Driisen (Chintapalli et al., 2007).
Es sind zwei Transkript-Varianten bekannt (CG9786-RA und —RB). Beide codieren fir das
gleiche 307 Aminosauren lange Polypeptid (FlyBase Version FB2017_02,
www.flybase.org). Bis vor etwas mehr als einem Jahrzehnt war kaum etwas uber CG9186
bekannt. Im Jahr 2006 wurde das CG9186 Protein dann bei Proteom-Analysen
aufgereinigter LDs aus Embryonen (Cermelli et al., 2006) und larvalen Fettkdrpern (Beller
et al., 2006) identifiziert. Eine erste Charakterisierung fand in der Arbeitsgruppe (AG)
Beller statt und mindete im Jahr 2013 in der bislang einzigen Veréffentlichung, die sich
ausschlief3lich mit CG9186 beschaftigt (Thiel et al., 2013). Im Folgenden werden einige
Erkenntnisse aus dieser Studie vorgestellt.
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1.5.1 CG9186 ist eine evolutionar konservierte annotierte
Lipase

CG9186 ist evolutionar hoch konserviert und besitzt Homologe in einer Vielzahl von
Organismen, darunter auch in Saugetieren wie Maus und Mensch (Thiel et al., 2013).
Abbildung 3 zeigt einen Vergleich der Aminosaure-Sequenzen von CG9186 und
ausgewahlten Homologen.

Drosophila melanogaster CG9186 L A Ma
Culex gquinguefaciens CPIJ007464 LI i T e
Aedes aegypty AAEL000412 T T e

Anopheles gamblae AGAP004435 TMYCKLFCGVARRAHLTAASVRSESTFTPYRQTGNTAS | ) / i -
Mus musculus MG1:1916082 L I I I MASEVEEQIPVR]| TNLFEKQDVSKP 43
Homo saplens G20rf83 1 - - <o c oot MDSELKEE | PVH g DLFHDQEVKRP 43

Drosophifa melanogaster CG9186 29 4 TEBAGTLOKELG - --BELFN 91

Culex quinguefaciens CPIJ007T484 30 LST | HEC - -@SsL §S o4

Aedes aegypty AAELOD0412  3p LSTVHEC -BHLYN 54
Anopheles gambiae AGAP004435 66 LSTVYEC - -BMEMFN 130
Mus muscufus MGI:1916082 44 AKALYTLMKSRF AQK | DV%G 112
Homo sapiens C2orfd3 44 AKALYSLTHRRF AQE IKDI¥G 111

Drosophila melanogaster CG9186
Culex quinquefaciens CP1J007464
Aedes aegypty AAEL000412
Anopheles gambiae AGAPD04435
Mus musculus MG1:1916082
Homo sapiens C2orfa3

Culex quinquefaciens CPLJ007464 164 MR IVKPFYFLV -Q HCRAL TVVEY
Aedes aegypty AAEL000412 164 BK | I NF | YRMV -Q! RCEBAL Tl v

Anopheles gamblae AGAP004435 200 R | | NEMWCHW - Q! RMEDOMLEL FIIRT f
Mus muscufus MGI:1916082 181 BPFLCOQFRYLLYATSELLEKPCREY SF KLMGOMNIKLELP--LTDILQ
Homo sapiehs C2orfa3 180 PLLCWFRYMLYVTGHLLLKPCHBETIKSL LBRRGLONMMNLENEFS - -PHNILE

Drosophita molanogaster CG9186 161 KVAMEL vs¥roy 1 ErsFnFEBvwL RLML

Drosophiia melanogaster CG9186 4 LK A RHSQPMAY I MR 298
Culex quinguefaciens CPILJ007464 1 / A RKYE ASASQMGCFM 300
Aedes aegypry AAEL000412 / A RKIE RsaAQlic FMBiG 300
Anopheles gambiae AGAP004435 | vV A RNYE RSAAQMGF S 336
Mus musculus MGI:1916082 DDIEKEFLPK T / EKGP prsaelAT 1MA 316
Homo saplens C2orf43 I} DETIKEHLCKHT ] EKNILP I THFNQEMADMI A 315

Drosophifa melanogaster CG9186
Culex quinguefaciens CPIJ007464
Aedes aegypty AAEL000412
Anopheles gambiae AGAP004436 344
Mus musculus MGI:1916082 A 126
Homo sapions C20rf4} 316 DSLKDDLSK IGNPSWHYHSLRTMRCPSAQILKPPDERFGSDLLPTYWWKNQ | SRD 7o

307
o8
310

Abbildung 3: Vergleich der Aminosaure-Sequenz von CG9186 und ausgewahlten
Homologen. Die annotierte katalytische Triade (gebildet aus Serin, Aspartat und Histidin) mit der
Lipase-Domane ist orange hervorgehoben. Homologe Sequenzen in fiunf oder sechs Spezies sind
dunkellila hervorgehoben, homologe Sequenzen in vier bzw. zwei oder drei Spezies in helleren lila
Tdénen. Abbildung aus Thiel et al. (2013).

Wie in der Abbildung farblich hervorgehoben wurde, gibt es bestimmte Bereiche bzw.
einzelne Aminosauren in CG9186, die in ahnlicher Position auch in allen anderen
Homologen vorhanden sind (dunkellila). Besonders zu nennen ist hier ein stark
konservierter Serin (S)-Rest (in Drosophila an Position 119) sowie ein Aspartat (D)- und
Histidin (H)-Rest (Positionen 254 und 283). Durch Homologie-Modellierung konnte gezeigt
werden, dass diese Aminosauren im gefalteten Protein wahrscheinlich eine sogenannte
katalytische Triade bilden, die eine Aktivitat als Serin-Hydrolase ermdglicht (Thiel et al.,
2013). Das katalytisch aktive Serin liegt dabei eingebettet in einer GXSXG Sequenz
(G = Glycin, X = beliebige Aminosaure). Dieses Motiv ist innerhalb der Serin-Hydrolasen
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typisch fur Lipasen (Holm et al., 1994; Vishnu Varthini et al., 2015). Aufgrund dieser
strukturellen Eigenschaften ist CG9186 daher auch als Lipase annotiert (FlyBase Version
FB2017_02, www.flybase.org). Wie Thiel et al. (2013) in vivo zeigen konnten, flihrt ein
RNAIi vermittelter knock down von CG9186 in adulten Fliegen jedoch zu verminderten
TAG-Spiegeln. Dieses Ergebnis war so nicht zu erwarten, da der knock down einer Lipase
eher einen Anstieg der Speicherlipide erwarten lassen wiirde, wie er zum Beispiel in einer
Studie zur Lipase Brummer beobachtet wurde (Gronke et al., 2005). Die Uberexpression
von CG9186 in der embryonalen Drosophila Zelllinie Kc167 hatte keine veranderte TAG-
Menge zur Folge. Unter Verwendung von artifiziellen Substraten konnten Thiel et al. im
Rahmen von in vitro Versuchen auch keine lipolytische Aktivitat gegenuber Trioleoyl-
Glycerol, Dioleoyl-Glycerol und Monooleoyl-Glycerol messen. Insgesamt sprechen die
Daten von Thiel et al. (2013) gegen eine quantitativ bedeutende lipolytische Aktivitat von
CG9186. Die genaue molekulare Funktion des Proteins bleibt also ungeklart.

1.5.2 CG9186 lokalisiert im ER und auf den LDs

In Zellkulturversuchen untersuchten Thiel et al. (2013) die subzellulare Lokalisation von
CG9186. Hierflr, wurde ein eGFP markiertes Fusionsprotein in Drosophila ML-DmBG3-c2
Zellen zur Expression gebracht und die zellulare Bildung von LDs durch Zugabe von
400 uM Olsadure (engl.: oleic acid, OA) zum Medium induziert. Wie Abbildung 4 zeigt,
lokalisiert das Konstrukt auf den mit dem Farbstoff HCS LipidTOX gegengefarbten LDs
(Thiel et al., 2013).

CG9186-eGFP

Uberlagerung

CG9186-eGFP
g

Uberlagerung

.uw.
&

Abbildung 4: CG9186-eGFP lokalisiert auf den LDs. Gezeigt sind Drosophila ML-DmBG3-c2
Zellen, die CG9186-eGFP exprimieren. (A) Befindet sich keine Olséure (engl.: oleic acid, OA) im
Zellkulturmedium, zeigt CG9186-eGFP eine retikulare Lokalisation. (B) Nach Zugabe von OA
lokalisiert das Konstrukt auf den entstehenden LDs (gegengefarbt mit HCS LipidTOX). Die Bilder
zeigen Maximum Intensitats-Projektionen (MIPs) von Z-Stapeln. Die Mal3stabsbalken entsprechen
5 pM. Abbildung Ubersetzt aus Thiel et al. (2013).
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Wird keine Olsaure zum Zellkulturmedium gegeben, befinden sich kaum LDs in den ML-
DmBG3-c2 Zellen und CG9186 lokalisiert im Endoplasmatischen Retikulum (ER) (Thiel et
al., 2013). Des Weiteren wurde durch Thiel et al. (2013) ein CG9186 spezifischer
Antikérper generiert und mit diesem die Lokalisation von endogenem CG9186 untersucht.
Antikérperfarbungen larvaler Speicheldrisen und Fettkérper sowie der embryonalen
Zelllinie Kc167 lassen die Anwesenheit von endogenem CG9186 auf den LDs dieser
Gewebe bzw. Zellen erkennen. Innerhalb von CG9186 sind die Aminosauren 141-200 flr
die Lokalisation auf den LDs verantwortlich.

Durch Homologie-Modellierung wurde gezeigt, dass dieser Bereich auf der Oberflache
des gefalteten CG9186 Protein liegt und wahrscheinlich eine amphiphatische Helix
ausbildet, Uber die das Protein auf den LDs lokalisieren kann. Fehlt dieser Bereich,
akkumuliert CG9186 im Zytoplasma (Thiel et al., 2013).

1.5.3 Uberexpression von CG9186 fiihrt zur Aggregation
von LDs

CG9186 beeinflusst die Morphologie und zellulare Lokalisation von LDs. Wahrend Kc167
Zellen nach Inkubation mit 400 uM Olsdure dispers verteile LDs aufweisen, fiihrt eine
gleichzeitige transiente Uberexpression von CG9186-eGFP zur Bildung von Aggregaten
aus vielen kleinen LDs (siehe Abbildung 5).

CG9186-eGFP

¢

¥

Abbildung 5: Induktion der Aggregation von LDs durch Uberexpression von CG9186. (A)
Uberexpression von CG9186-eGFP in Drosophila Kc167 Zellen fiihrt zu einer Aggregation zelluléarer
LDs (Asterisk), wahrend LDs in untransfizierten Zellen dispers verteilt vorliegen (Pfeil). (B) Wird die
OA-Konzentration auf 800 uM erhoht, zeigen CG9186-eGFP exprimierende Zellen irregular geformte
fusionierte LDs. Die Bilder zeigen MIPs von Z-Stapeln. Die Malistabsbalken entsprechen 5 uM.

Abbildung aus Thiel et al. (2013).
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Wird die OA-Konzentration auf 800 uM gesteigert, zeigen sich bei den transfizierten
Zellen fusionierte LDs mit unregelmafliger Form (Abbildung 5 B). Es scheint also, dass
Zellen unter CG9186 Uberexpression Probleme haben, erhéhte Mengen an Lipid in LDs
zu speichern (Thiel et al., 2013).

Um zu Uberprifen, ob die fir CG9186 vorausgesagte katalytische Triade an der
Ausbildung dieses Phanotyps beteiligt ist, wurde eine mutierte Variante des Proteins
generiert, bei der das zentrale Serin im GXSXG Motiv gegen ein Alanin ausgetauscht
wurde. Die Uberexpression dieses Konstruktes hatte entgegen der Erwartungen einen
noch starkeren Aggregations-Phanotyp zur Folge als die Uberexpression des Wildtyp-
Proteins (Thiel et al., 2013). Diese Daten legen nahe, dass die bislang ungeklarte
enzymatische Funktion von CG9186 dem LD-Aggregations-Phanotypen des Proteins
entgegenwirkt (contra LD-Aggregation). Unter Verwendung von Deletionskonstrukten
(verkurzte Formen von CG9186) konnten Thiel et al. (2013) auRerdem zeigen, dass das
C-Terminale Ende des Proteins fir die Ausbildung des Aggregations-Phanotypen
notwendig ist. Diese Erkenntnisse sind in dem Schema in Abbildung 6 zusammengefasst:

unbekannte enzymatische Funktion LD-Lokalisation C-Terminus
,contra LD-Aggregation“ »pro LD-Aggregation*
1 S119 141 200 307

Abbildung 6: Schematische Darstellung der CG9186 Sequenz und der Funktion einzelner
Sequenzabschnitte. Die Primarstruktur des CG9186 Proteins wird von 307 Aminosauren gebildet.
Das Serin an Position 119 als Teil der katalytischen Triade ist gelb hervorgehoben. Die bislang
unbekannte enzymatische Funktion wirkt dem LD Aggregations- Phanotypen entgegen. Der
Sequenzbereich von Aminosaure 141 bis 200 dient der Lokalisation von CG9186 auf den LDs.
Das C-Terminale Ende des Proteins (Aminosauren 200-307) ist essentiell fir die Ausbildung des
LD Aggregations-Phanotypen (Thiel et al., 2013).

Bislang ist allerdings nicht klar, welche Rolle die enzymatische Funktion von CG9186 bei
der LD-Aggregation spielt, und warum gerade der C-Terminale Bereich des Proteins dafir
wichtig ist. In ihrer Verdffentlichung diskutieren Thiel et al., dass CG9186 entweder direkt
oder indirekt Uber Protein-Protein Interaktionen die Phospholipid-Zusammensetzung und
damit die physikalischen Eigenschaften der Membran beeinflussen kénnte (Thiel et al.,
2013).
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1.5.4 CG9186 Homologe in Maus und Mensch

1.5.4.1 Mouse lipid droplet associated hydrolase (mLDAH)

Das murine Homolog von CG9186, genannt Mouse lipid droplet associated hydrolase
(mLDAH oder LDAH), wurde initial in einer Studie von Goo et al. im Jahr 2014
charakterisiert. Die Primarsequenz des Proteins umfasst 326 Aminosauren. Wie CG9186
bildet LDAH mit den drei Aminosauren Serin (Position 140), Aspartat (272) und Histidin
(291) hochstwahrscheinlich eine katalytische Triade aus, die fir eine Funktion als Serin-
Hydrolase spricht. Auch in LDAH befindet sich das zentrale Serin dabei innerhalb eines
GXSXG Motivs (Goo et al., 2014; Thiel et al., 2013). Um zu bestatigen, dass es sich bei
LDAH um eine aktive Serin-Hydrolase handelt, wurden im Rahmen der Studie von Goo et
al. Experimente mit einer metabolischen Sonde durchgefiihrt. Bei der verwendeten Sonde
handelt es sich um ein mit Desthiobiotin markiertes Fluorophosphonat (,ActivX
Desthiobiotin-FP serine hydrolase probe®, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).
Fluorophosphonat- und Fluorophosphat-Derivate binden enzymatisch aktive Serin-
Hydrolasen, indem sie mit der freien OH-Gruppe des zentralen nukleophilen Serins
reagieren und kovalent an dieses gebunden werden (Liu et al., 1999). Uber das
angehangte Desthiobiotin kann die Sonde samt gebundenen Serin-Hydrolasen mit
Streptavidin-Agarose beads (engl.: ,Kigelchen‘) prazipitiert werden. In einem solchen
Versuchsaufbau konnten Goo et al. nachweisen, dass LDAH eine Aktivitat als aktive
Serin-Hydrolase besitzt. Nach einem Serin-zu-Cystein Austausch an Position 140
(S140C) fand keine Bindung der Sonde statt (Goo et al., 2014). Unter Verwendung von
14C-markiertem Cholesterolester wiesen Goo et al. in vitro eine schwache
Cholesterolesterase Aktivitat fir LDAH nach. Die katalytisch inaktive S140C Variante von
LDAH zeigte diese Aktivitat nicht (Goo et al., 2014). Dartber hinaus zeigen die Autoren
einen Einfluss von LDAH auf den Cholesterol- und Cholesterolester Haushalt von
Makrophagen und damit eine Relevanz im Hinblick auf Arteriosklerose. So wurden RAW
264.7 Makrophagen mit acetyliertem LDL (engl: low density lipoprotein) behandelt und so
der zelluldre Cholesterol- und Cholesterolester Gehalt erhoht. Wird zeitgleich LDAH zur
Uberexpression gebracht, fallt die Akkumulation etwas geringer aus, nach einem knock
down durch RNAIi etwas hdher. Werden die Zellen nicht mit acetyliertem LDL behandelt,
zeigt sich auf Cholesterol- und Cholesterolester Ebene kein Effekt der LDAH
Uberexpression (Goo et al., 2014). Gegen eine quantitativ bedeutende Rolle von LDAH
als Cholesterolesterase sprechen jungste Erkenntnisse aus einer 2017 erschienenen in
vivo Studie (Kory et al., 2017). Im Rahmen dieser Studie wurde eine LDAH knock out
Maus generiert. In Anlehnung an die Versuche von Goo et al. wurden Makrophagen aus
knock out- und Wildtyp-Mausen isoliert und mit acetyliertem LDL behandelt. Hierbei zeigte
sich  kein Unterschied im Cholesterolester Gehalt. Bei der Messung der
Cholesterolesterase Aktivitat unter Verwendung von Lysaten aus weillem Fettgewebe und
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der Leber zeigte sich kein Unterschied zwischen Mutante und Kontrolle (Kory et al.,
2017). Des Weiteren konnten in den mutanten Tieren weder unter Standardbedingungen
noch nach Gabe von fettreichem Futter veranderte Cholesterol-, HDL (engl: high density
lipoprotein) -, LDL- und TAG-Parameter im Serum festgestellt werden. Auch im Hinblick
auf Kérpermasse und -zusammensetzung, Glukosetoleranz und Lipidzusammensetzung
verschiedener Gewebe zeigten die LDAH-mutanten Tiere keine Auffalligkeiten (Kory et
al., 2017). Die Autoren schliel3en eine hydrolytische Aktivitat gegenliber Cholesterolestern
und TAGs grundsatzlich aus. Sie diskutieren allerdings, dass LDAH wenig abundante
oder schwer zu detektierende Lipide hydrolysieren konnte (Kory et al., 2017).

1.5.4.2 Das humane CG9186 Homolog C20rf43

Wie sein Homolog in Drosophila ist auch das humane Gen C20rf43 kaum charakterisiert.
Es gibt keine Studie, die sich der Untersuchung von C20rf43 (auch LDAH oder hLDAH
genannt) im Detail widmet. Allerdings wurde das Gen im Rahmen verschiedener Genome
Wide Association Studies (GWAS) im Zusammenhang mit Prostatakrebs identifiziert. Im
Jahr 2010 konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass ein Einzelnukleotid-Polymorphismus
(engl.: Single Nucleotide Polymorphism, SNP) im nichtcodierenden Bereich (Intron) von
C20rf43 signifikant mit dieser Krebsform assoziiert ist (Takata et al., 2010). In der Studie
wurden 4.584 japanische Prostatakrebs-Patienten mit 8.801 Kontroll-Subjekten
verglichen. Die Prostatakrebs-Assoziation des entdecken SNP (rs13385191) wurde spater
in einer GWAS Studie mit Prostatakrebs-Patienten europaischer Abstammung sowie in
Studien an zwei Populationen chinesischer Patienten bestatigt (Lindstrom et al., 2012;
Long et al.,, 2012; Wang et al., 2013). Dabei scheint rs13385191 nur mit den frihen
Stadien der Krankheit signifikant assoziiert zu sein (Lindstrém et al., 2012). Eine FastSNP
Analyse (Function Analysis and Selection Tool for Single Nucleotide Polymorphisms)
legte den Verdacht nahe, dass sich der SNP in einer im Intron 6 gelegenen Enhancer
Region befindet (Long et al., 2012). Tatsachlich konnten eQTL (expression quantitative
trait locus) Analysen nachweisen, dass rs13385191 stark mit der Expressionsstarke von
C20rf43 assoziiert ist (Du et al., 2016). Aullerdem zeigen RNA-Seq Daten, dass C20rf43
in Prostatakrebsgewebe eine im Vergleich zu gesundem Gewebe um mehr als das
Zweifache verringerte Expression aufweist (Du et al, 2016). Neben der mehrfach
bestatigten Assoziation zu Prostatakrebs konnte in einer einzelnen Studie auch eine
Verbindung zwischen C20rf43 und chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen
hergestellt werden (Huang et al., 2015). Die hier vorgestellten Studien zu C2o0rf43
beschreiben Assoziationen und keine kausalen Zusammenhange. Genauere
Untersuchungen zu pathophysiologischen Ursachen oder detaillierte
Funktionsuntersuchungen zu C20rf43 gibt es bislang nicht.
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1.6 Ziele dieser Arbeit

Das Drosophila Protein CG9186 wurde 2006 bei der Analyse des Proteoms von LDs aus
larvalen Fettkorpern identifiziert (Beller et al., 2006). In einer 2013 veroffentlichten Studie
der AG Beller fand eine erste Charakterisierung des Proteins statt (Thiel et al., 2013).
Obwohl das CG9186 Protein als Lipase annotiert ist, zeigte es in der Studie bei in vitro
Versuchen mit verschiedenen artifiziellen Substraten keine lipolytische Aktivitat. Wie
allerdings nachgewiesen wurde, hat eine Herunterregulation von CG9186 durch RNAI in
adulten Tieren verringerte Lipidspeicher zur Folge (Thiel et al., 2013). Wird CG9186
Uberexprimiert, fihrt dies sowohl in vitro als auch in vivo zu einer Aggregation der LDs
(Thiel et al., 2013). Thiel et al. konnten in ihrer Studie somit zeigen, dass CG9186 ein
Vertreter einer evolutiondr konservierten Familie von Proteinen ist, und Einfluss auf
Lipidspeicherung und die zellulare Lokalisation von LDs nimmt. Das Ziel der vorliegenden
Dissertation war es, CG9186 aufbauend auf den bislang in der AG Beller gemachten
Erkenntnissen weiter zu charakterisieren. So ist zum Beispiel nicht bekannt, welche
Mechanismen und strukturellen Eigenschaften des Proteins bei der Induktion der LD
Aggregation eine Rolle spielen. Darlber hinaus sind bislang weder die
gesamtorganismische Bedeutung von CG9186 noch dessen genaue enzymatische
Aktivitat zweifelsfrei entschlisselt. Fur die Untersuchung dieser Fragen wurden zwei
Ansatze gewahlt: Zum einen sollten durch in vivo Experimente Erkenntnisse zur
molekularen Funktion von CG9186 gesammelt sowie mogliche Interaktionspartner von
CG9186 identifiziert werden. Zum anderen sollte eine CG9186 mutante Fliegenlinie
generiert werden. Mit dieser Fliegenlinie sollten die bereits mit RNAi gemachten
Beobachtungen bestatigt und darlber hinaus weitere Hinweise auf die physiologische
Bedeutung von CG9186 gesammelt werden. Im Jahr 2010 wurde zum Beispiel gezeigt,
dass SNPs im humanen Homolog von CG9186 (genannt C20rf43) signifikant mit
Prostatakrebs assoziiert sind (Takata et al., 2010). Das CG9186 Transkript wird in den
akzessorischen Drlsen exprimiert, einem paarigen Organ mit Prostata-ahnlicher Funktion
(Chintapalli et al., 2007). Mithilfe der CG9186 mutanten Fliegenlinie sollte daher Gberpruft
werden, ob der Verlust von CG9186 einen Effekt auf die Fertilitat und Lebensspanne der
Tiere hat. Darlber hinaus stellt sich die Frage, ob CG9186 neben dem Lipidstoffwechsel
auch andere Komponenten des Energiestoffwechsels beeinflusst. Ziel dieser Dissertation
war es, CG9186 mithife der gesammelten Phanotypen einem Stoffwechsel- oder
Signaltransduktionsweg zuordnen zu koénnen und so einen Grundstein fir die
Entschlisselung seiner Funktion sowie die seiner Homologe zu legen.
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2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Losungen und Puffer

Wenn nicht anders erwahnt, wurden die verwendeten Chemikalien in der
héchstmdglichen Reinheit (p.a. = pro analysis) von folgenden Herstellern bezogen:
Abgent (San Diego, USA), Applichem (Darmstadt), BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)
Carl Roth (Karlsruhe), Chemsolute (Renningen), Colgate-Palmolive (New York City,
USA), Fisher Chemical/Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA), Gibcol/Life
Technologies (Carlsbad, USA), Grissing GmbH Analytika (Filsum), Merck/Calbiochem
(Darmstadt), Roche Diagnostics (Basel, Schweiz), Sigma-Aldrich (Steinheim), VWR
International (Radnor, USA). Enzyme fur molekularbiologische und biochemische
Experimente wurden bezogen von: New England Biolabs (Ipswich, USA), Sigma-Aldrich
(Steinheim), Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA).

Zum Ansetzen wassriger Lé6sungen und Puffer wurde vollentsalztes Wasser (VE-Wasser)

verwendet. Die Lésungen und Puffer wurden ggf. autoklaviert oder steriffiltriert.

APS, 10 %, 10 ml
1 g Ammonium-Peroxidsulfat

auf 10 ml mit H2O auffillen

BBT, 10x, 11
20 mM Glukose
40 mM KCI
7 mM MgCl;
55 mM NacCl
50 mM Saccharose
10 mM Tris
Auf 1 | mit H2O aufflllen, pH 6,95

Vor Verwendung zu der auf 1x verdinnten Lésung geben:
0,1 % BSA
0,1 % TWEEN20
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Bleichlésung
50 % DanKilorix in H.O

Laufpuffer (fir Polyacrylamid-Gelelektrophorese), 10x, 1 |
30,3 g Tris/HCI
144 g Glyzin
1% SDS
Auf 1 | mit H2O auffillen

Lysepuffer, 20 ml
10 % Glycerol
50 mM HEPES, pH 7,5
150 mM NaCl
0,5 % Trition X-100
1,5 mM MgCI2
1 mM EGTA
mit H20 auf 20 ml auffillen

Mowiol++, 50 mi
12 g Glyzerol
4,8 g Mowiol 40-88
12 ml H20
24 ml 0,2 M Tris/HCI (pH 8,5)
2,5 mg DABCO/mI Mowiol
2 mg Gallate/ml (bis zu 8 % (w/v))

PBS, 10x, 11
80 g NaCl
2,0 g KCl
14,4 g Na;HPO4
2,4 g KH2PO4
Auf 1 | mit H,O auffillen, pH 7,4

PBT
1x PBS
0,1 % TWEEN20
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RNA-Fixierer, 10x, 1|
100 ml 10x PBS
100 ml 0,5 M EGTA (pH 8,0)
700 ml H.O
100 g Paraformaldehyd
auf 1 | mit H>O auffillen, pH 7,0

SB-Puffer (,,squishing buffer®), 10 ml
10 mM Tris/HCI, pH 8,2
25 mM NacCl
1 mM EDTA
mit H>O auf 10 ml auffillen

200 pg/ml Proteinase K (vor Benutzung hinzufiigen)

SDS-PAGE Probenpuffer, 5x, 10 ml
500 mM DTT (Dithiothreitol)
250 mM Tris/HCI (pH 6,8)
10 % SDS
0,5 % Bromphenolblau
5 ml Glyzerol

mit H2O auf 10 ml auffullen

SDS-PAGE Sammelgel, 2 mi
1,4 ml H,0O
0,33 ml Acrylamid-Mix (Rotiphorese Gel 30 (37,5:1))
0,25 ml 1 M Tris (pH 6,8)
20 yl 10 % SDS
20 yl 10 % APS
2 yl ml TEMED

SDS-PAGE Trenngel, 10 %, 10 ml
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
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TAE Puffer, 50x, 11
242 g TRIS base
57,1 ml Eisessig
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
Auf 1 | mit H2O auffillen

TLC-Nachweisreagenz, 200 ml
- 20 g CuSOq4 (entspricht 10 % w/v)
- 23,53 ml 85 prozentige Phosphorsaure (entspricht 10 % v/v)
- Auf 200 ml mit H20 auffllen

Transferpuffer, 10x, 1 |
30,3 g Tris/HCI
144 g Glyzin
auf 1 | mit H2O auffiillen
Vor Verwendung zu der auf 1x verdinnten Lésung geben:
20 % Methanol

Trehalose Puffer, 1x, 100 ml
5 mM TRIS pH 6,6
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
Auf 100 ml mit H>O auffiillen
Fur Trehalose (+) Puffer 3 ul Trehalase (Sigma Aldrich, Steinheim) auf 1 ml

Trehalose Puffer geben
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2.1.2 Kits

Tabelle 1: Kits

Name

Hersteller

Amplex Red Cholesterol Assay Kit
Effectene Transfection Reagent
Glucose (GO) Assay Kit

GoTag gPCR Master Mix
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
Pierce BCA Protein Assay Kit
Qiagen Plasmid Mini Purification Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QuantiTect Reverse Transcription Kit

RNeasy Mini Kit

SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrat

Triglycerides

2.1.3 Fluoreszenzfarbstoffe

Tabelle 2: Fluoreszenzfarbstoffe

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
Qiagen (Hilden)

Sigma Aldrich (Steinheim)

Promega (Madison, Wisconsin, USA)
Macherey-Nagel (Duren)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Name Hersteller Verwendung

BODIPY 493/503 Molecular Probes, Thermo Verdiinnung 1:2000 in PBS Anregung:
Fisher Scientific (Waltham, 488 nm, detektierter Emissionsbereich:
USA) 493-598 nm

HCS LipidTOX DeepRed Molecular Probes, Thermo Verdinnung 1:250 in PBS

neutral I|p|d Stain Fisher SCientiﬁC (Waltham, Anregung: 633 nm, detektierter
USA) Emissionsbereich: 638-759 nm

Hoechst33258/Bisbenzimid Sigma Aldrich (Steinheim) Verdiinnung 1:500 in PBS

AUTOdot/Monodansylpentan Abgent (San Diego, USA)

(Ursprungskonzentration: 1 mg/ml),
Anregung: 405 nm, detektierter

Emissionsbereich: 410-496 nm

Verdiinnung 1:1000 in PBS Anregung:
405 nm, detektierter Emissionsbereich:
410-496 nm
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2.1.4 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG/Eurofins (Ebersberg)
synthetisiert. AuRerdem wurden Oligonukleotide vom CRISPR Resource Center (Harvard
Medical School, USA) oder von Qiagen (Hilden) bezogen.

Tabelle 3: Oligonukleotide

Gen Sequenz V/IR' Verwendung D2 Quelle
intern (externe ID)
CG9186 CCAAGAAGATCGACCACGCTT \Y CRISPR3 MBD779  Harv. CRISPR
Resource
CG9186 CAAACACGTCTGTGCTGCTGG R CRISPR MBD780  Harv. CRISPR
Resource
CG9186 TTCGCGGGATTCAAAGGGAG \ CRISPR MBD781  Harv. CRISPR
Resource
CG9186 AGCTGGTCATAGTAGGAGATTGG R CRISPR MBD782  Harv. CRISPR
Resource
CG9186 CGCCTGATGCTGATACAGATCTAC \Y CRISPR MBD783  Harv. CRISPR
Resource
CG9186 GGAAGACCACCTTCTCCGCT R CRISPR MBD784  Harv. CRISPr
Resource
CG9186 GTGCCAAGTGATGTCAAGATCC \Y Mutagenese MBD785 Diese Arbeit
CG9186 AGCACTTTTGGATGCGACTC R Mutagenese MBD786  Diese Arbeit
fabp gtaatacgactcactataggGCAGAGCTTTTC V dsRNA MBD824 DRSC
ATTCGCTC Herstellung (40350_S)
fabp gtaatacgactcactataggTTTGGCAACTTA R dsRNA MBD825 DRSC
CCCAGCTC Herstellung (40350_R)
fabp gtaatacgactcactataggGCTGACTTAGGA V dsRNA MBD826 DRSC
ATGCTGCC Herstellung (40349_8)
fabp gtaatacgactcactataggTAACACCCAGTC R dsRNA MBD827 DRSC
AGCATGGA Herstellung (40349_R)

CG9186 CTTTTG TGT CCACTT GCT CCC \% Sequenzierung MBD838  Diese Arbeit
CG9186 CTTTTGTGTCCACTTGCTCCC \% Sequenzierung MBD838  Diese Arbeit
CG9186 ACC GAA AGC GAT AAC GAT GGA R Sequenzierung MBD839  Diese Arbeit
CG9186 ACCGAAAGCGATAACGATGGA R Sequenzierung MBD839 Diese Arbeit
CG9186 GTC AAG CTT TCG ATG GGT GT Vv Sequenzierung MBD840 Diese Arbeit
R
\

CG9186 CGA AAG CGATAACGATGG AGC Sequenzierung MBD841 Diese Arbeit

Hmu gcttgeggeecgecaccATGGGCCTGCTATA ORF MBD860 Diese Arbeit
TGCGCTGCG Amplifikation

Hmu gcaaggcgcgccTTAAAGCTCCACATTGA R ORF MBD861 Diese Arbeit
CGCCTTGC Amplifikation

Hmu gcaaggcgcgcccAAGCTCCACATTGACG R ORF MBD862 Diese Arbeit
CCTTGCTTG Amplifikation

Gp93 gcttgeggeecgecaccATGAAGTACTTTTTG V ORF MBD863  Diese Arbeit

CTGGTGGGC Amplifikation
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Gen Sequenz V/IR'" Verwendung ID? Quelle
intern (externe ID)

Gp93 gcaaggcgcgccTTACAGCTCGTCGTGC R ORF MBD864  Diese Arbeit
TGCTGC Amplifikation

Gp93 gcaaggcgcgcccCAGCTCGTCGTGCTG R ORF MBD865 Diese Arbeit
CTGCTCC Amplifikation

Cpr gcttgecggecgecaccATGGCCAGCGAGCA ORF MBD866 Diese Arbeit
AACGATTGAT Amplifikation

Cpr gcaaggcgcgccTTAGCTCCAGACATCG R ORF MBD867  Diese Arbeit
GCCG Amplifikation

Cpr gcaaggcgcgcccGCTCCAGACATCGGC R ORF MBD868  Diese Arbeit
CGAGTA Amplifikation

Pvr gcttgeggecgecaccATGGCGATGCTTCC V ORF MBD869 Diese Arbeit
GCGGTTG Amplifikation

Pvr gcaaggcgcgccCTAATACCTTCGTTGCT R ORF MBD870  Diese Arbeit
CCTTCTCG Amplifikation

Pvr gcaaggcgcgcccATACCTTCGTTGCTCC R ORF MBD871 Diese Arbeit
TTCTCGTTG Amplifikation

Hmu gtaatacgactcactataggTCCAGAGCCTTC R dsRNA MBD872 DRSC
TAAACCGA Herstellung® (41044_R)

Hmu gtaatacgactcactataggAACATATAAAGC V dsRNA MBD873 DRSC
GTTGCCCG Herstellung (41044_5S)

Hmu gtaatacgactcactataggGCGATGCGTCTG R dsRNA MBD874 DRSC
ACAAAGTA Herstellung (28454 _R)

Hmu gtaatacgactcactataggGGAACTCCAGGA V dsRNA MBD875 DRSC
CGTGTGAT Herstellung (28454_S)

Gp93 gtaatacgactcactataggAAGGAGATCTTC R dsRNA MBD876 DRSC
CTGCGTGA Herstellung (27798_R)

Gp93 gtaatacgactcactataggCTGTTTGTCGTC V dsRNA MBD877 DRSC
GTTGTGCT Herstellung (27798_S)

Gp93 gtaatacgactcactataggTACTACATCGCT R dsRNA MBD878 DRSC
GGTGCCAA Herstellung (41225_R)

Gp93 gtaatacgactcactataggCGAAGGTGCTCT V dsRNA MBD879 DRSC
TTAGCGAC Herstellung (41225_8)

Cpr gtaatacgactcactataggACTCCATCTCGT R dsRNA MBD880 DRSC
CGTCTGCT Herstellung (28411_R)

Cpr gtaatacgactcactataggGCTTACGGCAAC V dsRNA MBD881 DRSC
CGAAGTAG Herstellung (28411_S)

Pvr gtaatacgactcactataggCAGCAGCCGGG R dsRNA MBD882 DRSC
AGATAG Herstellung (03080_R)

Pvr gtaatacgactcactataggGTCAGATCGGGA V dsRNA MBD883 DRSC
TTGATGTG Herstellung (03080_S)

Pvr gtaatacgactcactataggTTTTTGCGCACA R dsRNA MBD884 DRSC
ATTACCAA Herstellung (36841_R)
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Gen Sequenz V/IR'" Verwendung ID? Quelle
intern (externe ID)
Pvr gtaatacgactcactataggTGTGATCCTTAT V dsRNA MBD885 DRSC
CGAAGCCA Herstellung (36841_8S)
CG9186 gcaaggcgcgcccAACACGTCTGTGCTGC R ORF MBD906 Diese Arbeit
TGGATCATG Amplifikation
CG9186 CTGAGCAATCGTTATCATGG \Y Sequenzierung®  MBD927  Diese Arbeit
CG9186 CTGAGCAATCGTTATCATGG \% Sequenzierung MBD927  Diese Arbeit
CG9186 GCTATTACCGACTCAATGTG R Sequenzierung MBD928  Diese Arbeit
CG9186 CACATTGAGTCGGTAATAGC R Sequenzierung MBD928  Diese Arbeit
CG9186 GATGGGTGTTCACCAAGGT \% Sequenzierung MBD929 Diese Arbeit
CG9186 GATGGGTGTTCACCAAGGT V Sequenzierung MBD929  Diese Arbeit
CG9186 GAACTAATTGCCACACAAAGG R Sequenzierung MBD930 Diese Arbeit
CG9186 CCTTTGTGTGGCAATTAGTTC R Sequenzierung MBD930 Diese Arbeit
CG9186 Unbekannt (Dm_CG9186_1_SG) - gRT-PCR’ MBD931  Qiagen
CG9186 GCGCAGTTTGCCACGCCAAC \% Sequenzierung MBD935 Diese Arbeit
CG9186 GCGCAGTTTGCCACGCCAAC \ Sequenzierung MBD935  Diese Arbeit
CG9186 CCAGGAAGACCACCTTCTCCG R Sequenzierung MBD936  Diese Arbeit
CG9186 CGGAGAAGGTGGTCTTCCTGG R Sequenzierung MBD936  Diese Arbeit
dILP1 CGGAAACCACAAACTCTGCG \Y gRT-PCR MBD937  AG Beller
dILP1 CCCAGCAAGCTTTCACGTTT R gRT-PCR MBD938  AG Beller
diLP2 AGCAAGCCTTTGTCCTTCATCTC \ gRT-PCR MBD939  AG Beller
dILP2 ACACCATACTCAGCACCTCGTTG R gRT-PCR MBD940  AG Beller
dILP3 TGTGTGTATGGCTTCAACGCAATG \Y gRT-PCR MBD941  AG Beller
dILP3 CACTCAACAGTCTTTCCAGCAGGG R gRT-PCR MBD942  AG Beller
dIiLP5 GAGGCACCTTGGGCCTATTC \Y gRT-PCR MBD943  AG Beller
diLP5 CATGTGGTGAGATTCGG R gRT-PCR MBD944  AG Beller
dILP6 CCCTTGGCGATGTATTTCCCAACA \Y gRT-PCR MBD945  AG Beller
dILP6 CCGACTTGCAGCACAAATCGGTTA R gRT-PCR MBD946  AG Beller
thor Unbekannt (Dm_Thor_1_SG) - gRT-PCR MBD963  Qiagen
Kr-h1 CCGAATACGACATAACAGCC \Y gRT-PCR MBD966  AG Beller
Kr-h1 CGATTTCCGTGAATATGTTCT R gRT-PCR MBD967  AG Beller
tobi CCACCAAGCGAGACATTTACC \ gRT-PCR MBD968  AG Beller
tobi GAGCGGCGTAGTCCATCAC R gRT-PCR MBD969  AG Beller
Akh AGACCTCCAACGAAATGCTG \Y gRT-PCR MBD970  AG Beller
Akh GTGCTTGCAGTCCAGAAAGAG R gRT-PCR MBD971  AG Beller

"W/R = Vorwarts/Riickwarts (Orientierung), 2D = Identifikationsnummer. 3siehe 2.2.1.9, “siehe 2.2.1.2 und 2.2.1.4,

Ssiehe 2.2.4.5, siehe 2.2.1.8, "siehe 2.2.1.3
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2.1.5 Plasmide

Klonierungen erfolgen mit dem Gateway System (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). Tabelle 4 zeigt die verwendeten ,Entry* und ,Expressions-Vektoren).

Tabelle 4: Vektoren fiir das Gateway-System

Bezeichnung ID? Quelle

pTGW MBD150 Drosophila Genomics Resource Center,
Bloomington, USA

pUbiP-EGFP-rfA MBD151 A. Herzig, Abteilung H. Jackle, MPIbpc Géttingen

pENTR/D-TOPO MBD153 Invitrogen

pTWG MBD187 Drosophila Genomics Resource Center,
Bloomington, USA

pH-YFP-N MBD212 Abteilung S. Hell, MPIlbpc Géttingen

pUbiP-rfA-EGFP MBD236 A. Herzig, Abteilung H. Jackle, MPlbpc Géttingen

pUbiP-rfA-hGluc(1) MBD413 AG Beller

pUbIP -hGluc(1)-rfA MBD414 AG Beller

pUbiP-rfA-hGluc(2) MBD419 AG Beller

pUbiP-mCherry-rfA MBD493 AG Beller

pUbIP -hGluc(2)-rfA MBD575 AG Beller

'ID = Identifikationsnummer

Fir Klonierungen in dieser Arbeit und bei Kolkhof et al., (2017) wurden Zielsequenzen
Uber Notl/Ascl-Schnittstellen in den modifizierten pENTR/D-TOPO ,Entry“-Vektor ligiert
und Uber Rekombinations-Reaktionen in die Expressionsvektoren kloniert. Tabelle 5 zeigt
eine Ubersicht (iber die so erstellten Vektoren. Zusatzlich wurden Vektoren von Thermo
Fisher Scientific (Waltham, USA) und GenScript (Piscataway, USA) bezogen.

Tabelle 5: Vektoren

Gen Bezeichnung ID"  Quelle

CG9186 pUbiP-EGFP-CG9186 33 Thiel et al., 2013
Blasticidin S Thermo Fisher Scientifc,
deaminase pCoBlast 188 Waltham, USA

CG9186 pUbiP-EGFP-CG9186(S119A) 223 Thiel et al., 2013
CG9186 pUbiP-mCherry-CG9186 543 AG Beller

mLDAH pUbi_myc_mDEU Isoform 1 553 Diese Arbeit

mLDAH pUbiP-EGFP_mDEU Isoform 1 554 Diese Arbeit

CG9186(16K2R) pUbiP-EGFP-CG9186(16K2R) 599 Diese Arbeit
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Gen Bezeichnung ID'  Quelle

CG9186 pUbiP-hGLuc(2)-CG9186 600 AG Beller

CG9186(16K2R) pUbiP-hGLuc(2)-CG9186(16K2R) 601 AG Beller

CG9186 pBFv-U6.2_DC26 602 GenScript, Piscataway, USA?

CG9186 pBFv-U6.2_DC27 603 GenScript, Piscataway, USA?2

CG9186 pBFv-U6.2_DC28 604 GenScript, Piscataway, USA?

CG9186 pPENTR_CG9186(S119C) 700 Diese Arbeit

mLDAH pPENTR_MmCG9186(S140C) 701 Diese Arbeit

CG9186 pENTR_CG9186(H283A) 702 Diese Arbeit

CG9186 pPENTR_CG9186(S119A,H283A) 703 Diese Arbeit

CG9186 pUbiP_EGFP_CG9186(S119C) 704 Diese Arbeit

mLDAH pUbiP-EGFP-MmCG9186(S140C) 705 Diese Arbeit

CG9186 pUbiP_EGFP_CG9186(H283A) 706 Diese Arbeit

CG9186 pUbiP_EGFP_CG9186(S119A,H283A) 707 Diese Arbeit

CG9186 pUbiP-hGLuc(1)-CG9186(delta1-140) 708 AG Beller

CG9186 pUbiP-hGLuc(1)-CG9186(delta141-307) 709 AG Beller

CG9186 pUbiP-hGLuc(1)-CG9186(delta201-307) 710 AG Beller

CG9186 pUbiP-hGLuc(1)-CG9186(aa141-200) 711 AG Beller

CG9186 pUbiP-hGLuc(1)-CG9186(S119A) 712 AG Beller

Hmu pENTR_Hmu 713 Diese Arbeit

Hmu pPENTR_Hmu(noSt) 714 Diese Arbeit

Gp93 pENTR_Gp93 715 Diese Arbeit

Gp93 pENTR_Gp93(noSt) 716 Diese Arbeit

Cpr pENTR_Cpr 77 Diese Arbeit

Cpr pENTR_Cpr(noSt) 718 Diese Arbeit

Pvr pENTR_Pvr(noStop) 719 Diese Arbeit

Pvr pUbiP-Pvr-eGFP 720 Diese Arbeit

Cpr pUbiP-Cpr-eGFP 721 Diese Arbeit

Gp93 pUbiP-Gp93-eGFP 722 Diese Arbeit

Hmu pUbiP-Hmu-eGFP 723 Diese Arbeit

CG9186 pH-YFP-CG9186(S119A,H283A) 724 Diese Arbeit

CG9186 pH-YFP-CG9186(H283A) 725 Diese Arbeit

mLDAH pH-YFP-MmG9186(S140C) 726 Diese Arbeit

CG9186 pH-YFP-CG9186(S119C) 727 Diese Arbeit

mLDAH pH-YFP-MmG9186 728 Diese Arbeit

CG9186 pBFv-U6.2_MB2 735 GenScript, Piscataway, USA?

CG9186 pENTR_CG9186(16K2R)_noStop 754 Diese Arbeit

CG9186 pTGW-eGFP-CG9186(16K2R) 758 Diese Arbeit

CG9186 pTWG-CG9186(16K2R)-eGFP 759 Diese Arbeit

CG9186 pUC57_CG9186(K271,280R) 760 GenScript, Piscataway, USA?

CG9186 pUC_CG9186(K210,219,247,271,280R) 761 GenScript, Piscataway, USA?
pUC_CG9186(K210,213,219,247,266,267,2

CG9186 71,279,280R) 762 GenScript, Piscataway, USA2
pUC_CG9186(K29,54,99,105,112,140,162,

CG9186 210,213,219,247,266,267,279R) 763 GenScript, Piscataway, USA?
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Gen Bezeichnung ID'  Quelle

CG9186 pENTR_CG9186(K2R_Var1)_noStop 764 Diese Arbeit
CG9186 pENTR_CG9186(K2R_Var2)_noStop 765 Diese Arbeit
CG9186 pENTR_CG9186(K2R_Var3)_noStop 766 Diese Arbeit
CG9186 pENTR_CG9186(K2R_Var4)_noStop 767 Diese Arbeit
CG9186 pENTR_CG9186(K2R_Var1) 768 Diese Arbeit
CG9186 pENTR_CG9186(K2R_Var2) 769 Diese Arbeit
CG9186 pENTR_CG9186(K2R_Var3) 770 Diese Arbeit
CG9186 pENTR_CG9186(K2R_Var4) 771 Diese Arbeit
CG9186 pUbiP-CG9186(K2R_Var1)-eGFP 772 Diese Arbeit
CG9186 pUbiP-CG9186(K2R_Var2)-eGFP 773 Diese Arbeit
CG9186 pUbiP-CG9186(K2R_Var3)-eGFP 774 Diese Arbeit
CG9186 pUbi-CG9186(K2R_Var1)-mCherry 775 Diese Arbeit
CG9186 pUbi-CG9186(K2R_Var2)-mCherry 776 Diese Arbeit
CG9186 pUbi-CG9186(K2R_Var3)-mCherry 777 Diese Arbeit
CG9186 pUbi-CG9186(K2R_Var4)-mCherry 778 Diese Arbeit
CG9186 pUbiP-EGFP-CG9186(K2R_Var1) 779 Diese Arbeit
CG9186 pUbiP-EGFP-CG9186(K2R_Var2) 780 Diese Arbeit
CG9186 pUbiP-EGFP-CG9186(K2R_Var3) 781 Diese Arbeit
CG9186 pUbiP-EGFP-CG9186(K2R_Var4) 782 Diese Arbeit
CG9186 pUbiP-eGFP-CG9186(16K2R) 785 Diese Arbeit

'ID = Identifikationsnummer

2 Plasmid erstellt durch Gensynthese

2.1.6 Antikorper

Tabelle 6: Antikorper

Antikérper Eingesetzte
Verdinnung' Quelle
Ratte anti-CG9186 1:2000 Thiel et al., 2013
Maus anti-Tubulin 1:3000 Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Kaninchen anti-GFP 1:2000 Torrey Pines Biolabs, Secaucus, USA
Ziege anti-Kaninchen HRP?-gekoppelt 1:10.000 Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA
Esel anti-Maus HRP-gekoppelt 1:10.000 Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA
Ziege anti-Ratte HRP-gekoppelt 1:10.000 Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA

"in Western Blot Experimenten (siehe 2.2.2.7)
2 HRP = Meerrettich Peroxidase, engl.: Horseradish peroxidase
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2.1.7 Nahrmedien

Die Futtermischungen der AG Klein (HHU, Dusseldorf) und AG Jackle (MPlbpc,
Gottingen) unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung. Fir die Haltung der
Fliegenlinien und die Lebensspanne-Versuche wurde das Futter der AG Klein (folgend
Medium 1 genannt) verwendet. Das Futter der AG Jackle (im Folgenden Medium 2
genannt) diente als Basis fur Experimente mit metabolischen Messungen. Hierfur wurden
gdf. einzelne Inhaltsstoffe in ihrer Menge variiert oder dem Futter andere Substanzen
zugegeben (siehe z.B. 3.4.3.2).

Tabelle 7: Drosophila Standardmedien

Zutaten Medium 1 Medium 2
(AG Klein)' (AG Jéckle)'?

Agar 0,59 0,624 g

Polenta 7149 84g

Sojamehl 0,95¢ 19

Trockenhefe 1,68 g 1,89

Rubensirup 449 229

Malzextrakt 459 89

Nipagin (10 % in 70 % EtOH) 1,5 ml 1,5 ml

Propionsaure 0,45 ml 0,63 ml

" Mengenangaben fir 100 ml fertiges Futter
2 fir WH Medium bei ansonsten gleicher Zusammensetzung 0,18 g Trockenhefe

Apfelsaft-Agarplatten, 3 |
100 g Kristallzucker in 1 | Apfelsaft
85 g Agar
40 ml Nipagin (15 % in Ethanol)
Auf 3 | mit H20 auffillen

LB-Medium, 11
10 g Bacto-Trypton (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)
5 g Bacto-Hefe Extrakt (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)
10 g NaCl
(15 g Agar fur LB-Agarplatten)
Auf 1 | mit H2O auffillen (pH 7,5)
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Olséure-Lésung, ca. 20 ml
2,8 g BSA (fettsaurefrei)
20 ml 0,1 M Tris (pH 8,0)
78 ul Olsaure (Calbiochem/Merck, Darmstadt)

Bei 37°C fur 1 h inkubieren, mit einem sterilen Filter (0,22 um) in ein Gefafl
abfullen und bei 4°C lagern.

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

Schneider’s Drosophila Komplettmedium
450 ml Schneider’s Drosophila Medium (PAN-Biotech, Aidenbach)
50 ml hitzeinaktiviertes (30 min bei 56 °C) fotales Kalberserum, ,FBS Premium,
South Africa“ (PAN-Biotech, Aidenbach)
100 IE Penicillin (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
100 pg/ml Streptomycin (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

Fur die Kultivierung von stabil-transfizierten Zellen zusatzlich:
10 pg/ml Blasticidin-S Hydrochlorid (AppliChem, Darmstadt)

SOB, 11
20 g Bacto-Trypton (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)
5 g Bacto-Hefe Extrakt (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)
10 mM NaCl
5 mM KClI
10 mM MgCl;
10 mM MgSOs4

WZ (wenig Zucker) Drosophila Nahrmedium
1 g Agar
8 g Trockenhefe
2 g Bacto-Hefe-Extrakt
2 g Bacto-Pepton
5,13 g Saccharose
2 mM MgSOq4
3,4 mM CaCl,
1 ml Nipagin (10 % in 70 % Ethanol)
0,6 ml Propionsaure
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2.1.8 Zelllinien

Tabelle 8: Zelllinien

Name  Beschreibung Referenz Quelle

Kc167 embryonale Zelllinie aus D. Cherbas et al. (2011); M. Beller (Zelllinie aus
melanogaster mit Plasmatozyten- Echalier und Ohanessian Harvard)
ahnlichem Expressionsmuster (1969)

HelLa Menschliche Zelllinie, urspriinglich Scherer et al., (1953) K. Tschapalda

aus einem Cervixkarzinom

2.1.9 Fliegenlinien

Tabelle 9: Fliegenlinien

ID Genotyp/Beschreibung Verwendung Quelle

MBD66 P{KK108771}VIE-260B CG9186 RNAI Linie VDRC (#105945)

MBD70 UAS-CG9186(S119A):eGFP/Sb UAS Linie Thiel et al., 2013

MBD71 UAS-CG9186(S119A):eGFP/CyO UAS Linie Thiel et al., 2013

MBD73 UAS-CG9186:eGFP UAS Linie Thiel et al., 2013

MBD74  y1, w*; P{w[+mC]=Act5C- GAL4 Linie, ubiquitar Bloomington
GAL4}25FO1/Cy0, y[+] Drosophila Stock

center

MBD75 w*; P{w[+mC]=tubP-GAL4}LL7/CyO GAL4 Linie, ubiquitar A. Herzig

MBD185 w[1118] VDRC[1118] Kontrolllinie VDRC

MBD187 pTGW-CG9186(S119A) UAS Linie Thiel et al., 2013

MBD470 w1118;; Kontrolllinie fir CG9186 Diese Arbeit

Deletionen

MBD471 w1118;; CG91863%2/ CG9186352 CG9186 Deletion Diese Arbeit

MBD472 w1118;; CG9186356, CG9186356 CG9186 Deletion Diese Arbeit

MBD473 w1118;; CG91863%7/ CG9186%7 CG9186 Deletion Diese Arbeit

MBD476 w;esg-GAL4 tub-GAL80ts UAS- Reporterlinie fur Clive Wilson
GFPnlIs/CyO;UAS-flp act>CD2>GAL4/TM6 akzessorische Driise

MBD478 w1118;:CG9186351/ CG9186351 CG9186 Deletion Diese Arbeit

MBD496 w;lf/CyO;TM6b/+ Kontrolllinie fiir Deletionen Diese Arbeit

MBD497 ;esg-GAL4 UASsrc eGFP Reporterlinie fur AG Klein
tubGAL80ts/CyO;MKRS/TM6b akzessorische Driise

MBD498 w;If/CyO;TM6b/CG9186357 CG9186 Deletion Diese Arbeit

MBD499 w;If/CyO;TM6b/ CG91863° CG9186 Deletion Diese Arbeit
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2.1.10 Gerate
Tabelle 10: Laborgeriate
Gerat Modell Hersteller
Bioruptor BioruptorTM Next Gen Diagenode, Seraing, Belgien
Binokular Leica EZ 4D Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar
Chromatograph UltiMate 3000 RSLCnano system Thermo Scientific, Dreieich
Gel Imager Gel iX Imager Intas Science Imaging, Géttingen
Heizblock Thermomixer compact Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Luminescent Image
Analyzer
Zellzahl-Gerat

Massenspektrometer

Mehrkanalpipette

Mikroskopsysteme

Mini-Zentrifuge
NanoDrop

PCR Cycler
Pipettierhilfe
Pipetten

Plate Reader
gPCR Cycler
Ruttelzentrifuge
Schiittler

Tank-Blot-System

Tischzentrifuge

ImageQuant LAS4000 mini

LUNA™ Automated Cell Counter

Q Exactive plus hybrid quadrupole-
orbitrap

M300

Zeiss Axioskop
Fluoreszenzmikroskop

Zeiss LSM 780 Konfokalmikroskop
Cytation-3-Multidetektions-Reader
NeoLab-Mini-Zentrifuge
Spectrafuge

NanoDrop 2000c
Spektrophotometer

Arktik Thermal Cycler
Rota-Filler3000

Pipetman P10, P20, P200

P1000

SynergyMx

CFX ConnectTM Real-Time
System

FastPrep FP120

RS-0OS 5

Mini-PROTEAN Tetra Cell

Heraeus Fresco21

GE Healthcare Bio-Science AB, Uppsala,
Schweden

Logos Biosystems, Anyang,

Sidkorea

Thermo Scientific, Bremen

BioHit, Helsinki, Finnland

Carl Zeiss Microskopie GmbH, Jena

Carl Zeiss Microskopie GmbH, Jena
BioTek Instruments, Inc., Vermont, USA
NeoLab Migge GmbH, Heidelberg

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Heathrow Scientific, York, England
Gilson, Inc., Middelton, USA

BioTek Instruments, Inc., Vermont, USA
BioRad Laboratories, Miinchen
Qbiogene, lllkirch, Frankreich

Phoenix Instrument, Garbsen

BioRad Laboratories, Miinchen
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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2.1.11 Software

Tabelle 11: Besondere Software

Name Version Quelle

CellProfiler 220 Open source (cellprofiler.org)

CFX Manager 3.1 Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)
REST 2009 Pfaffl, 2001

SerialCloner 261 Open source (http://serialbasics.free.fr)
Zeiss ZEN 2011, 2012, lite Carl Zeiss Mikroskopie GmbH, Jena
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische und genetische Methoden

2.2.1.1 Herstellung komplementarer DNA (cDNA)

Um cDNA aus Drosophila Embryonen zu gewinnen, wurden 200-300 w[1118]-Fliegen
(MBD185) uber Nacht in einem grof’en Kafig mit Apfelsaft-Agarplatte und Hefepaste
gehalten. Die Embryonen auf der Platte wurden am folgenden Tag in ein Sieb Uberfiihrt,
mit PBT gewaschen und 3 min mit Bleichldsung dechorionisiert. Nach zwei weiteren
Waschschritten wurden die Embryonen in ein 1,5 ml Reaktionsgefald Uberfiihrt. Nach
einer zweiminitigen Zentrifugation bei 1000 rpm wurde der Uberstand abgenommen und
die Embryonen bei -80°C eingefroren. AnschlieRend wurden die Embryonen im
Ultraschallbad homogenisiert und die RNA mit dem ,RNeasy Mini Kit‘ (Qiagen, Hilden)
nach Herstellerprotokoll aufgereinigt. Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem ,High Capacity
mRNA-to-cDNA Mix“ (Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) nach
Herstellerangaben.

2.2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR) handelt es
sich um eine Methode, DNA in vitro zu vervielféltigen (Saiki et al., 1988). Sie wurde im
Rahmen dieser Arbeit fur die Identifikation der CG9186-Deletionsmutanten, fur
Klonierungen, zur Mutagenese sowie fur die Herstellung von DNA Vorlagen fur die in vitro
Transkription von dsRNA angewendet.

Far einen 50 pl Standard PCR Ansatz wurde eine unit (engl. fur Enzymeinheit, U)
,Phusion High-Fidelity DNA Polymerase“ (New England Biolabs, Ipswich, USA), 1 uM
Oligonukleotide (jeweils 0,5 pM, siehe Tabelle 3) und 0,5 uM dNTPs (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) eingesetzt. Alle PCRs wurden in einem Arktik Thermal Cycler
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) durchgeflihrt. Die initiale Denaturierung erfolgte
bei 98 °C. Die Elongationszeiten und Annealing Temperaturen richteten sich dabei nach
der Grolke des Amplifikats und den Eigenschaften der eingesetzten Oligonukleotide.

Um zielgerichtet Punktmutationen in CG9186 einzubringen, wurden Mutagenese-PCRs
durchgefihrt. Hierfir wurden ca. 34 Basen lange und zueinander komplementare
Oligonukleotid-Paare erstellt. In der Mitte dieser Oligonukleotide wurden in einzelnen
Triplets Basen ausgetauscht, um so wahrend der PCR zur Amplifikation einer
mutagenisierten Variante der Vorlage zu fuhren. In einer 50 pl PCR Reaktion wurden 8 ng
des zu mutagenisierenden Plasmids als Vorlage eingesetzt. Die PCR erfolgte analog zur
Standard PCR unter Verwendung der ,Phusion High-Fidelity DNA Polymerase“ (New
England Biolabs, Ipswich, USA). Das PCR Produkt wurde anschlieend fir eine Stunde
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bei 37 °C mit 5 U Dpnl verdaut, um das durch die Bakterielle Vervielfaltigung methylierte
Ursprungs-Plasmid zu entfernen. Anschlielend wurde Dpnl fir 5 min bei 80 °C inaktiviert
und das Uberbleibende mutagenisierte Plasmid mit dem ,,Qiagen Plasmid Mini Purification
Kit* (Qiagen, Hilden) aufgereinigt.

2.2.1.3 Quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR)

Fir die Untersuchung der Gen-Expression wurden quantitative Echtzeit-PCRs (engl.:
quantitaive Real Time- PCR, qRT-PCR) durchgefuhrt. Hierfir wurde zunachst die RNA
aus den Kopfen sieben Tage alter Fliegen oder aus ganzen Larven isoliert. Fir die
Extraktion aus den Kopfen wurden die Tiere betaubt, in ein 2 ml Reaktionsgefal gegeben,
in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
Die Koépfe wurden durch starkes Schitteln der tiefgefrorenen Reaktionsgefalle von den
Korpern getrennt. Pro Probe wurden 15 Kdépfe mit einer Metallpistille in Trizol (Thermo
Scientific, Bremen) homogenisiert. Nach einer funfminitigen Inkubation wurde Chloroform
hinzugegeben und intensiv mit der Probe gemischt. Durch Zentrifugation wurde die
anschlie®ende Phasentrennung des Gemischs erleichtert und die obere wassrige Phase
mit dem RLT Puffer des ,RNeasy Mini Kits" (Qiagen, Hilden) vermischt. Anschlielend
wurde die RNA nach Herstellerangaben aus dem Gemisch isoliert, mit RNAse freiem
Wasser eluiert und die Konzentration mit einem NanoDrop Spektrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) bestimmt. Die Anzahl an verwendeten Larven richtete
sich nach den Futterkonditionen. Fur Versuche auf Standard- oder WZ Medium wurde die
RNA von funf Larven, fir Versuche auf WH Medium die von 20 Larven extrahiert. Hierfur
wurden die Tiere in RLT Puffer mit DTT homogenisiert und die RNA nach
Herstellerangaben mit dem ,RNeasy Mini Kit‘ (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Die cDNA
Synthese erfolgte nach Herstellerangaben mit dem ,QuantiTect Reverse Transcription Kit*
(Qiagen, Hilden) unter Verwendung von 1 pyg RNA. Die eigentliche gqRT-PCR wurde in
einem CFX ConnectTM Real-Time System (BioRad Laboratories, Minchen) unter
Verwendung eines ,GoTaq qPCR Master Mix“ (Promega, Madison, Wisconsin, USA) und
den in 2.1.4 aufgefuhrten Oligonukleotiden verwendet. Die Analyse der Daten fand mit der
Software CFX-Manager (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) und REST (Pfaffl, 2001)
statt.

2.2.1.4 Gateway™ Klonierung

Die Klonierung von Expressionsvektoren erfolgte nach dem ,Invitrogen Gateway System"
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Zunachst wurden ,Entry“-Vektoren generiert,
indem der gewinschte ORF (engl.: open reading frame) auf Basis von cDNA (siehe
2.2.1.1) per PCR amplifiziert wurde. Hierfur wurden Oligonukleotidpaare verwendet, die
jeweils einen Uberhang mit Notl oder Ascl Schnittstelle besitzen (siehe 2.1.4). Das
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Amplikon wurde nun mit den Restriktionsenzymen Not/ und Ascl verdaut und Uber diese
beiden Schnittstellen in ein pPENTR/D-TOPO™ -Plasmid ligiert.

Im Rahmen einer Rekombinationsreaktion wurden die ORFs dann in Expressionsvektoren
(Destinations-Vektoren) kloniert. Hierfir wurde der ,GatewayLR Clonase Il enzyme mix*
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) verwendet und die Reaktion nach
Herstellerangaben durchgeflhrt.

2.2.1.5 Gen-Synthese

Bestimmte Vektoren (siehe Tabelle 5) wurden von der Firma Genscript (Piscataway, USA)
durch Gensynthese erzeugt. Die pBFv-U6.2 Vektoren fir Erstellung von CG9186
Nullallelen mittels CRISPR/Cas9 wurden zunachst vervielfaltigt (siehe 2.2.1.6) und
anschliefend wie in 2.2.1.9 beschrieben verwendet. CG9186 Konstrukte mit Lysin zu
Arginin Austausch-Mutationen wurden wie in 2.2.1.2 beschrieben amplifiziert und
anschlieRend Uber Gateway™ Klonierung (siehe 2.2.1.4) in Expressionsvektoren kloniert.

2.2.1.6 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Zur Vervielfaltigung von Plasmiden wurden zunachst aus den E. coli Stdammen DH5a und
ccdB Survival 2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) nach Sambrook und Russell
(2006) mit CaCl. chemisch kompetente Zellen generiert. Flr die Transformation wurden
50-100 pl einer Glycerinkultur der jeweiligen Zellen eingesetzt. Die DNA wurde zu den
Zellen gegeben und fir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem 90-sekiindigen Hitzeschock
bei 42°C wurden die Zellen erneut fir 2 min auf Eis gestellt und anschliefend 900 ul SOB
Medium (siehe 2.1.7) zu den Zellen gegeben. Nach 30 min bei 37°C wurden 100 - 200 pl
der Zellsuspension auf LB Agarplatten mit Selektionsantibiotika (z.B. Ampicillin bei pUbi-
Plasmiden oder Kanamycin bei pENTR Plasmiden) ausgestrichen.

2.2.1.7 Extraktion genomischer DNA

Die Extraktion genomischer DNA (gDNA) aus Drosophila erfolgte nach einem Protokoll
von Gloor et al. (1993). Hierflr wurde eine einzelne Fliege in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf
gegeben und mit einer elektrischen Pistille in 50 yl Squishing Puffer (siehe 2.1.1)
homogenisiert. Das Homogenat wurde flir 25 min bei 37 °C inkubiert und die im Puffer
enthaltene Proteinase K anschliefend fir 2 min bei 95°C inaktiviert. 1 pul dieses
Homogenates wurde als Template fir eine 20 pl PCR Reaktion eingesetzt.

2.2.1.8 Sequenzierung von DNA

Sequenzierungen wurden von den Firmen Eurofins MWG Operon (Ebersberg) sowie
Source BioScience (Nottingham, England) durchgefiuhrt. Fir die Sequenzierung von
Genen in pENTR-Vektoren wurden die von den Firmen bereitgestellten M13
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Oligonukleotide verwendet. Fur die Sequenzierung der CG9186 Nullallele (siehe 2.2.1.9)
wurden Oligonukleotide entworfen, die die vorausgesagten Lasionen flankieren. Mit
diesen Oligonukleotiden wurden auf Basis genomischer DNA mittels PCR Amplifikate
erstellt und diese nach Aufreinigung mit dem ,QIAquick PCR Purification Kit‘ (Qiagen,
Hilden) eingesendet.

2.2.1.9 Herstellung von CG9186 Nullallelen mittels CRISPR/Cas9

Die Generierung von CG9186 Nullallelen erfolgte mit dem CRISPR/Cas9 System in
Anlehnung an Kondo und Ueda (2013). Die CRISPR/Cas9 Technik beruht auf dem in
Bakterien entdeckten antiviralen Abwehrmechanismus CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) und der Endonuklease Cas9 (CRISPR
associated endonuclease 9). Unter Verwendung spezifischer gRNA (guide RNA) kann
diese Endonuklease zu festgelegten Zielen im Genom geleitet werden und dort
Doppelstrangbriiche (DSBs) erzeugen (Ubersichtsartikel Doudna und Charpentier
(2014)). Potentielle gRNA Sequenzen innerhalb von CG9186 wurden mithilfe des DRSC
Find CRISPR (Version 2) Werkzeugs (http://www.flyrnai.org/crispr2/) identifiziert. Um eine
mit PCR detektierbare Deletion innerhalb des CG9186 Gens zu erzeugen, wurden zwei

gRNA Sequenzen und damit zwei potentielle DSBs gewahlt. Eine der Sequenzen liegt in
Position 3L:1311958..1311980 (+ Strang) (TCTCTTACGATTACAGCCATAGG) innerhalb
des ORFs) von CG9186, die andere im untranslatierten Bereich (engl.: untranslated
region, UTR) in Position 3L:1313094..1313116 (- Strang)
(TTTATCAGAGCTATCAACCCTGG).

Oligonukleotide fir diese beiden Sequenzen wurden in pBFv-U6.2 Vektoren (siehe
Abbildung 7 kloniert und diese in >200 Embryonen einer Fliegenlinie injiziert, welche die
Endonuklease Cas9 spezifisch in der Keimbahn exprimiert (yw;attP40{nos-Cas9}/CyO).
Die Injektion wurde von der Firma BestGene (Chino Hills, CA, USA) durchgefiihrt.
Insgesamt 36 der injizierten Embryonen entwickelten sich zu adulten Tieren und wurden
einzeln  mit einer Fliegenlinie  mit  Balancierchromosomen  (w-;If/CyOwg-
lacZ;MKRS(Sb)/TM6b(Hu,Tb,e)) gekreuzt (Kreuzung I: #1 bis #36). Aus dieser Generation
wurden nun 6-7 Tiere erneut mit der Balancierchromosomen-Linie gekreuzt (z.B.:
Kreuzung Il: #1.1 bis #1.6) und die Nachkommen mit PCR auf eine Mutation hin
untersucht. Fir die PCR wurden Oligonukleotide verwendet, die die vorausgesagte 1,6 kb
grofRe Lasion flankieren (siehe 2.1.4) und in einer Wildtypsituation zu einem Amplikon in
der GroRRe von 2857 bp fuhren. Von den 36 gekreuzten Tieren besallen 2 Tiere aus
Kreuzung | CG9186-Mutationen in ihrer Keimbahn (#6 und #35) und produzierten in
Kreuzung Il mutante Nachkommen (z.B.: 35.1, 35.2, usw...). Die mutanten Tiere wurden
mit einer w-;;MKRS(Sb)/TM6b(Hu,Tb,e) Linie gekreuzt, um die Marker von Chromosom 2
zu entfernen. Das Balancier-Chromosom TM6b wurde in einem anschlieBenden
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Kreuzungsschritt mit w-;;+/TM3(Sb) Tieren ausgetauscht und die Stdmme nach einer
weiteren Generation auf Homozygotie untersucht. Lediglich die Nachkommen des Tieres
#35 waren homozygot lebensfahig. Mit ihnen wurden mehrere homozygote Stamme
etabliert und fur weitere Experimente verwendet.

Um zu bestatigen, dass es sich auch auf Proteinebene um Nullmutanten handelt, wurden
Western Blots mit einem CG9186 spezifischen Antikérper durchgefihrt. AuRerdem
wurden die CG9186-Lasionen der Allele 35.2 und 35.7 sequenziert (siehe Kapitel 3.4.1).

pBFv-U6.2

attB: 7-290

vermifion: 469-1962

U6 promoter: 2207-2605
gRNA:2627-2707

Amp™: 3087-4847

pBFv-U6.2

5627 bp BsrGl

Abbildung 7: Vektorkarte des pBFv-U6.2 Vektors (Kondo und Ueda, 2013)

2.2.2 Biochemische Methoden

2.2.2.1 Messung der Proteinkonzentration mittels BCA Assay

Die Proteinkonzentration wurde bestimmt, um die Ergebnisse aus Messungen
verschiedener metabolischer Parameter (siehe z.B. 2.2.2.2) zu normalisieren oder eine
gleichmafige Auftragung von Proben auf Proteingele (siehe 2.2.2.6) zu gewahrleisten.
Die Messungen wurden unter Verwendung des ,Pierce BCA Protein Assay Kits* (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Das Prinzip der
Messung beruht auf der Biuret Reaktion, bei der in alkalischem Milieu Cu?* von
Peptidbindungen zu Cu* reduziert wird. Cu™ wiederum bildet mit Bicinchoninsaure (engl.
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bicinchoninic acid, BCA) einen violetten Komplex, der bei 562 nm photometrisch
gemessen werden kann (Smith et al., 1985). Die Quantifizierung erfolgte Uber eine
Standardreihe mit bovinem Serum Albumin (BSA).

2.2.2.2 Messung von Triacylglycerolen (TAGs)

Triacylglycerole (TAGs) sind Esterverbindungen aus einem Glycerol- und drei Fettsaure-
Molekllen. Sie stellen in Drosophila einen integralen Bestandteil der Speicherung von
Energie in Form von Lipiden dar (Carvalho et al., 2012). Um Ruckschlisse auf die Menge
an gespeicherten Lipiden zu ziehen, wurden TAGs - wie in Hildebrandt et al. (2011)
beschrieben - unter Verwendung des ,Infinity Triglycerides Reagent (ITR, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) quantifiziert.

Fir die Messung wurden acht adulte Tiere (oder finf L3 Larven) in 500 yl (Mannchen)
oder 1.000 pl (Weibchen bzw. L3 Larven) einer 0,05-prozentigen TWEEN 20 Lésung mit
einer Stahl- bzw. Keramikkugel in ein 2 ml Reaktionsgefall mit Schraubdeckel gegeben
und in einer BIO101/Savant FastPrep FP120 Cell disruptor Ruttelzentrifuge (Qbiogene,
llikirch, Frankreich) homogenisiert. Pro Genotyp, Geschlecht und Versuchskondition
wurden zwischen 3 und 5 Reaktionsgefale mit Tieren eingesetzt. Im Homogenat
enthaltene endogene Enzyme wurden durch eine finfminttige Inkubation der Proben im
Wasserbad bei 70 °C inaktiviert. Um Zelltrimmer zu entfernen, wurden die Proben fir
eine Minute bei 5.000 rpm zentrifugiert, 400 ul des Uberstandes in ein 1,5 ml
Reaktionsgefaly Gberfiihrt und bei 14.800 rpm flir weitere 3 min zentrifugiert. Fir die
eigentliche Messung wurden 25 pl des Uberstandes zusammen mit 25 ul der 0,05-
prozentigen TWEEN 20 Lésung und 200 pl der ITR in eine klare 96-well Platte pipettiert
und bei 37 °C fir 30 min inkubiert. Die im ITR enthaltenen Enzyme spalten nun die
Acylglycerole zu freien Fettsduren und Glycerol, welches in weiteren enzymatischen
Schritten unter Freisetzung von H>O> umgesetzt wird. H,O- reagiert mit 4-Aminoantipyrin
und 3,5-Dichloro-2-Hydroxybenzen Sulfonat zu einem roten Farbstoff, der bei 510 nm in
einem Synergy Mx Mikrotiter-Plattenlesegerat (BioTek Germany, Bad Friedrichshall)
photometrisch gemessen werden kann. Fir eine genaue Quantifizierung wurde mit
reinem Glycerol eine Standardreihe angesetzt und die gemessenen Werte mithilfe der
Proteinkonzentration der Proben (siehe 2.2.2.1) normalisiert. Bei der hier angewandten
Methode werden neben TAGs auch andere Glycerolester wie Mono- und Diacylglycerol
(MAG, DAG) sowie freies Glycerol gemessen. Diese konnen aber im Hinblick auf den
gesamtorganismischen Lipidgehalt vernachlassigt werden (Hildebrandt et al., 2011).

2.2.2.3 Messung von Glukose (Glu) und Glykogen (Gly)

Wie beim Menschen stellt das Polysaccharid Glykogen auch bei Drosophila die wichtigste
Kohlenhydrat-basierte Speicherform von Energie dar. Als Transportform dient
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hauptsachlich Trehalose und zu einem geringeren Teil auch Glukose (Wyatt und Kale,
1957). Die Messung der gesamtorganismischen Glukose- und Glykogen-Spiegel erfolgte
in Anlehnung an Tennessen et al. (2014) unter Verwendung des ,Glucose (GO) Assay
Kits* (Sigma Aldrich, Steinheim). Fir die Messung wurden acht adulte Tiere (oder finf L3
Larven) mit 500 ul (fir Mannchen) bzw. 1.000 ul (fir Weibchen bzw. L3 Larven) einer
eiskalten 0,05-prozentigen TWEEN 20 Ldsung und einer Stahl- bzw. Keramikkugel in ein
2 ml Reaktionsgefall mit Schraubdeckel gegeben und in einer BIO101/Savant FastPrep
FP120 Cell disruptor Ruttelzentrifuge (Qbiogene, lllkirch, Frankreich) homogenisiert. Pro
Genotyp, Geschlecht und Versuchskondition wurden zwischen 3 und 5 Reaktionsgefalie
mit Tieren eingesetzt. Das Homogenat wurde fur 10 min bei 70°C hitzeinaktiviert und
anschliel®end in einer auf 4°C vorgekihlten Tischzentrifuge bei 5.000 rpm fir eine Minute
zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 300 pl in ein 1,5 ml Reaktionsgefa® Uberfiihrt und
dieses fur drei Minuten bei 14.800 rpm zentrifugiert. Um freie Glukose zu messen, wurden
30 ul des Uberstandes zusammen mit 100 pl des GO-Reagents in eine klare 96-well
Platte pipettiert und fir 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Hierbei wird die in der Probe
enthaltene Glukose unter Freisetzung von Wasserstoffperoxid oxidiert. Das
Wasserstoffperoxid reagiert in Anwesenheit einer Peroxidase mit der Substanz
o-Dianisidine zu einem roten Farbstoff. Durch die Zugabe von 100 pl 12 N Schwefelsaure
wird der Farbstoff stabilisiert und kann bei einer Wellenlange von 540 nm photometrisch
gemessen werden. Fir die Bestimmung von Glykogen wurden die Proben vorab 1:3
verdinnt und dem GO Reagent das Enzym Amyloglucosidase (Sigma Aldrich, Steinheim)
hinzugegeben. Die zugeflugte Amyloglucosidase spaltet das in der Probe enthaltene
Glykogen zu freier Glukose, welche anschlielend wie oben beschrieben in eine
farbgebende Reaktion eingeht. Gemessen wurde hier also die Gesamt-Glukose. Zur
indirekten Bestimmung der Glykogen-Menge wurde bei der Auswertung der Wert der
freien Glukose von der Gesamt-Glukose abgezogen. Fir eine genaue Quantifizierung
wurden auflerdem mit reinem Glykogen und Glukose Standardreihen angesetzt und die
gemessenen Werte mithilfe der Proteinkonzentration der Proben (siehe 2.2.2.1)
normalisiert.

2.2.2.4 Messung von Trehalose (Tre)

Trehalose stellt den groften Anteil an Zuckern in der Hamolymphe von Insekten dar,
Glukose hingegen einen geringeren Teil (Thorat et al., 2012). Die Messung von Trehalose
in adulten Fliegen erfolgte in Anlehnung an Tennessen et al., 2014. Hierflr wurden acht
adulte Tiere in einem 1,5 ml Reaktionsgefal® mit 100 pl Trehalose Puffer (siehe 2.1.1)
unter Verwendung einer elektrischen Pistille homogenisiert. Pro Genotyp, Geschlecht und
Versuchskondition wurden zwischen 3 und 5 Reaktionsgefalte mit Tieren eingesetzt. Zum
Homogenat wurden weitere 200 yl Trehalose Puffer gegeben und die Proben fir 10 min
bei 70°C im Wasserbad hitzeinaktiviert, um einen weiteren enzymatischen Abbau der
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Trehalose zu verhindern. Die Proben wurden anschliefend fir 3 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal gegeben. Von der
Probe wurden nun jeweils 30 pl in zwei neue 1,5 ml Reaktionsgefalte gegeben. Zu einer
der beiden Proben wurden weitere 30 pl Trehalose Puffer gegeben. Diese Probe diente
zur Messung der freien Glukose. In das andere Reaktionsgefal® wurden 30 ul Trehalose
(+) Puffer (siehe 2.1.1) pipettiert, der zusatzlich das Enzym Trehalase enthalt. Die
Trehalase baut die in der Probe enthaltene Trehalose zu freier Glukose ab. Gemessen
wurde also die Gesamt-Glukose. Die Messung der Proben erfolgte - wie in 2.2.2.3
beschrieben - unter Verwendung des ,Glucose (GO) Assay Kits* (Sigma Aldrich,
Steinheim). Anhand der Differenz aus Gesamt-Glukose und freier Glukose lasst sich so
die enthaltene Trehalose berechnen.

Um die Trehalose-Konzentration in der Hamolymphe adulter Tiere zu messen, wurden
jeweils 30 Fliegen mit CO, betaubt, mit einer Ultra-Micro Nadel (Wolfram, Durchmesser
0,12 mm) in den Thorax gestochen und zugig in ein 0,5 ml Reaktionsgefald mit kleinem
Loch im Boden gegeben. Das 0,5 ml Reaktionsgefald wurde in ein gekihltes 1,5 ml
Reaktionsgefal® gestellt, in das zuvor 50 pl eiskalter Trehalose Puffer pipettiert wurde. Die
Gefalte wurden in einer gekuhlten Tischzentrifuge flr 5 min bei 6.000 rpm zentrifugiert.
Das innere 0,5 ml Gefal® wurde verworfen, und das dufRere Gefal® mit dem Trehalase
Puffer und der extrahierten Hamolymphe wurde sofort in flissigem Stickstoff eingefroren.
Die Probe wurde fir 10 min bei 70°C hitzeinaktiviert und anschlieBend in einer 1:4
Verdlnnung (15 ul Probe + 45 ul Puffer) mit Trehalose Puffer, Trehalose (+) Puffer oder
PBS vermischt. Unter Verwendung dieser Proben wurden dann wie beschrieben Glukose,
Trehalose und Protein bestimmt. Pro Genotyp, Geschlecht und Versuchskondition wurden
zwischen 4 Reaktionsgefalie (insgesamt 120 Tiere) eingesetzt.

2.2.2.5 Cholesterol- und Cholesterolester-Messungen

Cholesterol ist ein wichtiger Bestandteil von Zellmembranen aller tierischen Zellen sowie
ein Vorlaufermolekul bei der Synthese von Steroidhormonen. Es liegt in freier Form sowie
verestert mit Fettsduren als sogenannte Cholesterolester vor (zusammengefasst in
Cerqueira et al., 2016). Fur die Quantifizierung von Cholesterol und Cholesterolestern in
Drosophila wurde das ,Amplex Red Cholesterol Assay Kit* (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) verwendet. Die Durchfliihrung erfolgte in Anlehnung an Tennessen et al.
(2014). Hierfur wurden 20 adulte Tiere (Mannchen oder Weibchen) mit 500 pl 0,05 %
TWEEN 20 in Wasser sowie einer Stahl- bzw. Keramikkugel in ein 2 ml Reaktionsgefafl
mit Schraubdeckel gegeben und in einer BIO101/Savant FastPrep FP120 Cell disruptor
Ruittelzentrifuge (Qbiogene, llkirch, Frankreich) zweimal fur 20 s homogenisiert. Pro
Genotyp, Geschlecht und Versuchskondition wurden zwischen 3 und 5 Reaktionsgefalle
mit Tieren eingesetzt. Im Homogenat enthaltene Enzyme wurden fir 5 min bei 70°C
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inaktiviert. Um eventuell vorhnandenen Schaum zu entfernen, wurden die Proben fir 2 min
bei 5.000 rpm zentrifugiert, das entstandene Pellet allerdings durch Auf- und Abpipettieren
wieder gleichmaRig in der Flussigkeit verteilt. Vom Homogenat wurden 400 pl in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal® tberfihrt. Der verbleibende Rest diente in einer Verdiinnung von 1:10 zur
Bestimmung von Protein und ggf. TAGs (siehe 2.2.2.1 und 2.2.2.2). Zu den 400 ul
Fliegen-Homogenat wurden 900 ul eines Chloroform Methanol Gemischs (2:1) gegeben
und die enthaltenen Lipide durch eine 30-minutige Inkubation mit regelmaligem
Durchmischen extrahiert. Die Proben wurden fur 2 min bei 10.000 rpm zentrifugiert, die
untere (lipidhaltige) Phase in ein 2 ml Reaktionsgefald mit Schraubdeckel uberfuhrt und
die Lipide anschlieRend unter Stickstoffbegasung eingeengt. In das Reaktionsgefal
wurde nun eine Keramikkugel und 500 ul des Amplex Red 1x Reaktionspuffers gegeben
und die Lipide in der Ruttelzentrifuge (s.0.) in L6ésung gebracht. Um die Solubilisierung zu
erleichtern, wurden die Proben nun flir 5 min bei 70 °C inkubiert, erneut in der
Rattelzentrifuge und anschlieRend im Ultraschallbad behandelt. Die Proben wurden nun
zu jeweils 100 pl auf zwei 1,5 ml Reaktionsgefalle aufgeteilt. Um Cholesterolester zu
spalten und so den Gesamt-Cholesterolgehalt zu bestimmen, wurde in eines der beiden
Reaktionsgefale 0,4 U einer Cholesterolesterase (Sigma-Aldrich, Steinheim) gegeben
und alle Proben unter konstantem Schitteln fur 3 h bei 37 °C inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurden 25 ul der Probe sowie 25 pl des Amplex Red 1x Reaktionspuffers
in ein well einer schwarzen 96-well Platte vorgelegt und anschliefend 90 ul des
Reaktionsmixes  hinzugegeben. Die im Mix enthaltene Cholesteroloxidase
verstoffwechselt Cholesterol zu Cholest-4-en-3-on und Wasserstoffperoxid. Letzteres
reagiert unter Anwesenheit einer Meerrettich Peroxidase (engl. horseradish peroxidase,
HRP) mit 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine zu Resorufin, welches fluorometrisch
bestimmt werden kann (Ex. 530 nm, Em. 590 nm). Die Quantifizierung erfolgt mithilfe
einer Cholesterol Standardreihe und den gemessenen Proteinkonzentrationen. Um die
Cholesterolester zu bestimmen, wird der Wert des freien Cholesterols (Reaktionsgefal
ohne Cholesteroloxidase) vom Wert des Gesamcholesterols (Reaktionsgefal® mit
Cholesteroloxidase) subtrahiert.

2.2.2.6 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE)
Bei der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) handelt es
sich um ein gelelektrophoretisches Verfahren, mit dem Proteine nach ihrer molekularen
Masse getrennt werden kdnnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden diskontinierliche SDS-
PAGEs nach Laemmli (1970) durchgefihrt. Die Zusammensetzung der Gele sowie des
Lauf- und Probenpuffers ist unter 2.1.1 beschrieben.
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2.2.2.7 Western Blot

Die Western Blot Methode wurde angewendet, um spezifisch Proteine in Proben
nachzuweisen und ggf. zu quantifizieren. Die Durchfuhrung richtete sich hierbei nach
Standardprotokollen (Towbin et al., 1979). Nach Auftrennung im Rahmen einer SDS-
PAGE (siehe 2.2.2.6) wurden die Proteine fir 45 min bei 150 mA (pro Gel) im Bio-Rad
Mini-PROTEAN 2 Gelsystem (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) auf eine zuvor
mit Methanol aktivierte Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL, USA) Ubertragen. Unbesetzte Bindestellen auf der Membran wurden Uber
Nacht bei 4 °C mit 5 % Milchpulver in PBT blockiert. Nach einem Waschschritt in PBT
wurde die Membran fiir 2 h bei Raumtemperatur mit dem primaren Antikérper inkubiert,
der zuvor mit 2,5 % Milchpulver in PBT verdinnt wurde. Fur die angewendeten
Verdinnungen siehe Tabelle 6. Nach drei Waschschritten mit PBT erfolgte eine 45-
minltige Inkubation mit den HRP-gekoppelten sekundaren Antikérpern. Die Membran
wurde erneut drei Mal mit PBT gewaschen und anschlieBend mit 1 ml ,SuperSignal West
Pico Substrat* (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) betraufelt. Die Detektion des
entstehenden chemilumineszenten Signals erfolgte Uber eine CCD Kamera in einem
ImageQuant LAS 4000 mini Systems (GE Healthcare Bio-Science AB, Uppsala,
Schweden). Fur den Nachweis weiterer Proteine wurden die Antikorper mit Restore
.Western Blot Stripping Buffer* (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) von der
Membran entfernt und diese erneut Gber Nacht mit 5 % Milchpulver in PBT blockiert.

2.2.2.8 Markierung und Aufreinigung aktiver Serin-Hydrolasen

Die Markierung und Aufreinigung aktiver Serin-Hydrolasen wurde unter Verwendung der
JActivX Desthiobiotin-FP serine hydrolase probe“ (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Wenn nicht anders erwahnt, wurden hierfir
zunachst stabil transfizierte polyklonale Zelllinien auf Basis von Kc167 Zellen erstellt, die
eGFP markierte Varianten von CG9186 oder andere zu untersuchende Proteine
exprimieren. Zellen aus jeweils einer dicht bewachsenen 75 cm? (T75) Zellkulturflasche
wurden in eiskaltem PBS resuspendiert, in ein 15 ml Reaktionsgefald Uberfuhrt und fir
5 min bei 1.000 x g zentrifugiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit eiskaltem PBS
wurde das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal Gberfuhrt,
erneut zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden nun in 100 pl ,Pierce
IP* Lysepuffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) ohne die Zugabe von Protease-
Inhibitoren fur 30 min auf Eis lysiert und dabei gelegentlich gemischt. Die Proben wurden
fur 5 min bei 4 °C und 16.000 x g zentrifugiert und die Proteinkonzentration des
Uberstandes wie in Kapitel 2.2.2.1 beschrieben gemessen. Die Proteinkonzentration
dieser Lysate wurde mit weiterem Lysepuffer auf 2 mg/ml eingestellt und 500 ul der Probe
zusammen mit 10 ul der ,ActivX Desthiobiotin-FP Serine Hydrolase“ Lésung (finale
Konzentration 2 pM) in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal® gegeben. Nach einer 45-



2 Material und Methoden 46

mindtigen Inkubationszeit, in welcher die Sonde an aktive Serin-Hydrolasen gebunden
hat, wurden 500 pl Lysepuffer (auf 10 M mit Harnstoff versetzt) sowie 50 pl ,Pierce High
Capacity Streptavidin Agarose® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) hinzugegeben
und bei 4 °C fur eine Stunde in einem Rotator inkubiert. Streptavidin Agarose bindet das
mit den Sonden fusionierte Desthiobiotin und ermoglicht so das Aufreinigen der Sonden
inklusive der gebundenen Serin-Hydrolasen. Hierflir wurden die Proben flir 1 min bei
1000 x g zentrifugiert und das Pellet aus Streptavidin Agarose drei Mal mit kaltem
Lysepuffer (5 M Urea) gewaschen. Um die Proteine zu eluieren, wurde das Pellet mit 2x
SDS Probenpuffer in PBS (siehe 2.1.1) versetzt und fir 5 min gekocht. Das Eluat wurde in
einem SDS Gel (siehe 2.1) aufgetrennt und im Rahmen eines Western Blots (siehe
2.2.2.7) mit eGFP spezifischem Antikérper auf die Anwesenheit der Fusionsproteine hin
untersucht.

2.2.2.9 Co-Immunprazipitation

Co-Immunprazipitations-Experimente (Co-IP, engl. = co-immunoprecipitation) wurden
durchgefihrt, um Interaktionspartner von CG9186 zu identifizieren. Hierfir wurden stabil
transfizierte Drosophila Kc167 Zellen verwendet, die entweder eGFP alleine oder ein
eGFP-CG9186 Fusionsprotein exprimieren (siehe 2.2.4.4). Die Zelllinien wurden entweder
mit 400 uM Olsaure oder ohne Olséure wie in Kapitel 2.2.4.1 beschrieben kultiviert. Pro
Zelltyp und Kondition wurden die Zellen aus jeweils einer dicht bewachsenen 75 cm?
(T75) Zellkulturflasche in eiskaltem PBS resuspendiert, in ein 15 ml Reaktionsgefald
Uberfiihrt und fir 5 min bei 1.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und das Zellpellet in neuem kalten PBS resuspendiert, und die Reaktionsgefalte erneut
zentrifugiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit eiskaltem PBS wurde das Zellpellet
in 1 ml PBS resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal’ tberfluhrt, erneut zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden nun in 100 pl ,Pierce IP* Lysepuffer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) in Anwesenheit von Protease-Inhibitoren (cOmplete,
EDTA-frei, Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz) fir 30 min auf Eis lysiert und dabei
gelegentlich gemischt. Die Proben wurden fur 5 min bei 4 °C und 16.000 x g zentrifugiert
und der Uberstand zusammen mit 300 pl frischem Lysepuffer in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Fir die Co-IP wurden GFP-Trap_A beads (engl.= Kigelchen)
der Firma ChromoTek (Planegg-Martinsried, Germany) nach Herstellerangaben
verwendet. Pro Zelllinie und Kondition wurden jeweils 25 pl der GFP-Trap_A Suspension
zwei Mal in eiskaltem Verdinnungs-Puffer (10 mM Tris/Cl pH 7.5; 150 mM NaCl; 0.5 mM
EDTA) gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt und einer Zentrifugation (2.500 x g fir
2 min bei +4°C) wurde der Uberstand abgenommen und das Lysat (siehe oben) zu den
beads gegeben. Die Bindung der Proteine an die GFP-Trap_A beads fand Gber Nacht bei
4°C statt. Die ReaktionsgefaRe wurden dabei kontinuierlich invertiert, um eine stetige
Durchmischung zu gewahrleisten. Am nachsten Tag wurden die Proben bei 2.500 x g fir
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2 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und bei -80°C
eingefroren. Die beads mit den gebundenen Proteinen wurden nun drei Mal mit dem
Verdinnungs-Puffer (siehe oben) gewaschen. Fir die Proben der Zelllinien, die mit
Olsaure behandelt wurden, wurde nach dem ersten Waschschritt die Stringenz erhéht und
die NaCl Konzentration des Puffers auf 200 mM angehoben. Nach dem letzten
Waschschritt wurde der Uberstand abgenommen und die Proteine durch Zugabe von 50
ul 0,2 M Glycin (pH 2,5, Inkubationszeit 30 s) eluiert. Die Proben wurden bei 2.500 x g fur
2 min zentrifugiert, der Uberstand in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR gegeben und mit 5
5 pl 1M Tris-Base (pH 10,4) neutralisiert. Die Proben wurden bis zur
massenspektrometrischen Analyse bei -80°C gelagert.

2.2.2.10 Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Analyse der Proben wurde im Molecular Proteomics
Laboratory (MPL) des Biologisch-Medizinischen Forschungszentrums (BMFZ) an der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf wie bei Kolkhof et al. (2017) beschrieben
durchgefuhrt. Die Proteine wurden zunachst in einem Polyacrylamid-Gel getrennt.
Proteinhaltige Banden wurden nach einer Silberfarbung ausgeschnitten, entfarbt,
gewaschen und die Proteine mit Dithiothreitol reduziert, mit Chloracetamid alkyliert, mit
Trypsin verdaut und nach einer Peptidextraktion schlief3lich in 0,1 % Trifluoressigsaure
resuspendiert. AnschlieBend wurden die Peptide mit einem Ultimate 3000 RSLCnano
Flussigchromatographie-System (Thermo Scientific, Dreieich) aufgetrennt Uber eine
Nano-Elektrospray-lonisationsquelle ionisiert und mit einem Orbitrap Elite (Thermo
Scientific, Bremen) Massenspektrometer analysiert (Kolkhof et al., 2017).

2.2.2.11 Herstellung delipidierter Hefe

Hefen stellen sowohl unter natlrlichen als auch unter Laborbedingungen eine zentrale
Komponente der Erndhrung von Drosophila dar und dienen den sterol auxotrophen Tieren
als Quelle fur Sterole und andere Lipide (Begg und Robertson, 1950). Um den Lipidgehalt
der Hefe fur die Herstellung eines Lipid-armen Mediums zu reduzieren, wurden 20 g
Trockenhefe in einen Glasbecher mit 50 ml Chloroform gegeben und fur 30 min unter
gelegentlichem Ruhren inkubiert. Nach dem Absetzen der Hefe wurde das Chloroform
ausgetauscht und die Hefe fir weitere 30 min inkubiert. Das Chloroform wurde erneut
entfernt, ein Papiertuch Gber den Glasbecher gelegt und die Hefe fir mindestens 2 Tage
bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2.2.12 Lipidextraktion und Diinnschichtchromatographie (TLC)

FiUr eine qualitative bzw. semi-quantitative Untersuchung der einzelnen Lipidklassen von
Probenmaterial wurden die enthaltenen Lipide extrahiet und  mittels
Dinnschichtchromatographie (engl. thin layer chromatography, TLC) aufgetrennt. Fir die
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Untersuchung adulter Fliegen wurden zehn Tiere zusammen mit 1 ml Wasser und einer
Keramikkugel in ein 2 ml Reaktionsgefal® mit Schraubdeckel gegeben und in einer
BIO101/Savant FastPrep FP120 Cell disruptor Ruttelzentrifuge (Qbiogene, lllkirch,
Frankreich) fir 20 s homogenisiert. 900 ul des Homogenats wurden in ein Glasréhrchen
mit Schraubdeckel (8 ml) Uberfihrt und 4 ml eines Chloroform Methanol Gemischs (2:1)
hinzugegeben. Um die Lipidzusammensetzung von Trockenhefe, delipidierter Hefe oder
Bacto Yeast Extract (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) zu untersuchen, wurden fir
die Extraktion 100 mg Probe zunachst mit 500 yl Wasser vermischt und anschlieRend mit
4,5 ml des Chloroform Methanol Gemischs (2:1) in ein Glasréhrchen mit Schraubdeckel
(8 ml) gegeben. Die Extraktion wurde bei 37°C fur 30 min unter konstantem Schitteln
durchgefihrt. Anschliefend wurden die Réhrchen fir 5 min bei 1.250 rpm zentrifugiert,
um die Phasen-Trennung des Gemischs zu beschleunigen. Die unterste (lipidhaltige)
Phase wurde in ein kleineres Glasrohrchen mit Schraubdeckel (4 ml) gegeben und die
enthaltenen Lipide unter einem konstanten Stickstoffstrom eingeengt. Die Lipide wurden
in 400 pl Chloroform aufgenommen und 30 pl dieser Lésung auf eine Kieselgelplatte
(Merck, Darmstadt) 1,5 cm Uber dem unteren Rand aufgetragen. Zur spateren
Identifikation der Lipidbanden wurden auflerdem 20 pul verschiedener Lipid-Standards
(Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA) aufgetragen. Die Standards wurden zuvor auf 0,2
mg/ml in Chloroform verdiinnt. Nach einstiindiger Aquilibrierung der TLC Glaskammer mit
dem Laufmittel wurde die Kieselgelplatte vorsichtig in das Laufmittel gestellt. Sobald die
Laufmittelfront einen Abstand von ca. 2 cm zum oberen Rand der Platte erreicht hatte,
wurde die Kieselgelplatte entfernt und fur mindestens 45 min unter dem Abzug und
anschliel®end fir 1 h bei 37 °C getrocknet. Die Platte wurde mit einer wassrigen Ldsung
aus 10 % CuSO4 (w/v) und 10 % H3POg4 (v/v) bespriht (siehe 2.1.1) und danach wieder
fur mindestens eine Stunde getrocknet. Die Lipidbanden wurden durch Veraschung der
Kieselgelplatte bei 120 °C fur 30-40 min visualisiert.

2.2.2.13 Thiobarbitursaure reaktive Substanzen (TBA-RS)
Die TBA-RS (thiobarbituric acid reactive substances) Methode wird flr den Nachweis von
sekundaren Reaktionsprodukten der ROS- induzierten Lipid-Peroxidation genutzt. So
I&sst sich indirekt nachweisen, ob oxidativer Stress vorliegt. Die Reaktionsprodukte der
Lipidperoxidation reagieren mit TBA zu Trimethin-Farbstoffen, die photometrisch und
fluorometrisch nachgewiesen werden kénnen (Asakawa und Matsushita, 1979; Czerska et
al., 2015; Halliwell und Chirico, 1993). Fir die Messung wurden 20 adulte Tiere in ein 1,5
ml Reaktionsgefal® gegeben und in 200 pl eiskaltem PBS mit einer elektrischen Pistille auf
Eis homogenisiert. Pro Genotyp wurden vier Reaktionsgefal’e (80 Tiere) eingesetzt.
125 yl des Homogenats wurde mit 187,5 pl Phosphorsaure (0,44 M) und 62,5 pl
Thiobarbitursdure (0,6 %) in ein 2 ml Schraubdeckel-Réhrchen gegeben und flr 40 min

bei 100 °C inkubiert. Der Rest des Homogenats aus dem 1,5 ml Reaktionsgefal® wurde in
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einer Verdunnung von 1:10 fir die Proteinbestimmung genutzt (siehe 2.2.2.1). Fur die
TBA-RS Messung wurde zusatzlich eine Verdinnungsreihe mit TEP (1,1,3,3-
Tetraethoxypropane, Sigma Aldrich) angefertigt und wie die Proben prozessiert. Fur die
Erstellung der Standardlésung wurde TEP in Ethanol:Wasser (1:1) in einer Konzentration
von 10 uM gelést. Um die Verdiinnungsreihe zu erstellen, wurde der Standard 1:100 mit
PBS verdiinnt (0,1 uM) und diese Mischung weiterverdiinnt. Als Leerprobe dienten 125 pl
PBS. Nach der Inkubationszeit wurden die Proben und Standards auf Eis abgekuhlt und
anschliefend 375 pl 0,1 M NaOH (in Methanol) hinzugegeben und grindlich gemischt.
500 ul der Proben wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf’ tberfihrt und fir 5 min bei 14.000
rom zentrifugiert. 100 pl des Uberstandes wurden in einer schwarze 96-well Platte
Uberfiihrt und die TBA-RS-Konzentration fluorometrisch bestimmt (Ex. 530 nm, Em. 555

nm).

2.2.2.14 Luciferase Komplementations-Experimente
Fir die Identifikation bzw. Bestatigung von Protein-Protein Interaktionen wurden
Luciferase-Komplementations-Experimente durchgefiihrt. Bei dieser Technik macht man
sich die Fahigkeit des Enzyms Luciferase zunutze, bei Vorhandensein des Substrates
Coelenterazin ein chemilumineszenz-Signal zu erzeugen. Im Rahmen der Experimente
werden mogliche Interaktionen identifiziert, indem die beiden Proteine eines Interaktions-
Paares jeweils mit einer Halfte der Luciferase fusioniert zur Expression gebracht werden.
Findet eine Interaktion zwischen statt, komplementieren die beiden Luciferase-Fragmente
(Gluc(1) und Gluc(2)) und es wird messbar Licht emittiert. Die Durchfiihrung der

Experimente erfolgte wie in Kolkhof et al., (2017) beschrieben

2.2.3 Histologische Methoden und Mikroskopie

2.2.3.1 Herstellung von Praparaten aus Zellkulturzellen

Fir die Untersuchung der Morphologie von LDs (siehe 3.3.2) oder der Lokalisation von
Proteinen (3.2.3) wurden Kc176 Zellkulturzellen verwendet. Die Zellen wurden bei einer
Konfluenz von idealerweise 70-80 % durch Auf- und Abpipettieren des Mediums vom
Boden des Kulturgefales (z.B. 12-well Platte) geldst und 400 pl dieser Zellsuspension auf
ein Deckglaschen gegeben. Nachdem die Zellen fur 30-40 min an das Deckglaschen
adharieren konnten, wurden 350 pl des Zellkulturmediums abgenommen und durch PBS
ersetzt. Das PBS wurde gegen eine 1:1 Mischung aus RNA-Fixierer (siehe 2.1.1) und
PBS ausgetauscht und die Zellen fir genau 10 min fixiert. AnschlieRend wurden die
Zellen zwei Mal flr jeweils 5 min mit BPS gewaschen und fir 45-60 min gefarbt. Fir die
Farbung wurden die Farbstoffe zuvor in PBS verdiinnt (siehe 2.1.3). Nach einem weiteren
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Waschschritt wurden die Zellen in Mowiol ++ (siehe 2.1.1) eingebettet und bei 4 °C
gelagert.

2.2.3.2 Herstellung von Organpraparaten

Fur die mikroskopische Untersuchung von Organen wie dem Fettkérper oder der
Speicheldrise von Larven wurden die Tiere in eiskaltem PBS prapariert und die Organe
anschie3end fur 20 min in einer 1:1 Mischung aus RNA-Fixierer (siehe 2.1.1) und PBS
fixiert. Die Organe wurden in einem feinen Sieb zwei Mal mit eiskaltem PBS gewaschen
und fir mindestens 1 h oder Uber Nacht (bei 4 °C) gefarbt. Die verwendeten
Verdinnungen sind unter 2.1.3 beschrieben. Die Organe wurden anschliellend zwei Mal
fur jeweils 20 min mit PBS gewaschen und auf einem Objekttrager in Mowiol ++ (siehe
2.1.1) eingebettet und bei 4°C gelagert.

2.2.3.3 Vermessung von Larven

Um die Gréle von Larven quantifizieren und vergleichen zu kénnen, wurden Bilder der
Tiere mit einem Zeiss SteREO Discovery.V8 Mikroskop mit ICc 5 AxioCam Kamera
aufgenommen. Die Larven wurden anschliel3end in der Zeiss ZEN Blue (2012) Software
handisch umrandet und die so von der Software ausgegebenen Oberflachen (mm?)
miteinander verglichen. Siehe auch Kapitel 2.2.5.6.

2.2.3.4 Automatisierte Mikroskopie und Bildsegmentierung

Um den Einfluss verschiedener Gene auf die Morphologie von LDs zu untersuchen,
wurde ein RNAi Experiment im 96-well Format durchgefuhrt (siehe 2.2.4.5). Die Zellen
wurden fixiert und die Zellkerne und LDs mit Hoechst33258 und Bodipy*#9%03
gegengefarbt (siehe 2.2.3.1). Die Praparate wurden mit einem Cytation-3-Multidetektions-
Reader (BioTek Instruments, Inc., Vermont, USA) mikroskopiert. Pro well wurden mit
einem 20x Objektiv jeweils 16 Ubersichtsaufnanmen gemacht. Die anschlieende
quantitative Analyse der Bilder erfolgte mit der Bildsegmentierungssoftware CellProfiler.
Neben der Anzahl und GroéRRe der LDs (in Pixel) wurden auch deren Nahe zueinander
(Anzahl sich beruhrender LDs pro Zelle) sowie die Gesamtzahl der aufgenommenen
Zellen analysiert (Werthebach et al., 2016).

2.2.4 Zellkultur

2.2.4.1 Kultivierung von Drosophila Zelllinien

Die Kultivierung von Drosophila Zelllinien erfolgte nach den Protokollen des Drosophila
RNAIi Screening Centers (http:/fgr.nms.harvard.edu/protocols). Die Zellen wurden in

25 cm? ZellkulturgefalRen mit bellfteter Kappe in Schneider’'s Drosophila Medium (PAN-
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Biotech, Aidenbach) mit 10 % fetalem bovinen Serum (PAN-Biotech, Aidenbach) und
Penicillin/Streptomycin (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) bei 25°C gehalten. Es erfolgte
keine zusatzliche Zufuhr von CO,. Fur die Kultivierung stabil transfizierter Zelllinien wurde
Medium mit 10 ug/ml Blasticidin-S Hydrochlorid (AppliChem, Darmstadt) verwendet. Die
Zellen wurden dreimal pro Woche (Konfluenz 70-90 %) passagiert. Hierfur wurde der
Zellrasen mit einer elektrischen Pipettierhilfe in frischem Medium resuspendiert und in
einer Verdinnung von 1:5 in eine neue Zellkulturflasche ausgesat. Die Zellen wurden

maximal bis zur vierzigsten Passage verwendet.

2.2.4.2 Kultivierung von Sauger-Zelllinien

Die Kultivierung von HelLa Zellen erfolgte bei 37°C und 5 % CO, in DMEM Medium mit
4,5 % Glukose, 10 % fotalem Kalberserum, 1 % nicht essentiellen Aminosauren, 1 %
Natriumpyruvat und 1 % Streptomycin/Penicillin (alles von PAN-Biotech, Aidenbach).

2.2.4.3 Transiente Transfektion

Um Proteine in vitro zur Expression zu bringen, wurden Zellkulturzellen mit
Expressionsvektoren (siehe Tabelle 5) transfiziert. Hierfur wurden Zellen bei einer
Konfluenz von 70 bis 90 % resuspendiert und die Zelldichte mit frischem Medium auf 2-5
x 10° Zellen je ml eingestellt. Fir einen Transfektionsansatz in einer 6-well Platte wurden
2 ml dieser Zellsuspension in ein well pipettiert und die Zellen fir mindestens 4 h, besser
aber Uber Nacht, bei 25°C inkubiert. Fir die Herstellung des Transfektionsmixes wurde
das ,Qiagen Effectene Transfection Reagent‘ (Qiagen, Hilden) verwendet. 1 ug der
Expressionskonstrukte (also z.B. 2x 500 ng bei Doppeltransfektionen) wurde mit EC-
Puffer auf ein finales Volumen von 140 ul verdiinnt. Nach Zugabe von 8 ul Enhancer und
anschlieendem Vortex-Schritt wurde der Ansatz fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Darauf folgte die Zugabe von 10 ul Effectene, ein weiterer 15 s Vortex-Schritt und 10 min
Inkubation bei Raumtemperatur. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden aus dem
jeweiligen well 500 ul Medium entnommen, mit dem Transfektionsmix vermischt und alles
zu den Zellen ins well gegeben. Je nach Experiment wurden die Zellen anschlief3end fur
2-4 Tage bei 25°C inkubiert. Je nach Dauer der Inkubation wurde die initiale Zelldichte
etwas hoher oder niedriger gewahlt.

2.2.4.4 Herstellung stabil transfizierter polyklonaler Zelllinien

Die Herstellung stabil transfizierter polyklonaler Zelllinien erfolgte in Anlehnung an das
.Stabe fly cell lines* Protokoll des Drosophila RNAi Screening Centers (DRSC,
https://fgr.hms.harvard.edu/stable-fly-cell-lines). Zuséatzlich zum Plasmid fur die

Expression des gewunschten Proteins wurden die Zellen hierbei mit einem
Selektionsplasmid kotransfiziert.
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Zunachst wurden 4 ml einer Kc167 Zellsuspension (2,5 x 10° Zellen pro ml) in eine 25 cm?
Zellkulturflasche vorgelegt und Uber Nacht bei 25°C inkubiert. Die Zellen wurden am
Folgetag - wie unter 2.2.4.3 beschrieben - unter Verwendung des ,Qiagen Effectene
Transfection Reagent (Qiagen, Hilden) transfiziert und anschlie3end fur 4 Tage bei 25°C
inkubiert. Bei der Transfektion wurden 2 ug des Expressionsplasmids und 50 ng des
Selektionsplasmids (pCoBlast, sieche Tabelle 5) eingesetzt. Nach der Inkubationszeit
wurde das Medium abgenommen und durch neues Medium ersetzt, dem 30 pg/ml
Blasticidin-S Hydrochlorid zugegeben wurden. In erfolgreich transfizierten Zellen fuhrt das
Selektionsplasmid Uber die Expression des Enzyms Blasticidin-S-Deaminase zur
Resistenz gegen Blastizidin. AnschlieBend wurde das Medium zusammen mit
abgestorbenen Zellen alle 3-5 Tage abgesaugt und so lange durch neues Blasticidin
haltiges Medium ersetzt, bis sich ein Rasen aus resistenten Zellen gebildet hatte. Zur
Erhaltung der stabilen Transfektion wurde Medium mit einer Blasticidin-S Hydrochlorid
Konzentration von 10 pg/ml verwendet.

2.2.4.5 RNA Interferenz (RNAI) in Zellkulturzellen

Der gezielte knock down von Genen mittels RNA Interferenz (RNAIi) in Drosophila
Zellkulturzellen erfolgte nach Protokollen des Harvard RNAi screening centers
(http://fgr.hms.harvard.edu/protocols). Bei dieser als ,bathing” (engl.: baden) bezeichneten

Methode werden die Zellen nach einem kurzen Hungerimpuls mit doppelstrangiger RNA
(dsRNA) inkubiert.

Fir die Herstellung der dsRNA mussten zunachst Uber PCR Gen-spezifische DNA-
Matrizen hergestellt werden. Passende Oligonukleotide wurden unter Verwendung der
DRSC Website (https://fgr.nms.harvard.edu/) ermittelt. Zusatzlich zur Zielsequenz wurden

die Oligonukleotide mit einem angehangten modifizierten T7 Promotor synthetisiert.
Mittels touch down PCR wurden unter Verwendung genomischer DNA (siehe 2.2.1.7)
Amplifikate hergestellt, um diese im Anschluss mittels in vitro Transkription in dsRNA
umzuschreiben.

Ein 50 pl in vitro Transkriptions-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

10 pl Amplifikat (PCR Reaktion)

5ul 100 MM DTT

0.5 pI NTP Mix (jeweils 100 mM)

0.5 pl RiboLock RNAse Inhibitor (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
2 ul T7 RNA polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

10 ul 5 x transcription buffer

19.5 pl H.0
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Der Ansatz wurde Uber Nacht (12-16 h) bei 37°C inkubiert und die DNA am kommenden
Tag durch Zugabe von 2 yl DNAse (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) fir 30-45
min verdaut. Im Anschluss wurde die dsRNA mit dem ,RNeasy Mini Kit‘ (Qiagen, Hilden)
nach Herstellerangaben aufgereinigt. Pro Saule wurden 100 pl in vitro Transkriptions-
Ansatz verwendet. Die dsRNA Konzentration wurde mit dem NanoDrop 2000c
Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) gemessen und mit RNAse-
freiem Wasser auf 250 ng/ul eingestellt. Die Lagerung der dsRNA erfolgte bei -80°C. Im
Folgenden ist die Vorgehensweise fir eine RNAi im 96-well Format beschrieben: Die
Handhabung der aufgereinigten dsRNA erfolgte stets unter Verwendung neuer Boxen mit
Pipettenspitzen, vorab mit ,RNAse Away” (Sigma Aldrich, Steinheim) gereinigter Gerate
und sofern maéglich auf Eis. In eine sterile 96-well Zellkultur Platte wurden 1-2 ug dsRNA
pro well vorgelegt. Aus einer Zellkulturflasche mit Drosophila Kc167 Zellen (70-90 %
konfluent) wurde das alte Medium (siehe 2.1.7) abgesaugt, die Zellen in frischem Medium
resuspendiert und mit einer ,Neubauer improved“Zahlkammer oder einem LUNA
Automated cell counter (Logos Biosystems, Anyang, Sudkorea) gezahlt. Die
Zellsuspension wurde fir 5 min bei 2.500 rpm zentrifugiert und in einer Konzentration von
1,5-2 x 108 Zellen pro ml in Serum-freien Medium wiederaufgenommen. Jeweils 30 ul
dieser Zellsuspension wurden in die wells der 96-well Platte zu der vorgelegten dsRNA
gegeben (ca. 30.000 bis 40.000 Zellen pro well), die Platte versiegelt und fir 45 min bei
25°C inkubiert. Anschliellend wurden in jedes well 100 pl Zellkulturmedium (mit Serum)
pipettiert und die Platten flr weitere 4-5 Tage inkubiert.

2.2.5 Fliegentechniken

2.2.5.1 Haltung von Drosophila melanogaster

Wenn nicht anders erwahnt, wurden die Drosophila Stamme nach Standardmethoden
nach Ashburner (1989) bei 25 °C mit einem 12 h hell/dunkel Rhythmus gehalten. Als
Standardfutter diente ein Medium mit 1,68 g Hefe, 4 g Zuckerribensirup und 4,5 g
Malzextrakt pro 100 ml (Standardmedium der AG Klein, Medium 1). Experimente mit
veranderten Nahrstoffkonzentrationen oder der Zugabe von Farbstoff wurden auf Basis
von Futter der AG Jackle (Medium 2) sowie einer Futtermischung mit wenig Zucker (engl.:
low sugar diet, LSD) durchgefihrt (siehe 2.1.7).

2.2.5.2 Versuche zur Lebensspanne

Die Lebensspanne Versuche wurden nach einem Protokoll von Linford et al., 2013
durchgefihrt. Um synchronisierte Embryonen zu erhalten, wurden zunachst ca. 400
adulte Tiere in einen Legekafig mit Apfelagar-Platte und Frischhefe gesetzt. Nach 22-24 h
wurde eine neue Apfelagar-Platte angebracht und die alte verworfen. Nach weiteren 16-
22 h wurden die Apfelagar-Platte vom Kafig entfernt und die gelegten Embryonen mit PBT
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und einem Pinsel geldst und anschlieffend in ein 15 ml Reaktionsgefal® Gberfihrt. Nach
dem Absetzen der Tiere auf dem Boden des GefaRes wurde der PBT Uberstand
abgenommen und neues PBT hineingegeben. Um die Hefe zu entfernen, wurde dieser
Vorgang so lange wiederholt, bis der Uberstand keine Trilbbung mehr zeigte. Im letzten
Schritt wurde hierbei PBS verwendet. Von den sich abgesetzten gewaschenen
Embryonen wurden nun 33 pl mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze in ein grolies
Futterréhrchen mit Standardfutter (Medium 1) Gberfuhrt. Die Entwicklung der Tiere fand
bei 25 °C statt. Die ersten adulten Tiere schlupften an Tag 9-10 und wurden verworfen.
Nach weiteren 24 h wurden die geschllpften Tiere betdubt und in Gruppen mit jeweils ca.
50-60 Tieren (Mannchen und Weibchen gemischt) auf kleine Futterrohrchen aufgeteilt.
Nach weiteren 48 h, in denen die Tiere kopulieren konnten, wurden Mannchen und
Weibchen getrennt und in Gruppen von jeweils genau 30 Tieren auf neue Futterréhrchen
gesetzt. Die Tiere wurden in einem festen Rhythmus alle zwei bis drei Tage (Montag,
Mittwoch, Freitag) auf neues Futter gesetzt und gestorbene Fliegen dabei ausgezahit. Bei
den Experimenten wurden je Geschlecht und Genotyp mindestens finf R&hrchen
eingesetzt.

2.2.5.3 Messung der Sensitivitat adulter Tiere gegeniiber oxidativem
Stress

Um die Stressresistenz der Fliegen zu untersuchen, wurden Lebensspanne Versuche
unter Verwendung von Methylviologen (Paraquat) durchgefiihrt. Paraquat wirkt aufgrund
seiner starken prooxidativen Eigenschaften toxisch (Stokes und Walker, 1970) und wird
standardmaRig in verschiedensten Modellorganismen zur Induktion von oxidativem Stress
genutzt (z.B. Drosophila und C. elegans (Atashpour et al., 2017) oder Ratten
(Lashmanova et al., 2015)). Es wurde in einer Konzentration von 20 mM in einer 5
prozentigen Saccharose-Ldsung auf ein Stick Whatman Papier (1 ml Lésung auf 2 x 7
cm Whatman Papier) getraufelt und dieses zusammen mit 30 adulten Tieren (7 Tage alt)
in ein leeres Futterréhrchen gegeben. Um ein Austrocknen des Whatman Papieres zu
verhindern, wurden mit einer langen Gellade-Pipettenspitze nach 24 h weitere 200 pl der
Paraquat-Lésung auf das Whatman-Papier gegeben, ohne dabei den Stopfen des
Futterréhrchens abzunehmen oder die Tiere zu betduben. Pro Genotyp und Geschlecht
wurden mindestens sechs Réhrchen mit jeweils 30 Tieren eingesetzt. Aufgrund der hohen
Toxizitat wurden die gestorbenen Tiere alle 4-12 h ausgezahlt. Um sicherzustellen, dass
die Tiere aufgrund der Stressoren und nicht wegen des experimentellen Aufbaus sterben,
wurden einige Tiere auf Whatman Papier mit 5 prozentiger Saccharose-Lésung ohne
Paraquat gehalten und deren Lebensspanne ebenfalls Uiberwacht.
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2.2.5.4 Messung der Sensitivitat adulter Tiere gegeniiber Hunger und
Dehydration

Um die Sensitivitat der Fliegen gegenlber Hungerstress und Dehydration zu untersuchen,
wurden adulte Tiere (7 Tage alt) verwendet, deren Entwicklung wie unter 2.2.5.2
beschrieben stattfand. Fir die Messung der Lebensspanne unter Hungerbedingungen
wurden Gruppen von 30 Individuen in Futterrbhrchen gesetzt, in denen sich lediglich
0,5 % Agarose (in Wasser) befand. Die verstorbenen Tiere wurden alle 4-12 h ausgezahlt.
Um die Sensitivitdt gegentber Dehydration zu untersuchen, wurden die Fliegen in
komplett leere Futterrdhrchen gesetzt und die toten Tiere alle 4-12 h ausgezahlt. Pro
Genotyp und Geschlecht wurden flr beide Versuche mindestens 4 Roéhrchen mit jeweils
30 Tieren eingesetzt.

2.2.5.5 Quantifizierung von Eiablage und Schlupfrate

Um die Fruchtbarkeit und eventuelle Stérungen in der Entwicklung unterschiedlicher
Genotypen zu beurteilen, wurden die Anzahl an Embryonen sowie der Anteil sich daraus
zu Puppen entwickelnder Tiere quantifiziert. Die Versuche erfolgten in Anlehnung an
Galikova et al., 2015. Fir die Versuche wurden 7 Tage alte adulte und jungfrauliche Tiere
verwendet, welche sich aus synchronisierten Embryonen (siehe 2.2.5.2) entwickelt hatten.
Es wurden jeweils zwei Weibchen und ein Mannchen in ein Réhrchen mit Standardfutter
(Medium 1, siehe 2.1.7) gesetzt. Die Fliegen wurden nun fur funf Tage alle 24 h auf neues
Futter gesetzt und taglich die Anzahl an Embryonen pro Rohrchen ausgezahlt. Die
Roéhrchen wurden fir weitere 7-8 Tage bei 25 °C gelagert und die Anzahl an Puppen pro
Roéhrchen ausgezahlt. Je Genotyp wurden 10-15 Réhrchen eingesetzt.

2.2.5.6 Analyse der larvalen Entwicklung

Die Beurteilung der larvalen Entwicklung erfolgte nach zwei Parametern. Zum einen
wurde die GroéRe der Larven zu fest definierten Zeitpunkten bestimmt, zum anderen wurde
die Zeit von der Eiablage bis zur frihen Puppe gemessen. Fir beide Experimente wurden
50-60 adulte Tiere (7 Tage alt, entwickelt wie unter 2.2.5.2 beschrieben) Uber Nacht in ein
neues Futterrdhrchen gegeben. Am Folgetag wurden die Tiere in ein neues
Futterréhrchen gegeben und das urspriingliche Réhrchen verworfen. Nach genau 16 h
Eiablage wurden die Tiere vom Futter genommen und die Rdéhrchen bei 25°C unter
Standardbedingungen (siehe 2.2.5.1) inkubiert. Pro Genotyp und Futterkondition wurden
mindestens drei Rohrchen als technische Replikate verwendet. Fur die zeitliche Analyse
der larvalen Entwicklung wurden die Réhrchen zwei bis drei Mal taglich begutachtet. Neue
Puppen an den Gefallwanden wurden dabei so lange mit einem Stift auf den Roéhrchen
markiert, bis keine Tiere mehr das Futter verlieRen. Anhand dieser Daten wurden
Wachstumskurven erstellt. Zur Bestimmung der Groflie von Larven zu unterschiedlichen
Zeitpunkten wurden ca. 20-30 Tiere pro Roéhrchen aus dem Futter genommen und mit
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eiskaltem PBS gewaschen. Die Tiere wurden in ein vorgekuihltes Schalchen gegeben und
mit einem Zeiss SteREO Discovery.V8 Mikroskop mit ICc 5 AxioCam mikroskopiert. Die
Larven in den Bildern wurden in der Zeiss ZEN Blue (2012) Software handisch umrandet.
Die Grole der Tiere wurde anhand der von der Software ausgegebenen Oberflache
(mm?) verglichen.

2.2.5.7 Quantifizierung der Futteraufnahme

Um die von den Tieren in einem definierten Zeitraum aufgenommene Menge an Futter zu
quantifizieren, wurde Medium 2 verwendet, in das zuvor der Farbstoff Fluorescein (finale
Konzentration: 200 pg/ml) gegeben wurde. Um einen Einfluss von Umweltbedingungen
auf das Fressverhalten zu vermeiden, wurden die Tiere einen Tag vor dem eigentlichen
Experiment in Gruppen von 20 Individuen (7 Tage alt) nach Geschlechtern getrennt in
neue Rdhrchen mit Standardmedium (Medium 2) oder einem Hungermedium (0,5 %
Agarose in H20) gesetzt. Am nachsten Tag um 11:00 Uhr wurden die Fliegen ohne CO:
Betaubung auf das Fluorescein-Medium umgesetzt. Nach 30 min bei 25 °C wurden die
Tiere betaubt und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Fir die eigentliche Messung
wurden die Fliegen zwei Mal mit PBS gewaschen und in ein 2 ml Schraubdeckel-
Reaktionsgefal® mit einer Keramikkugel und 300 pyl 10mM TRIS pH 7,4 gegeben und in
einer BIO101/Savant FastPrep FP120 Cell disruptor Ruttelzentrifuge (Qbiogene, llikirch,
Frankreich) homogenisiert. Das Homogenat wurde bei 14.800 rpm zentrifugiert und 100 pl
des Uberstandes in eine schwarze 96-well Platte gegeben, und die Fluoreszenzintensitat
(Ex 475 -490 nm, Em 510 - 520 nm) in einem Synergy Mx Mikrotiter-Plattenlesegerat
(BioTek Germany, Bad Friedrichshall) gemessen.

2.2.6 Bioinformatik und Statistik

Die Berechnungen zur Signifikanz des Unterschieds zwischen den Mittelwerten zweier
Stichproben erfolgte Uber einen ungepaarten t-Test mit zweiseitiger Verteilung in Excel
2016. Der Vergleich von mehr als zwei Mittelwerten erfolgte Uber einfaktorielle ANOVA
mit Tukey post-hoc Test in R. Die statistische Auswertung der Experimente zur
Lebensspanne erfolgte mittels log-rank Test in R. Die Analyse der Daten aus der qRT-
PCR fand mit der Software CFX-Manager (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) und
REST (Pfaffl, 2001) statt. Die Analyse der Bilder wurde mit der Segmentierungssoftware
CellProfiler sowie dem Datenanalyse Programm KNIME durchgefihrt.



3 Ergebnisse

Das Drosophila Protein CG9186 wurde im Rahmen einer Proteom-Analyse von
Lipidtropfchen (LDs) aus larvalen Fettkdrpern identifiziert (Beller et al., 2006). Obwohl es
evolutionar stark konserviert ist und Mutationen im humanen Homolog C20rf43 mit
Prostatakrebs korrelieren (Du et al., 2016; Long et al., 2012; Penney et al., 2015a; Shui et
al., 2014), ist bislang nur sehr wenig Uber die Funktion des Proteins bekannt. Die einzige
zu CG9186 verodffentlichte Studie stammt aus unserer Arbeitsgruppe und konzentrierte
sich auf eine initiale Beschreibung und in vitro Untersuchungen zur zellularen Lokalisation
von CG9186 sowie dessen Einfluss auf die Morphologie und Positionierung der LDs (Thiel
et al., 2013).

Um CG9186 naher zu charakterisieren und Hinweise auf seine Funktion zu sammeln,
wurde in der vorliegenden Arbeit der Fokus auf drei Aspekte gelegt. Zunachst wurde in
vitro eine mogliche enzymatische Funktion von CG9186 als Serin-Hydrolase untersucht.
AnschlieBend wurden Interaktionspartner per Co-lImmunpréazipitation identifiziert und
diese Interaktionen weiter charakterisiert. Um die gesamtorganismische Rolle von
CG9186 zu untersuchen, wurde schlieRlich eine loss of function-Mutante generiert und die
resultierenden Phanotypen analysiert. Die Ergebnisse der Experimente werden im

Folgenden in der genannten Reihenfolge naher vorgestellit.

3.1 Die enzymatische Aktivitat von CG9186

CG9186 und seine Homologe besitzen eine annotierte Esterase/Lipase Domane (Thiel et
al., 2013). Diese zeichnet sich durch ein zentrales Serin (bei Drosophila an Position 119)
aus, welches zusammen mit einem konservierten Aspartat und Histidin (an Position 254
und 283) wahrscheinlich eine sogenannte katalytische Triade ausbildet. Dieser Serinrest
liegt hierbei in einem fur Lipasen typischen GXSXG Motiv (Jaeger et al., 1999; Thiel et al.,
2013). Durch Homologie-Modellierung wurde fir CG9186 bereits gezeigt, dass die
besagten Aminosauren in der finalen Konformation des Proteins in einer Weise
angeordnet sind, die eine katalytische Reaktion im Sinne einer Serin-Hydrolase
ermdglicht (Thiel et al., 2013).

Das murine Homolog von CG9186 (Lipid Droplet Associated Hydrolase (LDAH), MGI
Identifikationsnummer: 1916082) konnte mit einer ,ActivX Desthiobiotin-FP serine
hydrolase“ Sonde (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) markiert werden (Goo et al.,

2014). Bei dieser Sonde handelt es sich um einen chemischen Aktivitadts-Sensor auf Basis
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von Fluorophosphonat. Fluorophosphonat- und Fluorophosphat-Derivate hemmen
spezifisch Serin-Hydrolasen, indem sie mit der freien OH-Gruppe nukleophiler Serinreste
reagieren und kovalent an diese gebunden werden (Liu et al., 1999). Uber das mit der
Sonde fusionierte Desthiobiotin kann dann die markierte Hydrolase mit Streptavidin-

Agarose beads (engl.: ,Klgelchen®) prazipitiert werden.

Zunachst sollte geklart werden, ob CG9186 ebenfalls als aktive Serin-Hydrolase markiert
werden kann. Hierflr wurden stabil transfizierte Drosophila Kc167 Zellen verwendet, die
ein Fusionsprotein aus CG9186 und eGFP exprimieren. Als Positivkontrolle diente das
bereits als Serin-Hydrolase identifizierte LDAH (Goo et al., 2014). Als Negativkontrolle
wurde ein Fusionsprotein aus eGFP und dem LD-assoziierten Protein PLIN2 (Grénke et
al., 2003; Miura et al., 2002) sowie eGFP alleine verwendet. Fir beide Negativkontrollen
war keine Serin-Hydrolase Aktivitat zu erwarten. Um zu Uberprifen, ob tatsachlich das
Serin an Position 119 das Zentrum der katalytischen Triade bildet, wurde eine mutierte
Variante von CG9186 getestet, in der dieses Serin gegen ein Alanin ausgetauscht wurde
(Thiel et al., 2013). Abbildung 8 =zeigt eine schematische Darstellung des

Versuchsablaufs.
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Y LActivX™ Desthiobiotin FP-Serin Hydrolase“ Sonde
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Abbildung 8: Schema des Versuchsablaufs zur Identifikation aktiver Serin-Hydrolasen. Die
zu testenden und mit eGFP fusionierten Proteine wurden in Zellkulturzellen (humane HelLa und
Drosophila Kc167 Zellen) zur Expression gebracht und die Zellen anschlieRend lysiert. Das Lysat
wurde nach Herstellerangaben mit der ,ActivX Desthiobiotin-FP serine hydrolase® Sonde inkubiert
und die Sonde zusammen mit den gebundenen Serin-Hydrolasen unter Verwendung von
Streptavidin Agarose beads prazipitiert. Das Prazipitat wurde per Western Blot mit einem eGFP
spezifischen Antikdrper auf das zu testende Protein hin untersucht. Eigene Darstellung in
Anlehnung an Herstellerinformationen (https://www.thermofisher.com/).
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Die Zellen wurden lysiert und das Lysat nach Herstellerangaben mit der Sonde inkubiert.
Die Sonde wurde anschlieRend samt gebundener Serin-Hydrolasen mit Streptavidin-
Agarose aus der Probe prazipitiert (siehe 2.2.2.8). Das Prazipitat wurde unter
Verwendung eines GFP spezifischen Antikorpers in einem Western Blot auf die
Anwesenheit der Fusionsproteine hin untersucht. Abbildung 9 zeigt Western Blots der
Proben vor der Prazipitation (Ausgangs-Lysat) sowie des Prazipitats. Wie sich schon beim
Gesamtprotein-normalisierten Ausgangs-Lysat zeigt, weisen die Zellen unterschiedlich
starke Expressionsstarken auf. Dieser Unterschied wird besonders deutlich bei den
beiden Negativkontrollen (eGFP-PLIN2 und eGFP). Wie Abbildung 9 weiterhin zeigt,
waren LDAH, eGFP-CG9186, und eGFP-CG9186(S119A) im Prazipitat angereichert. Die
beiden Negativkontrollen lieRen sich im Western Blot nicht nachweisen. Auch die beim
Ausgangs-Lysat erkennbaren zusatzlichen Banden, bei denen es sich wahrscheinlich um
freies eGFP aus degradierten Fusionsproteinen handelt, sind im Western Blot des
Prazipitats nicht erkennbar.
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Abbildung 9: Prazipitation von CG9186 und LDAH mit einer Sonde fiir aktive Serin-
Hydrolasen. CG9186, CG9186(S119A) und LDAH wurden als eGFP Fusionsproteine in
Drosophila Kc167 Zellkulturzellen exprimiert und aktive Serin-Hydrolasen aus dem Zelllysat mit
einer spezifischen Sonde prazipitiert. Das Eingangs-Lysat (L) sowie das Prazipitat (P) wurden in
einem Western Blot mit einem GFP spezifischen Antikérper auf die Anwesenheit der
Fusionsproteine hin untersucht. Alle drei Proteine waren im Prazipitat nachweisbar. Als
Negativkontrollen dienten das LD-assoziierte Protein PLIN2 sowie eGFP. Diese Proteine wurden
nicht prazipitiert.
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Da die Sonde ebenfalls die CG9186 Variante mit der Mutation innerhalb der
vorhergesagten katalytischen Triade (S119A) gebunden hat, stellte sich die Frage, ob die
Sonde aufgrund anderer Aminosauren innerhalb dieses Motivs mit CG9186 reagieren
kann. Neben Serin an Position 119 wurde mit Histidin an Position 283 daher eine weitere
Aminosaure aus der katalytischen Triade gegen Alanin ausgetauscht. Bei Goo et al.,
(2014) konnte die Bindung der Sonde an LDAH durch einen Tausch von Serin in Position
140 gegen ein Cystein komplett verhindert werden. Um die Spezifitdt der Sonde und des
Versuchsaufbaus zu zeigen, wurde in Anlehnung an dieses Experiment ein aquivalentes
Konstrukt fur die eigenen Versuche generiert. AuRerdem wurde eine Variante von
CG9186 erstellt, in der Serin an Position 119 gegen ein Cystein ausgetauscht wurde. Wie
Abbildung 10 zeigt, konnten alle getesteten Varianten im Prazipitat nachgewiesen
werden. Lediglich PLIN2 als Negativkontrolle wurde nicht angereichert. Wie sich weiterhin
zeigte, band die Sonde selbst dann an CG9186, wenn dieses vorher hitzeinaktiviert (5 min
bei 100°C) wurde.
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Abbildung 10: Prazipitation verschiedener Varianten von CG9186 und LDAH mit einer Sonde
fiir aktive Serin-Hydrolasen. CG9186, LDAH sowie verschiedene mutagenisierte Varianten
dieser Proteine wurden als eGFP Fusionsproteine in Drosophila Kc167 Zellkulturzellen exprimiert
und aktive Serin-Hydrolasen aus dem Zelllysat mit einer spezifischen Sonde prazipitiert. Das
Ausgangs-Lysat (L) sowie das Prazipitat (P) wurden in einem Western Blot mit einem GFP
spezifischen Antikorper auf die Anwesenheit der Fusionsproteine hin untersucht. Als
Negativkontrollen dienten das LD-assoziierte Protein PLIN2 eine zuvor bei 100 °C hitzeinaktivierte
(h.i.). Sowohl wildtypisches CG9186 und LDAH sowie alle mutierten Varianten und das
Hitzeinaktivierte CG9186 lieRen sich im Prazipitat nachweisen. PLIN2 wurde hingegen nicht von
der Sonde markiert.
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In den Experimenten von Goo et al. (2014) wurde LDAH und LDAH(S140C) in humanen
HelLa Zellen zur Expression gebracht. Um einen Einfluss der bislang verwendeten stabil
transfizierten Drosophila Kc167 Zellen auszuschlieBen und die von Goo et al
durchgefihrten Experimente mdglichst genau abzubilden, wurden die CG9186- und
LDAH Konstrukte in andere Expressionsvektoren umkloniert, und ebenfalls in HeLa Zellen
zur Expression gebracht. Im Gegensatz zu den vorherigen Versuchen wurde hierbei
lediglich eine transiente Transfektion durchgefuhrt. Wie Abbildung 11 zeigt, markiert die
Sonde wie bereits in den Drosophila Zellen beobachtet neben CG9186 und LDAH auch
die aller Wahrscheinlichkeit nach katalytisch toten Varianten.
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Abbildung 11: Prazipitation mit einer Sonde fiir aktive Serin-Hydrolasen aus Lysat von HelLa
Zellen. CG9186, LDAH sowie verschiedene mutagenisierte Varianten dieser Proteine wurden als
YFP Fusionsproteine in humanen HelLa Zellkulturzellen exprimiert. Aktive Serin-Hydrolasen
wurden anschlielend aus dem Zelllysat mit einer spezifischen Sonde prazipitiert. Das Ausgangs-
Lysat (L) sowie das Prazipitat (P) wurden in einem Western Blot mit einem GFP spezifischen
Antikérper auf die Anwesenheit der Fusionsproteine hin untersucht.

Obwohl die ,ActivX Desthiobiotin-FP serine hydrolase“ Sonde sowohl an CG9186 als
auch an LDAH bindet, konnte eine Aktivitat von CG9186 als Serin-Hydrolase aufgrund der
fehlenden Spezifitdt der Sonde nicht gezeigt werden. Es bleibt also weiterhin die Frage
nach der enzymatischen Aktivitat von CG9186 bestehen. Obwohl eine Funktion als Lipase
aufgrund der katalytischen Triade wahrscheinlich ist, konnte unter in vitro Bedingungen
keine lipolytische Aktivitat im Hinblick auf Trioleoylglycerol (TAG), Dioleoylglycerol (DAG)
oder Monooleoylglycerol (MAG) festgestellt werden (Thiel et al., 2013). In vivo Versuche
mit CG9186-RNAiI fuhrten entgegen der Erwartungen an den knock down einer Lipase
sogar zu verminderten TAG Mengen in den Fliegen. Fir LDAH hingegen wurde in vitro
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unter Verwendung von Proteinextrakten aus transfizierten HelLa Zellen und eines
artifiziellen Substrates eine schwache Cholesterolesterase Aktivitat nachgewiesen (Goo et
al., 2014). Um eine Rolle als Cholesterolesterase fir CG9186 zu testen, wurden
Proteinlysate ebenfalls mit Cholesterolestern inkubiert, und die Menge an freiwerdenden
Fettsauren (freie Fettsauren, FFS) gemessen. Als Positivkontrolle diente Hormon
Sensitive Lipase (HSL). Fur dieses Enzym ist eine Cholesterolesterase Aktivitat bekannt
(Small et al., 1989). Wie Abbildung 12 zeigt, konnte die von Goo et al. (2014)
beschriebene Aktivitdt weder fur LDAH noch fur CG9186 nachgewiesen werden. HSL
hingegen zeigte eine deutliche Cholesterolesterase Aktivitat.
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Abbildung 12: Messung der Cholesterolesterase Aktivitit von LDAH und CG9186. Die
Proteine wurden in COS-7 Zellen (berexprimiert und unter Verwendung von Zelllysaten
anschlieend die Umsetzung eines artifiziellen Cholesterolester Substrates Uber die Freisetzung
von Fettsduren (FFS, freie Fettsauren) quantifiziet. LDAH und CG9186 zeigten eine
Cholesterolesterase Aktivitdt. Hormon Sensitive Lipase (HSL) hingegen setzte das Substrat um.
Die Messungen wurden durchgefiihrt von Dr. Christoph Heier, Karl-Franzens-Universitat Graz.
Signifikanzniveaus: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***)

Neben der in dieser Dissertation nicht reproduzierten Cholesterolesterase Aktivitat wurde
von Goo et al, (2014) fur LDAH auferdem eine allgemeinere Rolle bei der
Cholesterolester Homdostase nachgewiesen. So filhrte eine LDAH Uberexpression zur
Senkung zelluldrer Cholesterol- und Cholesterolester (CE)-Spiegel in humanen
Nierenzellen (HEK-293) und murinen RAW 264.7 Makrophagen. Ein knock down von
LDAH hingegen zeigte einen gegenteiligen Effekt (Goo et al., 2014). Da die Messung der
Cholesterolesterase Aktivitat (Abbildung 12) in Zelllysaten bestimmt wurde, kdnnte die
fehlende Aktivitat von CG9186 auch auf die Versuchsparameter oder das Fehlen eines
Kofaktors  zurlickgefihrt ~ werden. Im  Folgenden wurde daher mittels
Dinnschichtchromatographie (TLC, engl.: thin layer chromatography) untersucht, ob
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CG9186 einen Einfluss auf =zellulare Cholesterolester-Spiegel oder auf andere
Lipidklassen besitzt. Hierfir wurden stabil transfizierte Zellen verwendet, die entweder
eGFP:CG9186 oder eGFP::CG9186(S119A) exprimieren. Als Basis fir die stabil
transfizierten Zellen diente die Plasmatozyten-ahnliche embryonale Zelllinie Kc167. Die
Zellen wurden fir 24 h mit Olsdure bzw. Olsdure und Cholesterol behandelt, dann
gewaschen, und die in den Zellen enthaltenen Lipide mit Diinnschichtchromatographie
(TLC, engl.: thin layer chromatography) aufgetrennt. Wie Abbildung 13 zeigt, fuhrt die
Zugabe von Cholesterol zum Zellkulturmedium zu einer Anreichung von Cholesterol im
Lipidextrakt. Zwischen den getesteten Zelllinien ist bei den einzelnen Lipidklassen kein
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Abbildung 13: Diinnschichtchromatographie (TLC) mit Lipidextrakten aus stabil
transfizierten (eGFP-CG9186 und eGFP:CG9186(S119A) und untransfizierten Drosophila
Kc167 Zellen. Die Zellen wurden fir 24 h mit Olsdure [400 puM] bzw. Olséure [400 uyM] und
Cholesterol [10 pg/ml] behandelt. Zu erkennen ist eine Aufnahme des zugeflihrten Cholesterols in
die Zellen. Zwischen den einzelnen Zelllinien besteht kein Unterschied. TAG= Triacylglycerol, FFS
= freie Fettsduren, MAG = Monoacylglycerol

Die durchgefuhrten in vitro Versuche konnten keine der von Goo et al. fur das murine
CG9186 Homolog LDAH gemachten Beobachtungen mit CG9186 reproduzieren. Auch
bei Betrachtung von LDAH selbst konnten die verdffentlichten Daten nicht bestatigt



3 Ergebnisse 64

werden, wie die Untersuchungen zur Cholesterolesterase Aktivitat zeigen. Die Frage nach
der enzymatischen Funktion von CG9186 bleibt also bestehen. Um Hinweise auf die
enzymatische Aktivitat von CG9186 zu sammeln und die Funktion des Proteins weiter
einzugrenzen, wurde im Folgenden untersucht, mit welchen anderen Proteinen CG9186
interagiert.

3.2 Interaktionspartner von CG9186

Die meisten Proteine erflillen ihre Funktion in der Zelle nicht isoliert, sondern sind auf die
Interaktion mit anderen Proteinen angewiesen (Stumpf et al., 2008). Im Lipidstoffwechsel
von Saugetieren zum Beispiel erhoht die Interaktion zwischen der Adipozyten-Triglycerid-
Lipase (ATGL) und dem Enzym CGI-58 (Comparative Gene Identification-58) die
Triglycerid-Hydrolase Aktivitdt von ATGL um das 20-fache (Lass et al., 2006). Auch die
Interaktion von LD Proteinen mit Ubiquitin ist von besonderer Bedeutung. So rekrutiert
AUP1 das Ubiquitin konjugierende Enzym Ubc7 auf die LDs und ermoglicht die Sterol-
induzierte Ubiquitinierung von Enzymen im Cholesterol Syntheseweg (Jo et al., 2013). Um
Hinweise auf die Funktion von CG9186 zu finden und das Protein weiter zu
charakterisieren, wurde nach moglichen Interaktionspartnern gesucht.

3.2.1 Identifikation von CG9186 Interaktionspartnern uber
Co-Immunprazipitation

Um Interaktionspartner von CG9186 zu identifizieren, wurden Co-lImmunprazipitations-
Experimente (Co-IP, engl. = co-immunoprecipitation) durchgefihrt. Hierflir wurden stabil
transfizierte Drosophila Kc167 Zellen verwendet, die entweder eGFP alleine oder ein
eGFP-CG9186 Fusionsprotein exprimieren. Unter Verwendung von beads, die mit einem
GFP-spezifischen Antikdrper gekoppelt sind, wurden eGFP und eGFP-CG9186 sowie
mdgliche physikalische Interaktionspartner aus dem Zelllysat prazipitiert und das
Prazipitat anschlieBend massenspektrometrisch analysiert. Abbildung 14 zeigt einen
Western Blot der eingesetzten Zelllysate vor und nach der Co-IP sowie vom Prazipitat
selbst. Man erkennt die Anreichung der eGFP-Konstrukte im Prazipitat und deren
Abreicherung im Uberstand. a Tubulin als Negativkontrolle verbleibt im Uberstand. Der
Western Blot bestatigt die erfolgreiche Aufreinigung von eGFP und eGFP-CG9186 im
gewahlten Versuchsaufbau.
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Abbildung 14: Immunprazipitation von eGFP und eGFP-CG9186. Stabil transfizierte Kc167
Zellen wurden lysiert und die eGFP Fusionsproteine bzw. eGFP selbst mit anti GFP-Antikdrper
beschichteten beads prazipitiert. Das Ausgangs-Lysat, das von den beads eluierte Prazipitat sowie
der Uberstand (Ausgangs-Lysat nach der Prézipitation) wurden Uber eine PAGE aufgetrennt und
GFP sowie a Tubulin in einem Western Blot detektiert. Wahrend a Tubulin im Uberstand verbleibt,
zeigt sich eine Anreicherung von GFP im Prézipitat und Abreicherung im Uberstand.

Wie bereits bei Thiel et al. beschrieben, lokalisiert CG9186 unter Abwesenheit von LDs im
ER. Wird in Zellkulturversuchen dem Medium Olséure hinzugegeben, lokalisiert das
Protein auf den sich bildenden LDs (Thiel et al., 2013). Um bei der Co-IP die Lokalisation
in beiden Kompartimenten abzubilden, wurden die Zellen sowohl mit als auch ohne die
Zugabe von Olsaure inkubiert. Insgesamt wurden zwei getrennte Experimente
durchgefihrt. Das erste Experiment beinhaltete keine Replikate innerhalb der
Versuchsbedingungen. Hier wurden vier Proben generiert (zwei Zelllinien, jeweils mit und
ohne Olsaure). Das zweite Experiment sollte die im ersten Experiment gefundenen
Interaktionspartner bestatigen. Hierbei wurden pro Kondition funf technische Replikate
generiert, insgesamt also 20 Proben massenspektrometrisch analysiert. Im ersten
Experiment konnten insgesamt 412 Proteine im Prazipitat nachgewiesen werden.
Zunachst wurde Uberprift, welche der identifizierten Proteine in den eGFP-CG9186
Proben starker angereichert waren als bei der Negativkontrolle eGFP. Hierfir wurde der
Quotient des MS/MS counts von eGFP-CG9186 und eGFP gebildet. Der MS/MS count
(engl.: count = Anzahl) entspricht der Anzahl der Spektren, mit der das entsprechende
Protein identifiziert wurde. Tabelle 12 und 13 zeigen fur beide Konditionen (mit und ohne
Olsaure) in absteigender Reihenfolge die 20 Proteine mit dem héchsten CG9186/eGFP
Quotienten (siehe auch Anhang).
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Tabelle 12: Liste der 20 am starksten im eGFP-CG9186 Prazipitat angereicherten Proteine;
Inkubation der Zellen ohne Olsdure. eGFP und eGFP-CG9186 wurden in Kc167 Zellen
exprimiert und anschlieRend prazipitiert. Die Tabelle zeigt die 20 Proteine mit der starksten
Anreicherung im eGFP-CG9186 Prazipitat.

Name Annotation  Zelluldre Lokalisation MS/MS MS/MS Quotient
Symbol count count CG9186/
CG9186 eGFP eGFP
CG9186 Endomembransystem, ER, LD 73 0 73
Gp93 CG5520 Endomembransystem, extrazellular, LD 9 1 9
Hmu CG3373 Zelloberflache, Endomembransystem, LD 7 0 7
Dp1 CG5170 Heterochromatin, intrazellularer 5 1 5
Ribonukleoprotein Komplex, LD, Nucleus
CCT2 CG7033 Cytoplasma, LD, Mikrotubuli assoziierter 5 1 5
Komplex, Spindelapparat
Not1 CG34407 CCR4-NOT Komplex, Zytoplasma 9 2 4,5
Cpr CG11567 Endomembransystem, LD 4 0 4
Kr-h2 CG9159 Endomembransystem 4 0 4
Pvr CG8222 Plasmamembran 4 0 4
CG1371 Endomembransystem 4 0 4
Rab11 CG5771 Diverse (darunter auch LD) 4 1 4
CG13887 Endomembransystem, ER, integraler 4 0 4
Membranbestandteil
Droj2 CG8863 - 7 2 3,5
CG17514 - 3 1 3
CG11857 Membranen 3 0 3
CG2065 - 3 0 3
Cctgamma CG8977 Mikrotubuli assoziierter Komplex, Chaperonin- 3 1 3
enthaltender T-Komplex
Sgt CG5094 - 3 1 3
Cyt-b5 CG2140 Endomembransystem, LD 3 0 3
Vha26 CG1088 Plasmamembran, Plasmamembran, Protonen- 3 0 3

transportierender V-type ATPase Komplex

Die Informationen zu den Proteinen stammen von http://flybase.org/ (FB2016_05)
ER = Endoplasmatisches Retikulum, LD = Lipidtrépfchen

Tabelle 13: Liste der 20 am starksten im eGFP-CG9186 Prazipitat angereicherten Proteine;
Inkubation der Zellen mit Olsdure. eGFP und eGFP-CG9186 wurden in Kc167 Zellen exprimiert
und anschlieRend prézipitiert. Die Zellen wurden vorab fiir 24 h mit 400 uM Olséure behandelt. Die
Tabelle zeigt die 20 Proteine mit der starksten Anreicherung im eGFP-CG9186 Prazipitat.

Name Annotation  Zelluldre Lokalisation MS/MS MS/MS Quotient
Symbol count count CG9186/
CG9186 eGFP eGFP
CG9186 Endomembransystem, ER, LD 43 0 43
Not1 CG34407 CCR4-NOT Komplex (mRNA, Transkription), 11 0 11
Cytoplasma
B-Spec CG5870 Plasmamembran, Fusom, LD, Spektrosom 7 1 7
Dhc64C CG7507 Cytoplasmatischer Dynein Komplex, Fusom 7 0 7
CG17514 - 5 1 5
shot CG18076 Cytoplasma, Fusom, Filopodien, Mikrotubuli 5 1 5
Gp93 CG5520 Endomembransystem, extrazellular, LD 8 2 4
Hmu CG3373 Zelloberflache, Endomembransystem, LD 4 1 4
sec31 CG8266 ER, Golgi Stapel 4 0 4
r CG18572 - 4 0 4
ACC CG11198 Cytoplasma, LD 4 1 4
Atpalpha CG5670 Cytoplasma, Plasmamembran, Nucleus 3 0 3
Psa CG1009 - 3 0 3
tral CG10686 Cytosol, ER, Fusom, Mikrotubuli assoziierter 3 1 3
Komplex
Tango5 CG32675 ER, Golgi Stapel 3 0 3
CG5482 Endomembransystem 3 0 3
Rpn2 CG11888 Proteasom 3 0 3
Cpr CG11567 Endomembransystem, LD 2 0 2
Kr-h2 CG9159 Endomembransystem 2 0 2
Pvr CG8222 Plasmamembran 2 0 2

Die Informationen zu den Proteinen stammen von http://flybase.org/ (FB2016_05)
ER = Endoplasmatisches Retikulum, LD = Lipidtrépfchen
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Wie zu erwarten, war das abundanteste Protein im Prazipitat CG9186. Angereichert
waren ansonsten vor allem Proteine, fir die eine Lokalisation auf den LDs, im ER oder
allgemein im Endomembransystem (ER, Golgi-Apparat, Vesikel, Zellmembran und
Kernmembran) beschrieben wurde (http://flybase.org/ (FB2016_05)). Proteine mit einer
Lokalisation auf LDs sind in der Tabelle hervorgehoben. Hierzu gehéren zum Beispiel
Hemomucin (Hmu), Glycoprotein of 93 kDa (Gp93) und Cytochrome P450 reductase
(Cpr). Diese Proteine waren auflerdem in beiden Versuchsbedingungen angereichert, und
wurden daher fir eine tiefergehende Analyse ausgewahlt. Auch das PDGF- and VEGF-
receptor related (Pvr) wurde mit eGFP-CG9186 Co-prazipitiert. Obwohl fur Pvr bislang
keine Lokalisation auf LDs beschrieben wurde, zeigen friihere Experimente in der
Arbeitsgruppe (Dissertation P. Thul, 2014), dass ein knock down von pvr zur Aggregation
von LDs filhrt. Da dieser Phanotyp auch unter Uberexpression von CG9186 beobachtet
werden kann (Thiel et al., 2013), wurde Pvr ebenfalls fur weitere Analysen ausgewahit.

Im zweiten durchgefihrten Co-IP Experiment wurden pro Zelllinie und Kondition finf
getrennte Ansatze fir die Prazipitation verwendet, insgesamt also 20 Proben
massenspektrometrisch analysiert. Abbildung 15 zeigt heat maps fir die Ergebnisse der
Messungen. Hierbei zeigen die Spalten die einzelnen Proben, und die Zeilen die
Identifizierten Proteine innerhalb dieser Proben. Die Rotfarbung gibt die relative Abundanz
des jeweiligen Proteins an. Die Versuchsreplikate ordnen sich in den heat maps gemaf
den Versuchsbedingungen zu Gruppen (engl.: cluster) an. So bilden die Messungen des
Koimmunprazipitats von eGFP-CG9186 sowie eGFP alleine jeweils getrennte cluster.
Ausnahmen bilden hier die Proben eGFP 1 (ohne Olséure) sowie eGFP 1 (mit Olsaure).
Diese Proben zeigen insgesamt geringere Protein-Abundanzen. Im Prazipitat aus den
Zellen, die nicht mit Olsdure behandelt wurden, konnten insgesamt 772 Proteine
identifiziert werden. Hiervon waren 199 Proteine statistisch signifikant in den eGFP-
CG9186 Proben angereichert. In den Proben mit Olsdure wurden 515 Proteine
identifiziert, davon waren 357 statistisch signifikant angereichert. Bei den ebenfalls in
Abbildung 15 gezeigten Volacano-plots handelt es sich um Streudiagramme, bei denen
die einzelnen Punkte die identifizierten Proteine reprasentieren. CG9186 sowie die im
Vorexperiment identifizierten Proteine Hmu, Gp93, Cpr und Pvr sind optisch
hervorgehoben. Auf der X-Achse ist aufgetragen, um welchen Faktor die Proteine
entweder in der CG9186 Probe (>0) oder in der GFP Probe (<0) angereichert sind. Auf
der Y-Achse ist der negative dekadische Logarithmus des p-Wertes aufgetragen. Die
Lokalisation der Punkte in Y-Ebene zeigt also die statistische Signifikanz der
Anreicherung. Wie sich erkennen lasst, sind Hmu, Gp93, Cpr und Pvr signifikant in den
eGFP-CG9186 Proben angereichert. So liegt zum Beispiel der p-Wert fir Pvr bei
p=1,92*10"¢ (mit Olsaure) bzw. bei p=8,28*10° (ohne Ols&ure). Die Anreicherung ist damit
statistisch hoch signifikant (siehe Tabelle 14 und Tabelle 17 im Anhang).
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Abbildung 15: Heat maps (A-B) und volcano-plots (C-D) der identifizierten Proteine. A-B: Die
heat maps zeigen die 20 massenspektrometrisch analysierten Proben aus dem Co-IP Experiment
(Spalten) sowie die identifizierten Proteine (Zeilen). Die Rotfarbung gibt die relative Abundanz an.
Die Versuchsreplikate ordnen sich gemaf den Versuchsbedingungen zu clustern an. Ausnahmen
bilden die Proben eGFP 1 (ohne Olséure) sowie eGFP 1 (mit Olsaure). C-D: Die volcano-plots
geben an, ob die identifizierten Proteine entweder in den eGFP (<0) oder den eGFP-CG9186
Proben (>0) angereichert waren (X-Achse), sowie die p-Werte fiir die jeweilige Anreicherung
(Y-Achse). Jeder Punkt stellt ein Protein dar. Bei blauen Punkten handelt es sich um eine
statistisch signifikante Anreicherung. CG9186, Hmu, Gp93, Cpr und Pvr sind rot hervorgehoben
und zeigen eine statistisch signifikante Anreicherung im eGFP-CG9186 Prazipitat.
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Tabelle 14: p-Werte und Signifikanzniveaus der Anreicherung von Hmu, Gp93, Cpr und Pvr

p-Werte
Protein ohne Olsiure Signifikanzniveau mit Olséure Signifikanzniveau
Hmu 0,002449 b 1,463E-05 ok
Gp93 0,006087 ** 0,002241 *
Cpr 0,007007 ** 0,000644 ok
Pvr 1,925E-06 b 8,28E-06 ok

p <0,05(*), p<0,01 (*), p<0,001 (***)

Wie die Daten zeigen, konnten durch die Co-IP Experimente potentielle
Interaktionspartner von CG9186 identifiziert werden. Vier von diesen Interaktionspartnern
(Hmu, Gp93, Cpr und Pvr) wurden aufgrund der Starke ihrer Anreicherung, ihrer
Lokalisation oder dem Vorhandensein LD-assoziierter Phanotypen fur die weitere Analyse
ausgewahlt. Fir eine Liste mit weiteren im zweiten ColP Experiment identifizierten
Proteinen siehe Tabelle 17 im Anhang.

3.2.2 Bestatigung der identifizierten Protein-Protein
Interaktionen

Im Folgenden wurden die in den Co-IPs identifizierten Interaktionen mit einer
unabhangigen Methode bestatigt, um das Risiko von falsch-positiven Ergebnissen der Co-
IP zu minimieren. Hierfir wurden Luciferase-Fragment Komplementations-Experimente

durchgefihrt. Abbildung 16 zeigt das Prinzip dieser Technik.

Protein 1
|

[ |

Protein 1
Protein 2

Gluc(1)
,.'/‘ I
Lyse und
Inkubation

mit Coelenterazin

Transfektion

Protein 2

Gluc(2)

Abbildung 16: Schema der Luciferase-Fragment Komplementations-Experimente. Proteine
eines moglichen Interaktionspaares werden mit jeweils einem Fragment des Enzyms Luciferase
fusioniert zur Expression gebracht. Findet eine Interaktion statt, gelangen die Luciferase-
Fragmente in raumliche Nahe zueinander und flihren bei Anwesenheit des Substrates
Coelenterazin zu einem chemilumineszenten Signal. Abbildung nach Kolkhof et al., (2017).

Die Luciferase-Fragment Komplementations-Experimente beruhen auf dem Enzym

Luciferase aus dem marinen RuderfulRkrebs Gaussia princeps. Das Enzym katalysiert die
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Oxidation des Substrates Coelenterazin unter Emission von blauem Licht (Maximum bei
480 nm) (Remy und Michnick, 2006). Fur die Detektion von Protein-Protein Interaktionen
werden hier Konstrukte generiert, bei denen Fragmente der Luciferase (Gaussia
Luciferase, Fragmente im Folgenden Gluc(1) und Gluc(2) genannt) einzeln mit jeweils
einem Partner eines zu testenden Interaktionspaares verknupft wird. Diese Verknipfung
kann sowohl C- als auch N-Terminal vorgenommen werden. Interagieren die Proteine
miteinander, kommt es zur Komplementation von Gluc und damit zu einem optischen
quantifizierbaren Signal. Dieses Signal wird ausgedrickt in relative light units (RLU, engl.:
srelative Lichteinheiten’). Als Positivkontrolle dient die in der Hefe Saccharomyces
cerevisiae beschriebene GCN4 Leucin-Zipper Dimerisierung (Remy und Michnick, 2006).
Um die Interaktionen zwischen CG9186 und Pvr, Gp93, Hmu und Cpr zu bestatigen,
wurden C- und N-Terminale Gluc-Fusionskonstrukte erstellt und die Interaktionspartner
gegeneinander getestet. Abbildung 17 zeigt die Ergebnisse flir die Interaktionen zwischen
Gp93, Pvr, Hmu und Cpr mit CG9186 unter Abwesenheit (A) oder Anwesenheit (B) von
LDs. Hierbei wurden verschiedenste Kombinationen mit C- oder N-terminal fusionierten

Gluc-Fragmenten getestet.
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Abbildung 17: Test auf Interaktionen zwischen CG9186 und Gp93, Pvr, Hmu und Cpr in
Luciferase Komplementations-Experimenten. Die Zellen wurden ohne die Zugabe von Olséure
kultiviert (A) oder mit 400 uM Olsdure behandelt (B). Als Einheit dienen relative light units (RLU).
Die rote Linie zeigt die Starke der Leucin-Zipper Interaktion an (100 %). Die griine Linie stellt den
Schwellenwert fiir eine positive Interaktion dar. Pvr zeigt unter keiner der getesteten Bedingungen
eine positive Interaktion mit CG9186. Hmu, Cpr und Gp93 zeigt positive Interaktionen mit CG9186.
Bei Hmu liegen die Werte je nach Kondition um mehr als das Zehnfache Uber denen der
Positivkontrolle. Fir Gp93 und Cpr ist die Interaktion von der gewahlten Konformation abhangig
(Kolkhof et al., 2017).

Die rote Linie in der Abbildung zeigt die Starke der Interaktion der Positivkontrolle (Zipper-

Zipper). Diese Interaktion wurde als Bezugspunkt auf 100 % gesetzt. Die grine Linie stellt
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70 % des Signals der Positivkontrolle dar und wurde als Schwellenwert gewahlt, ab dem
von einer positiven Interaktion gesprochen werden kann. Far Pvr konnte unter keiner der
getesteten Bedingungen eine Interaktion mit CG9186 nachgewiesen werden. Fir Hmu,
Cpr und Gp93 zeigten sich jedoch recht starke Interaktionen mit CG9186. So lag das
Signal bei Hmu (im C-Terminus mit Gluc(2) markiert) versus CG9186 (im C Terminus mit
Gluc(1) markiert) um mehr als das Zehnfache Uber dem der Positivkontrolle. Fir Gp93
und Cpr ist die Interaktion von der gewahlten Konformation abhangig. Mithilfe der
Luciferase Komplementations-Experimente als unabhangiger Methode wurden die in den
Co-IP Experimenten identifizierten Proteine Gp93, Hmu und Cpr als Interaktionspartner
von CG9186 bestatigt. Sie werden im Folgenden naher charakterisiert. Lediglich fur Pvr
konnte keine Interaktion nachgewiesen werden. Pvr besitzt 1509 Aminosauren und eine
Masse von 170,321 kDa (http://www.uniprot.org/uniprot/Q9VLQ8). Es besteht daher die

Méglichkeit, dass die GroRe von Pvr sterisch eine Komplementation der Gluc-Konstrukte

verhindert hat und es so zu einem falsch negativen Ergebnis gekommen ist. Daher wurde

auch Pvr in die weitergehende Analyse mit einbezogen.

3.2.3 Lokalisation der Interaktoren in Drosophila Kc167
Zellen

Bei den Co-IP und Luciferase Komplementations-Experimenten wurden die Zellen fur den
Nachweis der Interaktionen lysiert. Hierdurch kénnen auch Proteine interagieren, die
ansonsten in der Zelle durch Kompartimentierung rdumlich voneinander getrennt sind. Um
die Interaktionen zwischen CG9186 und den vier Proteinen Pvr, Cpr, Hmu und Gp93
naher zu untersuchen, und eine falsch positive Interaktion weiter auszuschlie3en, wurde
daher auch deren Lokalisation in den verwendeten Versuchsbedingungen untersucht.
Hierfir wurden eGFP Fusionsproteine der vier Kandidaten in Drosophila Kc167 Zellen zur
Expression gebracht. Um die Bildung von LDs zu induzieren, wurde bei einem Teil der
Zellen Olsaure zum Zellkulturmedium gegeben. Die Zellen wurden fixiert und die LDs und
Zellkerne mit LipidTOX bzw. Hoechst33258 gegengefarbt. Anschlielend wurden an
einem Zeiss LSM780 Konfokalmikroskop Z-Stapel aufgenommen. Abbildung 18 und
Abbildung 19 zeigen Maximum Intensitats-Projektionen (MIPs) der Aufnahmen. Unter
Abwesenheit von Olsaure im Zellkulturmedium zeigen Cpr-eGFP, Hmu-eGFP und Gp93-
eGFP eine retikuldre Lokalisation. Pvr-eGFP ist an der Zellmembran und an
intrazelluldaren Membranen angereichert. Nach Zugabe von Olséure verandert Cpr-eGFP
seine Lokalisation und befindet sich auf den LDs. Die Lokalisation von Gp93-eGFP, Hmu-
eGFP und Pvr-eGFP verandert sich unter Zugabe von Olséure kaum. Allerdings lasst sich
auch fur diese Proteine vereinzelt eine Lokalisation auf LDs (Abbildung 18 A und
Abbildung 19 A, siehe Pfeile) oder in deren Nahe (Abbildung 19 B, siehe Asterisk) zeigen.
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Abbildung 18: Lokalisation von Pvr-eGFP (A) und Cpr-eGFP (B) in Drosophila Kc167 Zellen.
eGFP Fusionsproteine wurden zur Expression gebracht und die Zellen entweder im
Standardmedium inkubiert oder durch die Zugabe von Olsdure zum Medium die Bildung von LDs
induziert. LDs und Zellkerne wurden mit LipidTOX bzw. Hoechst33258 gegengefarbt. Gezeigt
werden Maximum Intensitats-Projektionen (MIPs) von Z-Stapeln. Unter Abwesenheit von Olsdure
im  Zellkulturmedium ist Pvr-eGFP an der Zellmembran und an intrazellularen Membranen
angereichert (A, obere Reihe). Cpr zeigt eine retikulare Lokalisation (B, obere Reihe). Nach
Zugabe von Olsaure lokalisiert Cpr-eGFP auf den LDs. Die Lokalisation von Pvr-eGFP verandert
sich unter Zugabe von Olsaure kaum. Allerdings lasst sich auch fiir Pvr-eGFP vereinzelt eine
Lokalisation auf LDs (siehe Pfeil) zeigen. Der Mastabsbalken entspricht 10 pm.
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Abbildung 19: Lokalisation von Gp93-eGFP (A) und Hmu-eGFP (B) in Drosophila Kc167
Zellen. eGFP Fusionsproteine wurden zur Expression gebracht und die Zellen entweder im
Standardmedium inkubiert oder durch die Zugabe von Olsidure zum Medium die Bildung von LDs
induziert. LDs und Zellkerne wurden mit LipidTOX bzw. Hoechst33258 gegengefarbt. Gezeigt
werden Maximum Intensitats-Projektionen (MIPs) von Z-Stapeln. Unter Abwesenheit von Olsaure
im Zellkulturmedium zeigen Gp93-eGFP und Hmu-eGFP eine retikulare Lokalisation (A und B,
obere Reihe). Nach Zugabe von Olsaure lokalisiert Cpr auf den LDs. Die Lokalisation der beiden
Proteine verandert sich unter Zugabe von Olséaure kaum. Fir Gp93-eGFP lasst sich allerdings
vereinzelt eine Lokalisation auf LDs zeigen (A, siehe Pfeil). Hmu-eGFP lokalisiert zum Teil auch
auf LD-nahen Membranen, wie in B (siehe Asterisk) gezeigt. Der Malstabsbalken entspricht
10 pm.
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Wie die Experimente zeigen, konnte die in der Literatur beschriebene Lokalisation der
Interaktoren im Endomembransystem und auf den LDs bestatigt werden. Da auch
CG9186 in diesen Kompartimenten lokalisiert, kann eine Interaktion stattfinden.

3.2.4 Einfluss der Interaktoren auf die CG9186 induzierte
LD-Aggregation

Nachdem Interaktoren identifiziert wurden, stellt sich nun die Frage nach der funktionellen
Bedeutung der Interaktionen. Wie bei Thiel et al. (2013) beschrieben, fluhrt eine
Uberexpression von CG9186 zu einer Aggregation vieler kleiner LDs. Dieser gut detektier-
und reproduzierbare in vitro Phanotyp wurde fir die weitere Analyse der Interaktionen als
MessgroRe gewahlt. Dabei wurde der Frage nachgegangen, ob die Interaktoren einen
Einfluss auf die Lokalisation und Morphologie von LDs nehmen oder die CG9186
induzierte LD-Aggregation beeinflussen. Hierfir wurde ein CG9186-mCherry
Fusionsprotein in Kombination mit den eGFP-markierten Interaktoren durch Co-
Transfektion in Drosophila Kc167 Zellen zur Expression gebracht. Wie bei Thiel et al.
(2013) beschrieben, wurden die Zellen fiir 40 Stunden mit 400 uM Ols&ure behandelt und
anschlielend fixiert.

Abbildung 20 zeigt MIPs von Z-Stapeln, die an einem Zeiss LSM780 Konfokalmikroskop
von den Zellen aufgenommen wurden. Die LDs wurden mit AUTOdot gegengefarbt. Unter
(A) lasst sich erkennen, dass die mit CG9186-mCherry transfizierten Zellen viele kleine
LDs aufweisen, die sich zu groReren Aggregaten zusammenlagern (siehe Pfeil). Die
untransfizierten Zellen haben dispers verteile LDs, die sich untereinander in ihrer Gréfe
stark unterscheiden. Wie bereits in Abbildung 18 und Abbildung 19 zu erkennen, zeigt nur
Cpr eine sehr deutliche LD Lokalisation. Die Co-Uberexpression von Hmu-eGFP und
Gp93-eGFP hat keinen Einfluss auf die CG9186-mCherry induzierte LD-Aggregation (D
und E, siehe Pfeile). Auch die Bilder der Pvr-eGFP- und Cpr-eGFP Uberexpression
zeigen Zellen mit aggregierten LDs. Allerdings fallt hier auf, dass die Aggregate nicht so
dicht gepackt sind wie unter alleiniger CG9186-mCherry Expression oder Co-Expression
mit Hmu-eGFP und Gp93-eGFP (B und C, siehe Asterisk).
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Abbildung 20: Uberexpression von CG9186-mCherry (A) sowie in Co-Uberexpression mit
eGFP markiertem Pvr (B), Cpr (C), Gp93 (D) und Hmu (E) in Drosophila Kc167 Zellen. Die
Bilder zeigen MIPs von Z-Stapeln, die an einem Zeiss LSM780 Konfokalmikroskop aufgenommen
wurden. Die LDs wurden mit AUTOdot gegengefarbt. Die mit CG9186-mCherry transfizierten
Zellen weisen viele kleine LDs auf, die sich zu gréReren Aggregaten zusammenlagern (A, siehe
Pfeil). Die Co-Uberexpression von Hmu-eGFP und Gp93-eGFP hat keinen sichtbaren Einfluss auf
die CG9186-mCherry induzierte LD-Aggregation (D und E, siehe Pfeile). Auch bei Pvr-eGFP- und
Cpr-eGFP Co-Uberexpression zeigen Zellen mit aggregierten LDs. Die beobachteten LD
Aggregate sind allerding nicht so dicht gepackt wie unter alleiniger CG9186-mCherry Expression
oder Co-Expression mit Hmu-eGFP und Gp93-eGFP (B und C, siehe Asterisk). Der
Malstabsbalken entspricht 10 uM.
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Um die gemachten Beobachtungen zu quantifizieren, wurden Ubersichtsaufnahmen der
Proben gemacht und die Zellen je nach Morphologie und Lokalisation ihrer LDs visuell in
die beiden Gruppen ,dispers’ und ,aggregiert’ eingeteilt. Bei Thiel et al. wurden neben
dispersen und aggregierten LDs auch irregular geformte riesige LDs beobachtet. Da sich
diese aber in den hier angefertigten Farbungen nicht mit Sicherheit von den aggregierten
LDs unterscheiden lielRen, wurden diese nicht getrennt aufgefiihrt. Abbildung 21 zeigt die
quantitative Auswertung dieser Bilder. Insgesamt wurden 1779 Zellen ausgezahit.
Untransfizierte Kc167 Zellen zeigen nach einer 40 stiindigen Behandlung mit 400 uM
Olsaure zu 88 % dispers verteilte LDs. In 12 % der Zellen lassen sich aggregierte LDs
erkennen. Wird CG9186-mCherry zur Expression gebracht, zeigen ca. 70 % der
transfizierten Zellen aggregierte LDs. Werden parallel auch Pvr und Cpr Uberexprimiert,
schwacht sich der Phanotyp geringflgig ab (aggregierte LDs in 59-62 % der Zellen). Bei
einer Co-Transfektion von CG9186 mit Gp93 oder Hmu zeigt sich eine Verstarkung, hier

besitzen 76-82 % der Zellen aggregierte LDs.
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Abbildung 21: quantitative Auswertung der Aggregation von LDs nach Uberexpression von
CG9186-mCherry alleine sowie in Co-Uberexpression mit Pvr-eGFP, Cpr-eGFP, Gp93-eGFP
oder Hmu-eGFP. Insgesamt wurden 1779 Zellen aus Ubersichtsaufnahmen (MIPs von Z-Stapeln)
ausgezahlt, die mit einem Zeiss LSM780 aufgenommen wurden. Die Zellen wurden fir 40 h mit
400 uM Olsaure behandelt. 88 % der untransfizierten Kc167 Zellen zeigen dispers verteilte LDs. In
12 % der Zellen lassen sich aggregierte LDs erkennen. Wird CG9186-mCherry zur Expression
gebracht, zeigen ca. 70 % der transfizierten Zellen aggregierte LDs. Co-Expression von Pvr und
Cpr schwacht den Phanotyp ab (aggregierte LDs in 59-62 % der Zellen), durch Gp93 oder Hmu
zeigt sich eine Verstarkung (aggregierte LDs in 76-82 % der Zellen).
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Die Quantifizierung zeigt, dass die Uberexpression der vier identifizierten Interaktoren nur
einen leichten Effekt auf die CG9186-induzierte LD-Aggregation hat. Es stellt sich die
Frage, ob sich durch eine Herunterregulation ein deutlicherer Effekt beobachten lasst. Wie
bereits erwahnt, wurde in frilheren Experimenten in der AG Beller beobachtet, dass ein
RNAI vermittelter knock down von pvr zu einer Aggregation von LDs flhrt (Dissertation P.
Thul, 2014). Ist der bei pvr beobachtete Aggregations-Phanotyp eventuell CG9186
abhangig? Hat ein knock down der Interaktoren einen CG9186 abhangigen Einfluss auf
die LD Morphologie? Um dies zu Uberprifen, wurde ein RNAi Experiment im 96-well
Format mit anschlieBender automatisierter Mikroskopie mit einem Cytation-3-
Multidetektions-Reader und quantitativer Analyse durch ein Bildsegmentierungsprogramm
durchgefihrt. Hierfir wurden Drosophila Kc167 Zellen flr vier Tage mit verschiedenen
dsRNAs inkubiert. Die Zellen wurden anschlieend fixiert und die Zellkerne und LDs mit
Hoechst33258 und Bodipy*®**%® gegengefarbt. Neben den vier Interaktoren wurden auch
dsRNAs fur den knock down bekannter Lipidregulatoren wie dem lipogenen Enzym
Diacylglyceroltransferase 1 (DGAT-1, Drosophila Gen: mdy, midway) oder dem
Fettsaurebindenden Protein (Gen: fabp, fatty acid binding protein) eingesetzt (Buszczak et
al., 2002; Ubersichtsartikel Hotamisligil und Bernlohr, 2015). Als weitere Kontrolle diente
der Apoptose Inhibitor thread, dessen knock down zum Zelltod flhrt (Kaiser et al., 1998).
Abbildung 22 zeigt beispielhaft einige vom automatischen Mikroskop aufgenommene
Bilder. Pro well wurden mit einem 20x Objektiv jeweils 16 Ubersichtsaufnahmen gemacht.
Je Kondition konnten damit mehr als 10.000 Zellen analysiert werden. Die linke Spalte
zeigt die Zellkerne, die mittlere Spalte die LDs und die rechte Spalte die von der
Bildsegmentierungssoftware erkannten Strukturen. Neben der Anzahl und GroRe der LDs
(in Pixel) wurden auch deren Nahe zueinander (Anzahl sich berthrender LDs pro Zelle)
sowie die Gesamtzahl der aufgenommenen Zellen analysiert. Schon die Bilder zeigen,
dass ein knock down von fabp (B) zu einer drastischen Reduktion der LDs flhrt. RNAi von
thread hat wie erwartet einen vermehrten Zelltod zur Folge (C), denn nach vier Tagen
RNAIi befanden sich kaum noch Zellen im well. Das Herunterregulieren von pvr (C)
scheint neben einer veranderten LD Morphologie ebenfalls eine verminderte Zellzahl zur
Folge zu haben. Abbildung 23 zeigt die quantitative Auswertung der Bilder auf Basis von
Bildsegmentierungssoftware. Fir die getesteten Gene wurde jeweils ein einzel-knock
down (A-C) sowie ein doppel-knock down in Kombination mit CG9186 (D-E) durchgefuhrt.
Fir manche Gene wurden zwei verschiedene dsRNAs verwendet (mit (1) und (2)
beschriftet), da bei der Wahl von dsRNAs auch immer das Risiko von off target Effekten
oder variierenden Effizienzen besteht (Ubersichtsartikel Echeverri et al., 2006). Wie die
Diagramme zeigen, fuhrt eine RNAI von thread wie erwartet zu einer geringeren Zellzahl.

Dieser Effekt zeigt sich auch bei einem knockdown von pvr (A). Mit Blick auf die LDs lasst
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sich erkennen, dass sowohl mdy als auch fabp zu einer verringerten LD Flache je Zelle
fuhrt. Bei fabp ist dies jedoch stark abhangig von der gewahlten dsRNA. Eine RNAi von
CG9186 selbst sowie von gp93, hmu und cpr zeigen keinen Effekt auf die LD Flache
innerhalb der Zellen. Als Maly fir die Aggregation von LDs wurde die Anzahl sich
berthrender LDs je Zelle bestimmt. Dieser Wert ist bei pvr im Vergleich zur Kontrolle um
mehr als das Doppelte erhdht. Dieser Effekt besteht auch bei gleichzeitiger CG9186
RNA..
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Abbildung 22: Beispiele fiir die vom automatischen Mikroskop aufgenommenen Bilder
sowie die von der Bildsegmentierungssoftware erkannten Strukturen. Drosophila Kc167
Zellen wurden in einer 96-well Platte fur vier Tage mit verschiedenen dsRNAs inkubiert. Die Zellen
wurden anschliefend fixiert und die Zellkerne und LDs mit Hoechst33258 und Bodipy#93/503
gegengefarbt. Pro well wurden mit einem 20x Objektiv (automatisiert, nicht-konfokal) jeweils 16
Ubersichtsaufnahmen gemacht (> 10.000 Zellen je Kondition). Die linke Spalte zeigt die Zellkerne,
die mittlere Spalte die LDs und die rechte Spalte die von der Bildsegmentierungssoftware
erkannten Strukturen. Gezeigt ist jeweils ein Beispielbild aus der Kontrolle (keine RNAI, A), fabp-
RNAi (B), pvr-RNAi (C) und thread-RNAi (D). Der knock down von fabp fuhrt zu einer drastischen
Reduktion der LDs. RNAI von thread fihrt wie erwartet zum Zelltod, denn nach vier Tagen sind nur
noch wenige lebende Zellen im well vorhanden. Ein knock down von pvr hat neben einer
veranderten LD Morphologie ebenfalls eine verminderte Zellzahl zur Folge (Werthebach et al.,
2016).
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Abbildung 23: Quantitative Auswertung der vom automatischen Mikroskop aufgenommenen
Bilder. Die Diagramme zeigen die Zellzahl (A), den Anteil der LD Flache an der Gesamtflache der
Zelle in Pixeln (B, D) sowie die Anzahl sich berthrender LDs je Zelle (C,E). Bei A-C handelt es sich
um Einzel-RNAI, bei D-E um Doppel-RNAI. Fir einige Gene wurden zwei verschiedene dsRNAs
verwendet (1, 2). Fur die Zellzahl der Doppel-RNAi siehe Abbildung 54 im Anhang. Die RNAi von
thread und pvr flhrt zu einer geringeren Zellzahl (A). Sowohl mdy als auch fabp RNAi hat eine
verringerte LD Flache je Zelle zur Folge. Bei fabp ist dies jedoch stark abhangig von der gewahlten
dsRNA. RNAi von CG9186 selbst sowie von gp93, hmu und cpr zeigt keinen Effekt auf die LD
Flache innerhalb der Zellen. Die Anzahl sich bertuhrender LDs je Zelle (als Maf fur LD
Aggregation) ist bei pvr RNAi im Vergleich zur Kontrolle im mehr als das Doppelte erhéht. Dieser
Effekt besteht bei gleichzeitiger CG9186 RNAi (Werthebach et al., 2016).

Wie die RNAI Versuche gezeigt haben, hat der knock down von hmu, cpr und gp93 alleine
sowie in Kombination mit CG9186 keinen deutlichen Einfluss auf die LD Morphologie und
Lokalisation. Wird jedoch pvr herunterreguliert, bilden sich in der Zelle Aggregate aus
vielen kleinen LDs. Dieser Effekt besteht allerdings unverandert bei gleichzeitiger CG9186
RNAi. Die Uberexpression der Interaktoren zeigt keinen drastischen Effekt auf die
CG9186 induzierte Aggregation von LDs.
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3.3 Ubiquitinierung von CG9186

Wie Kapitel 3.2.4 gezeigt hat, ist die Interaktionen von CG9186 mit Pvr, Gp93, Hmu und
Cpr nur von geringer Bedeutung fur die CG9186-induzierte Aggregation von LDs. In
verschiedenen Studien wurde nachgewiesen, dass durch Ubiquitinierung verschiedene
LD-assoziierte Proteine beeinflusst werden kénnen (z.B.: Ruggiano et al., 2016). Das
Protein ancient ubiquitous protein 1 (AUP1) zum Beispiel induziert erst nach Mono-
Ubiquitinierung die Bildung von LD-Aggregaten (Lohmann et al., 2013). Es stellt sich
daher die Frage, ob auch die CG9186-induzierte LD-Aggregation ubiquitinierungs-
abhangig ist.

3.3.1 Nachweis der Ubiquitinierung von CG9186

Neben der Identifikation von Interaktionspartnern erméglicht die Immunprazipitation von
CG9186 und anschlielende massenspektrometrische Analyse auch die Suche nach
posttranslationalen Modifikationen des Proteins. So kann die Ubiquitinierung von
Proteinen anhand einer sogenannten gly-gly Masseverschiebung nachgewiesen werden.
Ubiquitin besitzt im C-Terminus zwei Glycinreste. Uber das randsténdige Glycin wird
Ubiquitin mit einem Lysin im Zielprotein verknlpft (Finley et al., 2012). Wird dieses
Zielprotein fur die MS Analyse mit Trypsin verdaut, kdnnen die beiden Glycine am Lysin
verbleiben und erhdhen damit die Masse des Peptids um 114,0429 Dalton
(zusammengefasst in Peng, 2008). Im Rahmen des ersten Co-IP Experimentes wurden
so zwei Ubiquitinierungsstellen innerhalb von CG9186 identifiziert. Abbildung 24 zeigt ein
Massenspektrum fir ein Peptid von CG9186 aus dem ersten der beiden Co-IP

Experimente.
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Abbildung 24: Massenspektrum fiir ein CG9186-Peptid mit gly-gly Masseverschiebung. Das
Peptid beinhaltet eine gly-gly Masseverschiebung am Lysin an Position 280 im C-Terminus von
CG9186. Es wurde in beiden Co-IP Experimenten identifiziert (Kolkhof et al., 2017).
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Das Peptid beinhaltet eine gly-gly Masseverschiebung am Lysin an Position 280 im C-
Terminus von CG9186. Zusatzlich wurde das Lysin an Position 271 identifiziert (Daten
nicht gezeigt). Im Zweiten Co-IP Experiment wurde das Lysin an Position 280 bestatigt. In
Abbildung 25 ist die Aminosauresequenz von CG9186 dargestellt. Die 16 Lysine des
Proteins sind fett gedruckt. Die Komponenten der katalytischen Triade wurden mit Kasten
hervorgehoben. Der blau hinterlegte Sequenzabschnitt ist flir die Lokalisation auf den LDs
verantwortlich. Wird der grau hinterlegte C-Terminale Teil von CG9186 deletiert, so
lokalisiert es noch auf den LDs, induziert aber keine LD Aggregation mehr (Thiel et al.,
2013). Die beiden identifizierten Lysinreste befinden sich in diesem Sequenzabschnitt und

sind mit Pfeilen hervorgehoben.

MQEAYVNINSIPTHIFTWGRWIEETITEKEIVICITGNPGLPGFYTEFAGTLAQ

KELGDLPVWVIGHAGHDDPPEASIREVPQLSGNEELFNLDGQIRHKIAFIE

KYyVvPSDVKIHLIGHSIGJAWMILQLLENERIRSRIQKICYMLFPTVERMMESPN

GWVFTKVAMPLYSVFGYIFFSFFNFLPVWLRLMLIQIYFLIFSIPRQFLGTAL
KYSKPSVAEKVVFLADDEIVIARVRGIQREIVEQNLDLLKFYYGTTEGWVPIS

YYDQLKKDYPKVDAQLDTKKIDHAFVLRSQPMAVIVRDMIQQHRRV*

t t

Abbildung 25: Aminosauresequenz von CG9186. Die 16 Lysine des Proteins sind fett gedruckt.
Die Aminosaurereste der katalytischen Triade wurden mit Rahmen hervorgehoben. Der blau
hinterlegte Sequenzabschnitt ist fir die Lokalisation auf den LDs und der grau hinterlegte
Abschnitt fir die CG9186 induzierte LD Aggregation notwendig (Thiel et al., 2013). Die beiden
identifizierten Ubiquitinierungsstellen befinden sich im C-Terminus und sind mit einem Pfeil
markiert (Kolkhof et al., 2017).

Um eine mégliche Interaktion von CG9186 und Ubiquitin zu bestatigen, wurden auch hier
Luciferase Komplementations-Experimente durchgefihrt (siehe 3.2.2). Abbildung 26 zeigt
ein Schema der getesteten Konstrukte. Da Ubiquitin Uber seinen C-Terminus mit
Zielproteinen verknupft wird (Finley et al., 2012), wurde hier lediglich ein Konstrukt mit
N-terminal fusioniertem Gluc verwendet. Gezeigt sind auflerdem die Messergebnisse der
Experimente. Wie sich erkennen lasst, besteht eine starke Interaktion zwischen CG9186
und Ubiquitin. Diese Interaktion ist allerdings stark von der Position des Gluc-Fragmentes
abhangig. Liegt es im C-Terminus von CG9186, dann zeigt sich eine starke Interaktion mit
Ubiquitin. Wird Gluc an das N-terminale Ende von CG9186 fusioniert, Iasst sich keine

Interaktion nachweisen.
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Abbildung 26: Luciferase Experimente mit CG9186 und Ubiquitin. Gezeigt ist ein Schema der
getesteten Konstrukte (A) sowie die Messergebnisse der Experimente (B) Es besteht eine starke
Interaktion zwischen CG9186 und Ubiquitin, die allerdings von der Position des Gluc-Fragmentes
abhangig ist. Abbildung in Anlehnung an Kolkhof et al., 2017.

3.3.2 Bedeutung der Ubiquitinierung bei der CG9186
induzierten LD-Aggregation

Es konnte mit zwei unabhangigen Methoden gezeigt werden, dass CG9186 mit Ubiquitin
interagiert. Es sollte daher die Frage geklart werden, ob diese Ubiquitinierung einen Effekt
auf die Lokalisation des Proteins oder die CG9186 induzierte Aggregation von LDs hat.
Da Ubiquitinierung im Zielprotein primar an e-Aminogruppen von Lysinen stattfindet
(Finley et al., 2012), wurde ein CG9186 Konstrukt generiert, bei dem alle 16 im Protein
vorhandenen Lysine gegen Arginine ausgetauscht wurden (16K2R). Abbildung 27 zeigt
die zellulare Lokalisation einer eGFP-markierten Variante dieses 16K2R Konstruktes im

Vergleich zum eGFP markierten Wildtyp-Protein.

Hierflr wurden Drosophila Kc167 Zellen transient transfiziert und fir 40 Stunden mit 400
uM Olséure behandelt. Die LDs und Zellkerne wurden mit LipidTOX und Hoechst 33258
gegengefarbt und die Zellen schlieRend mit einem Zeiss LSM780 Konfokalmikroskop
aufgenommen. Wildtyp-CG9186 lokalisiert erwartungsgemafl auf den LDs und flhrt wie
bei Thiel et al. (2013) beschrieben zu einer Aggregation der LDs (Pfeil). Das 16K2R
Konstrukt lokalisiert ebenfalls auf den LDs, allerdings lasst sich keine deutliche
Veranderung der LD GroRRe und Lokalisation im Vergleich zu den untransfizierten Zellen

beobachten (Asterisk). Die Zellen zeigen nicht den LD-Aggregations-Phanotyp.
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Abbildung 27: =zelluldare Lokalisation von eGFP-CG9186 und eGFP-CG9186(16K2R).
Drosophila Kc167 Zellen wurden transient transfiziert und fir 40 Stunden mit 400 uM Olséure
behandelt. LDs und Zellkerne wurden mit LipidTOX und Hoechst 33258 gegengefarbt. eGFP-
CG9186 lokalisiert auf den LDs und fuhrt zu einer Aggregation der LDs (Pfeil). Das 16K2R
Konstrukt lokalisiert ebenfalls auf den LDs, allerdings ohne die Induktion von LD Aggregaten. Der
Malstabsbalken entspricht 10 uM.

Im Folgenden wurde der Frage nachgegangen, welche der insgesamt 16 Lysine des
Wildtyp-Proteins bei der Aggregation der LDs eine besondere Rolle spielen. Die im
Rahmen der massenspektrometrischen Analyse als Ubiquitinierungsstellen identifizierten
Lysine befinden sich im C-Terminus an Position 271 und 280. Thiel at al. (2013) konnten
mit Deletions-Konstrukten zeigen, dass gerade der C-Terminus fir den LD Aggregations-
Phanotyp essentiell ist. Beruht dies auf einer Ubiquitinierung dieses Proteinbereiches?
Um diese Frage zu klaren, wurden verschiedene Lysin-Austausch-Konstrukte erstellt.

Diese sind in Abbildung 28 schematisch abgebildet.

Bei Variante eins wurden lediglich die beiden identifizierten Lysine (Position 271 und 280)
gegen Arginine ausgetauscht. Bei den Varianten zwei und drei wurden weitere Lysine im
C-Terminus ausgetauscht. Bei Variante vier wurden bis auf die beiden Lysine in Position
271 und 280 alle Lysine gegen Arginine ausgetauscht. Bei Variante 5 handelt es sich um

das 16K2R Konstrukt, bei dem alle 16 Lysine mutagenisiert wurden.
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Abbildung 28: Schematische Abbildung der generierten Lysin- zu Arginin
Austauschvarianten von CG9186. Bei Variante eins wurden die beiden Lysine in Position 271
und 280 gegen Arginine ausgetauscht. Bei den Varianten zwei und drei wurden weitere Lysine im
C-Terminus ausgetauscht. Bei Variante vier wurden bis auf die beiden Lysine in Position 271 und
280 alle Lysine gegen Arginine ausgetauscht. In Variante finf wurden alle Lysine ausgetauscht
(16K2R).

Um den Einfluss der CG9186 Varianten auf die Morphologie und Positionierung der LDs
zu untersuchen, wurden eGFP-Fusionsproteine in Kc167 Zellen zur Uberexpression
gebracht und die Zellen fir 40 Stunden mit 400 uM Olsaure behandelt. Die Zellen wurden
fixiert und die LDs mit LipidTOX gegengefarbt. Wie Abbildung 29 zeigt, lokalisieren alle
Konstrukte auf den LDs. Allerdings zeigte sich nur beim Wildtyp-Protein und bei den
Varianten eins und zwei eine Aggregation der LDs (Siehe Pfeil). Uberexpression der
Varianten drei (siehe Asterisk), vier und funf fihren nicht zu einer Aggregation der LDs.
Die Varianten vier und finf lokalisierten im Gegensatz zum Wildtypprotein nicht mehr auf
allen LDs (siehe Kreuz).
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Abbildung 29: Zelluldare Lokalisation der CG9186 Lysin Austauschvarianten. Die eGFP-
Fusionsproteine wurden in Kc167 Zellen zur Uberexpression gebracht und die Zellen fiir 40
Stunden mit 400 yM Olséure behandelt. Die Zellen wurden fixiert und die LDs mit LipidTOX
gegengefarbt. Bei den Aufnahmen handelt es sich im MIPs von Z-Stapeln, die mit einem Zeiss
LSM780 gemacht wurden. Alle getesteten Konstrukte lokalisieren auf den LDs. Nur das
wildtypische CG9186 und die Varianten eins und zwei flihren zu einer Aggregation der LDs. Die
Varianten 4 und 5 lokalisierten nur auf einzelnen LDs (siehe Kreuz). Der MaRstabsbalken
entspricht 10 yM.
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Fir die Quantifizierung des Aggregations-Phanotyps wurden Ubersichtsaufnanmen der
Zellen angefertigt und die Zellen aufgrund ihrer LDs visuell in die Gruppen ,dispers®, und
»-aggregiert” eingeteilt. Insgesamt wurden 3705 Zellen ausgezahlt. Im Vergleich zu den
untransfizierten Zellen fiihrt die Uberexpression von Wildtyp-CG9186 sowie der Varianten
eins und zwei zu einer starken Aggregation der LDs. So zeigen 70-80% der Zellen
aggregierte LDs (siehe Abbildung 30). Der Austausch der beiden per
Massenspektrometrie identifizierten Lysine (Variante 1) hat keinen drastischen Effekt auf
die LD Morphologie und Lokalisation. Allerdings schwacht sich der Aggregations-
Phanotyp mit steigender Anzahl an Lysin zu Arginin Austauschen jedoch stark ab. Gerade
der Schritt von Variante zwei zu Variante drei, bei der alle C-terminalen Lysine

ausgetauscht sind, ist besonders deutlich.
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Abbildung 30: quantitative Auswertung der Aggregation von LDs nach Uberexpression von
eGFP-CG9186 sowie verschiedener Lysin zu Arginin Austauschvarianten von CG9186.
Insgesamt wurden 3705 Zellen aus Ubersichtsaufnahmen (MIPs von Z-Stapeln) ausgezahit, die mit
einem Zeiss LSM780 aufgenommen wurden. Die Zellen wurden fiir 40 h mit 400 yM Olséure
behandelt. Die Uberexpression von Wildtyp-CG9186 sowie der Varianten eins und zwei fihrt zu
einer starken Aggregation der LDs. Der Austausch der beiden per Massenspektrometrie
identifizierten Lysine (Position 271 und 280, Variante 1) hat keinen drastischen Effekt auf die
Aggregation. Der Phanotyp schwaécht sich jedoch mit steigender Anzahl von Lysin zu Arginin
Mutationen stark ab. Besonders deutlich ist diese Abnahme von Variante zwei zu Variante drei
(alle C-terminalen Lysine ausgetauscht).
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Im Rahmen des vorliegenden Kapitels wurden Interaktionspartner von CG9186 durch
Co-IP Experimente identifiziert. Vier dieser Proteine wurden aufgrund ihrer Lokalisation
oder LD-assoziierter Phanotypen fir eine weitere Analyse ausgewahlt. Fir Cpr, Hmu und
Gp93 konnte die Interaktion mit Luciferase Komplementations-Experimenten bestatigt
werden. Fur Pvr zeigte sich in diesen Versuchen keine Interaktion mit CG9186.
AnschlieBend wurden die Interaktionen mit Blick auf die CG9186 induzierte LD-
Aggregation naher untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die vier getesteten
Interaktoren keinen drastischen Effekt auf die Ausbildung dieses Phanotyps haben. Die
Bedeutung der Interaktionen liegt also wahrscheinlich in einer anderen Funktion von
CG9186.

Als weiterer Interaktor von CG9186 wurde Ubiquitin identifiziert. Es konnte gezeigt
werden, dass die Ubiquitinierung von CG9186 fir die Ausbildung des LD-Aggregations-
Phanotyps notwendig ist. Eine besondere Rolle kommt hierbei den Lysinen im
C-Terminus von CG9186 zu.

Obwohl Interaktoren identifiziert und der Aggregations-Phanotyp naher charakterisiert
wurde, bleibt die Frage nach der gesamtorganismischen Bedeutung fir CG9186. Um dies
zu beantworten, wurden in vivo Nullallele generiert und analysiert. Im Folgenden Kapitel

werden die gewonnenen Erkenntnisse vorgestellt.



3.4 Untersuchungen zur in vivo Funktion von
CG9186

Die einzigen bislang veroffentlichten in vivo Daten zum Drosophila Protein CG9186
beschranken sich auf wenige, mit dem GAL4-UAS System durchgefiuihrte RNAi- und
Uberexpressions-Experimente. Hierbei zeigte sich, dass eine gesamtorganismische RNAI
von CG9186 zur Reduktion von LDs in den Speicheldrisen von L3 Larven sowie zu einer
geringeren Lipidmenge in adulten Tieren fiihrt (Thiel et al., 2013). Wie aber in dieser
Veréffentlichung diskutiert wird, kann eine gewisse Restaktivitat von CG9186 aufgrund
einer hohen Stabilitat des Proteins nicht ausgeschlossen werden. Weiterhin ist ungeklart,
in welchen Stoffwechsel- oder Signaltransduktionswegen CG9186 eine Rolle spielt. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es daher, eine loss of function (engl.: ,Funktionsverlust)

Mutante zu generieren und zu analysieren.

3.4.1 Generierung von CG9186 Nullallelen mittels
CRISPR/Cas9

Um CG9186 mutante Fliegenlinien zu generieren, wurde die CRISPR/Cas9 (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR associated protein 9) Technik
in Anlehnung an Kondo und Ueda (2013) genutzt. Diese Methode nutzt guide RNAs
(gRNAs), um mit der Endonuklease Cas9 an spezifischen Zielen im Genom
Doppelstrangbriiche zu induzieren und so Indels (kleinere Insertionen oder Deletionen
von weniger als 50 bp) zu erzeugen oder gréfere Sequenzabschnitte aus dem Genom zu
entfernen (Ubersichtsartikel Bassett und Liu, 2014). Im Rahmen dieser Arbeit wurden
zwei verschiedene gRNAs in einer Fliegenlinie zur Expression gebracht, die Cas9
spezifisch in der Keimbahn exprimiert. Auf diese Weise wurde ein ca. 1,1 kb grof3es
Sequenzstick (inklusive Startcodon) aus dem offenen Leserahmen (ORF, engl.: open
reading frame) von CG9186 herausgeschnitten (siehe Abbildung 31 A und B), und so eine

Mutante ohne funktionelles CG9186 Protein generiert.

Abbildung 31 A zeigt die Basensequenz eines ca. 3.000 Basenpaar gro3en Ausschnitts
der CG9186 Genregion. Der offene Leserahmen fur CG9186 ist grau hinterlegt. Die
beiden schwarz hinterlegten Sequenzen sind die Ziele fir die Cas9 induzierten
Doppelstrangbriche (DSBs). Die unterstrichenen Bereiche am Anfang und Ende der
Sequenz wurden als Oligonukleotid-Sequenzen gewahlt, um mittels PCR die transgenen
Tiere zu identifizieren. Eine schematische Darstellung der geplanten Mutagenese ist in
Abbildung 31 B gezeigt. Die vorhergesagten gRNA Zielsequenzen (DSB 1 und DSB 2)
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liegen upstream des ORFs sowie in dessen 3‘-Ende. Die Oligonukleotide fir die beiden
gRNAs wurden in pBFv-U6.2 Vektoren (Kondo und Ueda, 2013) kloniert und die Plasmide
in >200 Embryonen einer nos-Cas9 Linie (yw;attP40{nos-Cas9}/Cy0O) injiziert. Insgesamt
schllipften aus den Injizierten Embryonen 36 Tiere. Diese wurden einzeln mit
sogenannten Multi-Balancer Fliegen gekreuzt (w; If/CyO“s'acZ:MKRS(Sb)/TM6b(Hu,Tb,e)).
Die Balancer Chromosomen dieser Linie wurden genutzt, um eine erfolgreiche Mutation
auf dem dritten Chromosom Uber mehrere Generationen hinweg verfolgen zu kénnen,
Rekombinationen zu verhindern, und um das Cas9 Konstrukt auf dem zweiten
Chromosom der injizierten Fliegenlinie auskreuzen zu kénnen. Von den aus diesen
Kreuzungen hervorgehenden Tieren wurden nun erneut vier bis sechs Individuen einzeln
mit der Multi-Balancer Linie gekreuzt (s.0.) und deren Nachfahren dann per PCR auf das
Vorhandensein der gewlinschten Mutation hin untersucht. Wie sich zeigte, produzierten
zwei der urspringlich injizierten Tiere (#6 und #35) heterozygot mutante Nachfahren

(Benennung der Linien entsprechend 35.1, 35.2, usw.).

Die heterozygot mutanten Nachfahren der Injizierten Tiere (also 35.1 usw...) wurden
anschlieend mit w;;MKRS(Sb)/TM6b(Hu,Tb,e) gekreuzt, um ein wildtypisches zweites
Chromosom zu erhalten. Um TM3 als Balancier Chromosom zu nutzen, wurden die Tiere
danach mit einer w;;TM3 Linie gekreuzt. Um eine wildtypische Kontrolllinie mit ansonsten
gleichem genetischen Hintergrund zu erhalten, durchliefen nicht injizierte Tiere der nos-
Cas9 Linie parallel die gleichen Kreuzungsschritte. Wie sich bei den mutanten Tieren
zeigte, waren lediglich die Nachkommen von Tier #35 homozygot lebensfahig. Sie wurden
daher fur alle folgenden Experimente verwendet. Abbildung 31 C zeigt ein Agarosegel
sowie einen Western Blot unter Verwendung von Fliegen zweier mutanter Allele und der
Kontrolllinie. Eine PCR mit genomischer DNA (gDNA) der Kontrolllinie fihrt zu einem
Amplifikat von ca. 2,8 kb. Das Allel 35.7 hingegen zeigt im homozygoten Zustand eine
Bande auf Hohe von ca. 1,7 kb und ist damit um die vorausberechnete Deletion von ca.
1,1 kb kleiner als das Wildtyp-Amplifikat. Um zu bestatigen, dass es sich auch auf
Proteinebene um Nullmutanten handelt, wurde ein Western Blot mit einem CG9186-
spezifischen Antikorper durchgefuhrt. Wie Abbildung 31 C zeigt, war in den homozygoten
Tieren kein CG9186 Protein nachweisbar. Mit Balancierchromosom zeigen sich in der
PCR insgesamt drei Banden: auf Hohe der Kontrolle, etwas darunter, sowie auf Hohe des
homozygoten Nullalleles. Allel 35.2, welches wie 35.7 durch Kreuzung des injizierten
Tieres #35 entstanden ist, zeigt ein Amplifikat, das im vorliegenden Gel in der Gré3e nicht
von der Wildtypsituation zu unterscheiden ist. Im Western Blot konnte allerdings auch bei
35.2 kein CG9186 Protein detektiert werden. Zur ndheren Untersuchung auf genomischer
Ebene wurden die betreffende Region in den Allelen 35.2 und 35.7 sequenziert. Wie
Abbildung 31 D zeigt, kam es beim Allel 35.2 durch ein Indel in der zweiten gRNA
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Erkennungssequenz zu einer Leserasterverschiebung. Das Allel 35.7 zeigt auf
genomischer Ebene eine Deletion von der ersten bis zur zweiten gRNA

Erkennungssequenz.
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Abbildung 31: Generierung von Nullallelen mittels CRISPR/Cas9. A zeigt einen Ausschnitt aus
der CG9186 Genregion. Grau hinterlegt ist der offene Leserahmen fiir das CG9186 Protein.
Schwarz hinterlegt sind die guide RNA (gRNA) Ziele fir Doppelstrangbriiche (DSBs). Die Primer
fir die PCR-basierte Detektion von transgenen Tieren sind unterstrichen. B zeigt eine
schematische Darstellung der Mutagenese. Die vorhergesagten DSBs liegen upstream des
offenen Leserahmens und in dessen 3‘-Ende. Die entstehende Deletion hat eine theoretische
Grole von 1,1 kb. Abbildung C zeigt die PCR-Produkte, die auf Basis der genomischen DNA
(gDNA) von Kontrolltieren sowie den Allelen 35.2 und 35.7 generiert wurden. Allel 35.7 zeigt ein
kleineres Amplifikat als die Kontrolle, wahrend bei 35.2 kein Unterschied sichtbar ist. Ein Western
Blot mit CG9186-spezifischem Antikdrper zeigt, dass in homozygoten 35.2 und 35.7 Tieren kein
CG9186-Protein nachweisbar ist. Die Sequenzierung von Allel 35.2 (D) zeigt, dass ein Indel (im
DSB 2) zu einer Leserasterverschiebung gefihrt hat.
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3.4.2 Effekte des CG9186-Verlustes auf adulte Tiere

3.4.2.1 CG9186 beeinflusst die Lipidspeicher

Wie einleitend beschrieben, konnten mit den Nachfahren von Tier #35 homozygot
CG9186 mutante Stamme etabliert werden. CG9186 ist also fir das Uberleben der
Fliegen nicht essentiell. Allerdings zeigt sich unter Standardbedingungen durchweg eine
geringfligig verringerte (wenn auch nicht signifikante) Fruchtbarkeit der Tiere (siehe
Abbildung 55 im Anhang). Wie Abbildung 32 (A) fur das Allel 35.7 zeigt, sind die mutanten
Tiere im Vergleich zur Kontrolllinie etwas kleiner und haben eine schwachere
Melanisierung. Der GroRenunterschied zeigt sich auch in einer leichten Reduktion des
Kdrpergewichtes um ca. 5-8% (B). Wie bei Thiel et al. (2013) beschrieben, fuhrt eine
gesamtorganismische RNAi von CG9186 zu einer Reduktion der Triacylglycerol (TAG)-
Speicher in adulten Tieren. Abbildung 32 (C) zeigt, dass dieser Phanotyp auch bei den
verschiedenen CG9186 Nullallelen (7 Tage alt, jungfraulich) besteht.
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Abbildung 32: Gewicht und Triacylglycerol (TAG)-Gehalt sieben Tage alter adulter CG9186
mutanter Tiere im Vergleich zur Kontrolle. (A) zeigt Aufnahmen von sieben Tage alten Fliegen
der Kontrolllinie (K) und des Allels 35.7. Mutante Tiere sind kleiner und haben eine schwéachere
Melanisierung. Gravimetrische Untersuchungen (B) zeigen ein um 5-8 % geringeres Korpergewicht
mutanter Tiere im Vergleich zur Kontrolle. (C) zeigt die enzymatische Messung von Glycerol (als
Indikator fur Triacylglycerol (TAG)) jungfraulicher sieben Tage alter Tiere. Die Nullallele weisen
einen um 20-35 % verringerten TAG-Gehalt im Vergleich zur Kontrolle (K) auf. Bei (A) und (C)
handelt es sich um Einzelversuche mit jeweils 4-5 technischen Replikaten pro Genotyp und
Geschlecht, Versuch (B) zeigt eines von zwei getrennten Experimenten mit jeweils drei
technischen Replikaten. Signifikanzniveaus: p < 0,01 (**), p < 0,001 (***)

In der hier angewendeten enzymatischen Messung werden Glycerolipide gespalten und
die Gesamtmenge an Glycerol als Mal} fir TAGs quantifiziert (Hildebrandt et al., 2011).

Die TAG Werte bei den mutanten Fliegen liegen sowohl bei den Weibchen als auch den

Mannchen zwischen 20 und 35 % unter denen der Kontrolllinie. Wie die Messungen
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zeigen, konnte dieser Effekt in allen Allelen beobachtet werden. Im Folgenden werden nur
die Daten fir das Allel 35.7 vorgestellt. Zentrale Experimente wurden aber parallel mit
mindestens einem weiteren Allel (35.1 oder 35.2) durchgeflihrt. Diese Daten befinden sich
im Anhang. Als Kontrolle diente bei allen Experimenten die parallel zu den Nullallelen
generierte Kontrolllinie. Diese besitzt den gleichen genetischen Hintergrund, allerdings
ohne Deletion in CG9186. Neben den verringerten TAG Mengen wurden auch signifikant
reduzierte Gesamt-Cholesterol- und CE-Spiegel gemessen (siehe Abbildung 64 im
Anhang). Im Hinblick auf die verringerte Lipidspeicherung in den adulten Tieren stellt sich
die Frage, ob dieser Effekt eventuell auf einer reduzierten Nahrungsaufnahme beruht.
Das CG9186 Transkript wird in den Speicheldriisen von L3 Larven exprimiert (Celniker et
al., 2009; Chintapalli et al., 2007) und ein knock down flhrt hier zu einer starken
Reduktion der ansonsten im Gewebe vorhandenen LDs (Thiel et al., 2013). Kénnte also
das Fehlen von CG9186 zur Funktionsbeeintrachtigung der Speicheldrisen flihren und
damit die Nahrungsaufnahme erschweren? Um diese Frage zu klaren, wurden sieben
Tage alte mannliche Fliegen in Gruppen von 20 Tieren fir 30 min auf Fluorescein-haltiges
Futter gesetzt. Die Tiere wurden anschlieRend homogenisiert und die aufgenommene

Futtermenge Uber die Fluoreszenz-Intensitat quantifiziert (siehe Abbildung 33).
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Abbildung 33: Quantifizierung der Futteraufnahme sieben Tage alter méannlicher Fliegen.
Sieben Tage alte mannliche Fliegen wurden in Gruppen von 20 Tieren fur 30 min auf Fluorescein-
haltiges Futter gesetzt. Die Tiere wurden anschlieBend homogenisiert und die Fluoreszenz-
Intensitat quantifiziert. Als Positivkontrolle dienten Fliegen, die Uber Nacht gehungert wurden. Pro
Genotyp und Kondition wurden Tiere aus drei Roéhrchen (60 Fliegen) gemessen. Als
Negativkontrolle wurden Kontrollfiegen auf gekihltes Futter gesetzt und der Versuch bei 4°C
durchgefiihrt. Die Tiere bei 4°C zeigen eine verringerte Futteraufnahme, die vorab gehungerten
Fliegen hingegen eine hdhere Futteraufnahme als unter ad libitum Bedingungen. Es konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und dem Nullallel 35.7 festgestellt werden. Fir ein
Diagramm mit dem Allel 35.2 siehe Abbildung 56 im Anhang. Signifikanzniveaus: ns = nicht
signifikant
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Als Positivkontrolle dienten Fliegen, die Uber Nacht gehungert wurden. Hier ist eine
erhohte Futteraufnahme gegenuber den Tieren zu erwarten, die zuvor unbeschrankten
Zugang zu Futter hatten (ad libitum). Pro Genotyp und Kondition wurden drei Réhrchen
(60 Tiere) verwendet. Eine weitere Versuchsgruppe wurde fir 30 min bei 4°C inkubiert.
Diese Tiere sollten aufgrund des Kalteschocks keine Nahrung aufnehmen. Hier wurde nur
ein Réhrchen mit 20 Kontrolltieren verwendet. Abbildung 33 lasst erkennen, dass die
Tiere bei 4°C wie erwartet eine deutlich verringerte Futteraufnahme zeigen. Im Lysat der
vorab gehungerten Fliegen hingegen konnte eine héhere Fluoreszenzintensitat gemessen
werden. Weder nach vorherigem Hungern noch unter ad libitum Futtergabe konnte ein

signifikanter Unterschied zwischen Mutante und Kontrolle gemessen werden.

Wie bei Saugetieren wird in Drosophila die Energiehomdostase nicht nur durch die
Speicherung und Remobilisierung von Lipiden gewahrleistet, sondern auch durch
Kohlenhydrate wie Glykogen. Wahrend Glykogen eine Speicherform fir Energie darstellt,
zahlt Trehalose sowie zu einem geringeren Anteil auch Glukose zu den wichtigsten
Transportformen (Matsuda et al., 2015; Wyatt und Kale, 1957). Es stellt sich nun die
Frage, ob neben dem verringerten TAG-Werten auch Kohlenhydrat-Speicher und -
Transportformen betroffen sind. Um dies zu untersuchen, wurden bei sieben Tage alten
adulten Tieren die Glukose-, Glykogen- und Trehalose-Spiegel bestimmt. Wie Abbildung
34 zeigt, weisen die mutanten Tiere keine drastisch veranderten Glukose-, Glykogen- und

Trehalosewerte auf.
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Abbildung 34: Gesamtorganismische Glukose-, Glykogen,- und Trehalose-Spiegel in 7 Tage
alten Tieren. Die Glukose-, Glykogen- und Trehalose-Spiegel von 7 Tage alten adulten Tieren
wurden bestimmt. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen Mutante und Kontrolle.
Lediglich die Glykogenwerte der mutanten Weibchen sind im gezeigten Versuchsreplikat erhoht.
Signifikanzniveaus: ns = nicht signifikant, p < 0,001 (***)
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Eine Verringerung der Spiegel, wie sie bei TAG beobachtet werden konnten, ist nicht zu
erkennen. Fir die Glykogenwerte der Weibchen trifft im gezeigten Experiment das
Gegenteil zu, hier sind die Spiegel erhoht. Der gezeigte Effekt auf Glykogen-Ebene wurde

in den verschiedenen Versuchsreplikaten allerdings nicht konsistent beobachtet.

Fraglich bleibt also, warum die CG9186 mutanten Tiere trotz vergleichbarer
Futteraufnahme und Kohlenhydrat-Speicher einen geringeren TAG-Spiegel aufweisen als
die Kontrolltiere. CG9186 ist ein prominenter Bestandteil des LD-Subproteoms (Beller et
al., 2006). RNAseq und Microarray Daten zeigen auflierdem, dass CG9186 in Lipid-
speichernden Organen wie dem Mitteldarm und Fettkérper exprimiert wird (Celniker et al.,
2009; Chintapalli et al., 2007). Besteht also ein Problem bei der Speicherung oder
Remobilisierung von Lipiden? Um dies zu klaren, wurde die Nahrstoffverfiigbarkeit fur die
Tiere variiert und anschliefend die TAG-Werte bestimmt. Um eine Situation erhdhter
Energieverfugbarkeit darzustellen, wurden frisch geschllpfte Tiere fir sieben Tage auf ein
Futtermedium mit sehr hoher Energiedichte (HF = hoher Fettanteil, Standardmedium 2 mit
10 % Kokosol) gesetzt. Wie Abbildung 35 (A) fir die Mannchen zeigt, fihrt die Haltung
der Tiere auf HF Medium sowohl in der Kontrollgruppe als auch in CG9186 mutanten
Tieren zu einer gesteigerten TAG Menge im Vergleich zum Kontrollfutter. Die Mutante
besitzt also die Fahigkeit, die gestiegenen Energiemengen in Form von Lipiden zu
speichern. Allerdings zeigt die Mutante auch unter HF Bedingungen signifikant niedrigere
TAG-Werte auf als die Kontrolltiere. Als nachstes stellt sich die Frage, ob die mutanten
Fliegen einmal gespeicherte Lipide im gleichen Mall remobilisieren kénnen wie die
Kontrolle. Um dies zu testen, wurden sieben Tage alte Tiere fur 24 Stunden ohne
Nahrung auf 0,5 % Agarose (in Wasser, zur Flussigkeitsversorgung) gehungert und
anschliefend die TAG Werte gemessen. Um das Wiederauffillen stark entleerter
Energiespeicher in den Mutanten zu untersuchen, wurde ein Teil der Tiere nach der
Hungerphase erneut fur 24 auf Standardmedium 1 gesetzt. Wie die TAG Messungen
zeigen (Abbildung 35 B), reagieren sowohl die Mutante als auch die Kontrolle auf die
Hungerphase mit einer drastisch verringerten Lipidspeichermenge. Nach der
Hungerphase ist kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Stadmmen
feststellbar. Das Umsetzen auf Standardmedium fuhrt sowohl in den Kontrolltieren als
auch der Mutante zu einem erneuten Anstieg der TAG-Mengen. Die Mutante zeigt zu

diesem Zeitpunkt wieder eine etwas geringere Lipidspeichermenge als die Kontrolle.

Neben den TAG Werten wurde auch Glykogen und Glukose in den Tieren bestimmt
(siehe Abbildung 57 im Anhang). Auch die Glykogen-Spiegel sinken in Folge der
Hungerperiode. Allerdings ist kein klarer Unterschied zwischen Kontrolle und Mutante zu

beobachten.
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Abbildung 35: Pertubation der Energieverfiigbarkeit und anschlieBende Messung der TAG-
Spiegel in 7 Tage alten Médnnchen. A: Fliegen wurden nach dem Schlipfen fur sieben Tage auf
Futter mit einem hohen Fettanteil (HF) gesetzt. Sowohl die Kontroll- als auch die CG9186
mutanten Tiere reagieren mit einem Anstieg der gesamtorganismischen Lipidspeicher. Auch unter
HF Futter zeigen die Mutanten eine signifikant niedrigere TAG Menge als die Kontrolle. B: Vor der
TAG Messung von sieben Tage alten Mannchen wurden die Tiere entweder ad libitum gefittert, far
24 Stunden gehungert oder flir 24 Stunden gehungert und anschlieRend wieder ad libitum
gefuttert. Das Hungern fuhrt sowohl in Mutante als auch in der Kontrolle zu einer drastisch
verringerten Lipidspeichermenge. Nach der Hungerphase ist kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Stdmmen feststellbar. Das Umsetzen auf Standardmedium flhrt zu einem
erneuten Anstieg der TAG-Mengen. Die Mutante zeigt zu diesem Zeitpunkt wieder eine etwas
geringere Lipidspeichermenge als die Kontrolle. Signifikanzniveaus: ns = nicht signifikant,
p < 0,001 (**)

Wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen, hat der Verlust von CG9186 eine Verminderung
der Lipidspeichermenge zur Folge. Andere Metabolite wie Glukose und Glykogen sowie
die Futteraufnahme der Tiere sind nicht betroffen. AulRerdem besitzen die Tiere trotz des
Verlustes von CG9186 die Fahigkeit, sich mit ihren Energiespeichern flexibel an
veranderte Energieverfigbarkeit anzupassen. Im Folgenden wurde daher der Frage
nachgegangen, welchen Effekt die veranderte Lipidhomdostase und das Fehlen von
CG9186 auf die Physiologie der Tiere hat.

3.4.2.2 Der Verlust von CG9186 verkiirzt die Lebensspanne von
Mannchen

Der Zusammenhang zwischen Lipid-Homéostase und der Lebensspanne von
Organismen (Ubersichtsartikel Kapahi et al., 2016) ist nicht zuletzt wegen der
epidemiologischen Bedeutung fir den Menschen Gegenstand intensiver Forschung. Auch
in Drosophila konnte ein Einfluss der Lipid-Homobostase auf Lebensspanne, Reproduktion
und Stressresistenz der Tiere festgestellt werden. Wichtige Regulatoren befinden sich hier
im Insulin/IGF- (Insulin-like growth factors) und dem TOR (target of rapamycin) Signalweg
(zusammengefasst in Kannan und Fridell, 2013; Zheng et al., 2016). So fuhrt z.B. die
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Fettkorper-spezifische Uberexpression von dilp6 (Drosophila insulin-like peptide 6) zu
einem Anstieg der Fettkérper-TAGs und einer erhdhten Stressresistenz (z.B. gegentber
Hungerstress) sowie einer verlangerten Lebensspanne unter basalen Bedingungen. Auf
der anderen Seite wurde in einer Vielzahl von Modellorganismen sowie im Menschen der
lebensverlangernde Effekt einer Drosselung der Nahrungszufuhr (dietary restriction (engl.)
genannt) gezeigt (zusammengefasst in Kapahi et al., 2016). Es stellt sich nun die Frage,
ob die durch den CG9186 Verlust bedingte Reduktion der Lipidspeicher ebenfalls ein
Effekt auf die Lebensspanne besteht. Hierflir wurden Tiere nach Geschlechtern getrennt
in Gruppen von 30 Individuen in Futterréhrchen gehalten und alle zwei bis drei Tage
umgesetzt und dabei tote Tiere ausgezahlt. Pro Geschlecht und Genotyp wurden
zwischen vier und finf Réhrchen (120-150 Tiere) ausgezahlt. Abbildung 36 (A und B)

zeigt die Uberlebenskurven fir das Experiment.
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Abbildung 36: Lebensspanne unter basalen Bedingungen. Fliegen wurden nach
Geschlechtern getrennt in Gruppen von 30 Individuen in Futterréhrchen gehalten und alle zwei bis
drei Tage umgesetzt. Dabei wurden tote Tiere ausgezahlt. Pro Geschlecht und Genotyp wurden
zwischen vier und funf Réhrchen (120-150 Tiere) ausgezahlt. Die Abbildung zeigt den Anteil der
noch lebenden Tiere in Abhangigkeit von der Zeit. Bis zu einer Dauer von ca. 50 Tagen besteht bei
den Uberlebenskurven der Weibchen kein deutlicher Unterschied zwischen Kontrolle und Mutante.
Danach weist die Mutante eine héhere Uberlebensrate auf als die Kontrolle. Bei den Mannchen
zeigt sich schon nach zwei Wochen eine signifikant erhdhte Sterblichkeit der mutanten Tiere.
Gegen Ende der Lebensspanne nahern sich die Kurven allerdings wieder an. Signifikanzniveaus:
p < 0,001 (***), Log-rank Test
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Bis zu einer Dauer von ca. 50 Tagen zeigt sich bei den Uberlebenskurven der Weibchen
kein Unterschied zwischen Kontrolle und Mutante. Danach weist die Mutante allerdings
eine hohere Uberlebensrate auf als die Kontrolle. Obwohl dieser Effekt mild ist, wurde er
in allen drei biologischen Wiederholungen dieses Versuchs beobachtet. Bei den
Mannchen hingegen zeichnet sich schon nach zwei Wochen eine erhdhte Sterblichkeit
der mutanten Tiere ab. Wahrend in der Kontrollgruppe an Tag 40 noch 94 % der Tiere
lebten, waren es bei der Mutante nur 76 %. Gegen Ende der Lebensspanne ndhern sich
die Kurven allerdings wieder an. Vergleicht man nur die altesten 10 % der Mannchen
miteinander, so erreichten diese bei der Kontrolllinie im Schnitt ein Alter von 68 Tagen (+
2,6 Tage). Die éltesten 10 % der mutanten Mannchen wurden im Schnitt 66 Tage (+ 5,1
Tage). Die Daten legen also nahe, dass die héhere Sterblichkeit bereits sehr frih in den
adulten Mannchen auftritt. Ein Teil der mutanten Mannchen hingegen erreicht ein
normales Alter und scheint von diesem Effekt nicht betroffen zu sein.

Das humane Homolog von CG9186 (C20rf43) wurde bereits in einer Vielzahl
genomischer Screens mit Prostatakrebs in Verbindung gebracht (Du et al., 2016; Long et
al., 2012; Penney et al., 2015a; Shui et al., 2014). Mit den akzessorischen Driisen
besitzen mannliche Drosophilae ein Organ, das wie die menschliche Prostata an der
Sekretion von Samenflissigkeit beteiligt ist und auch als Modell fiir Studien zu
Prostatakrebs verwendet wird (Ubersichtsartikel Wilson et al., 2017). Im Rahmen von
Experimenten in der AG Beller (Masterarbeit Alisa Gahlen) konnte gezeigt werden, dass
das CG9186 Protein in den akzessorischen Drusen mannlicher Fliegen exprimiert wird.
Die Expression ist hierbei in sexuell aktiven Mannchen starker als in gleichaltrigen
Jungfrauen (siehe Abbildung 37). Die Akzessorischen Drisen in Drosophila. Es stellt sich
die Frage, ob die frihe Sterblichkeit mannlicher Mutanten von der sexuellen Aktivitat der
Tiere und deren akzessorischen Drusen bestimmt ist. Daher wurden in einem
Lebensspanne-Versuch Mannchen wie im Vorversuch (2 Tage Kopulation vor Versuchs-
Eintritt) und jungfrauliche Tiere verwendet. Wie sich zeigte, hat die sexuelle Aktivitat
keinen Einfluss auf die CG9186 bedingte verkiirzte Lebensspanne mannlicher Mutanten
(Abbildung 37 B). Auch mikroskopische Aufnahmen von Praparationen der
Akzessorischen Drisen frih verstorbener CG9186 Mutanten zeigten keine
offensichtlichen morphologischen Veranderungen (Abbildung 37 C). Es konnte also keine
direkte Beteiligung der Akzessorischen Drusen an der CG9186 bedingten Lebensspanne-

Verkirzung nachgewiesen werden.
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Abbildung 37: Untersuchung der Beteiligung von Akzessorischen Driisen an der erh6hten
Sterblichkeit junger CG9186 mutanter Mannchen. A zeigt einen Western Blot mit Protein aus
Akzessorischen Drisen, Testis und ganzen Fliegen. Das CG9186 Protein ist in den
Akzessorischen Drisen nachweisbar. Die Expression ist in sexuell aktiven Tieren héher als in
gleichaltrigen Jungfrauen. B zeigt Uberlebenskurven fiir jungfrauliche sowie nicht jungfrauliche
Mannchen der Kontrolllinie und dem Allel 35.7. Auch bei jungfraulichen Tieren zeigt sich eine frih
einsetzende Sterblichkeit. In C sind mikroskopische Aufnahmen von Akzessorischen Driisen von
Tieren aus Lebensspanne-Versuchen dargestellt. Prapariert wurden die Driisen aus solchen
mutanten Tieren, die bereits sehr friih (<30 Tage) verstarben. Als Kontrolle wurde eine gleichaltrige
lebende Kontrollfliege prapariert. In den Praparaten zeigten sich keine auffalligen morphologischen
Veranderungen. Signifikanzniveaus: p < 0,001 (***), Log-rank Test

3.4.2.3 Der Verlust von CG9186 beeinflusst die Stressresistenz der
Tiere

Wie unter 3.4.2.2 gezeigt wurde, besitzen CG9186 mutante Mannchen unter basalen
Bedingungen (Standardmedium 1, ad libitum, 25 °C) eine verringerte Lebensspanne. Wie
aber reagieren die Tiere unter akutem Stress? Gibt es auch hier geschlechtsspezifische
Effekte? In der Literatur wurde beschrieben, dass erhdhte Energiespeicher in Form von
Lipiden und Kohlenhydraten auch mit einer hdheren Resistenz gegenliber Hungerstress
einhergehen (Slack et al., 2010). Im Folgenden wurde daher der Frage nachgegangen, ob
auch die CG9186 Mutante mit ihren geringeren Lipidspeichern eine erhdhte Sensitivitat
gegenltber Stress aufweist. Hierfir wurden sieben Tage alte Tiere ohne Nahrung in
Gruppen von 30 Individuen in ein Réhrchen mit einer Flissigkeitsquelle (0,5 % Agarose in
Wasser) gegeben und tote Tiere alle vier bis zwdlf Stunden ausgezahlt. Pro Geschlecht
und Genotyp wurden funf Rohrchen (150 Fliegen total) ausgezahlt. Abbildung 38 zeigt die

Uberlebenskurven, also den Anteil lebender Fliegen in Abhangigkeit der Hungerdauer.
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Abbildung 38: Uberlebensdauer unter Hungerstress. Sieben Tage alte Tiere wurden in
Gruppen von 30 Individuen in ein Réhrchen mit 0,5 % Agarose (in Wasser) gegeben und alle vier
bis zwdlf Stunden tote Tiere ausgezahlt. Pro Geschlecht und Genotyp wurden finf Réhrchen (150
Fliegen total) ausgewertet. Das Diagramm zeigt den Anteil lebendiger Fliegen in Abhangigkeit von
der Hungerdauer. Sowohl fur die mutanten Weibchen als auch Mannchen zeigt sich eine
signifikante Linksverschiebung der Uberlebenskurven. Fiir Allel 35.1 siehe Abbildung 59 im
Anhang. Signifikanzniveaus: p < 0,001 (***), Log-rank Test

Wie bereits in der Literatur beschrieben, Uberleben Weibchen deutlich langer unter
Nahrungsmangel als Mannchen (Rion und Kawecki, 2007; Slack et al., 2010). Sowohl
CG9186-mutante Weibchen als auch Mannchen zeigen eine statistisch signifikante
Linksverschiebung der Uberlebenskurven. So waren z.B. nach 42 Stunden noch ca. 51 %
der mannlichen Kontrolltiere und lediglich 20 % der mutanten Mannchen lebendig. Die

CG9186 mutanten Tiere sind also sensitiver gegentiber Hungerstress.

Das Fehlen von CG9186 flhrt also zu verringerten Lipidspeichern und einer héheren
Sensitivitdt gegenuber Hungerstress. Im Folgenden wurde daher untersucht, ob der
geringe Korperfett-Anteil der Mutanten auch die Sensitivitdt gegenlber anderen
Stressoren erhoht. Ein stark beforschtes Gebiet ist die Verbindung zwischen
Fettstoffwechsel und oxidativem Stress im Menschen (McMurray et al., 2016; Verdile et
al., 2015) sowie in verschiedenen Modellorganismen (Della Vedova et al., 2016; Trindade
de Paula et al, 2016). Konsens ist hier ein Modell, in welchem Ubergewicht und
UbermaRige Lipidspeicher eine Ursache flir oxidativen Stress darstellen. Wie allerdings
von Bailey et al. (2015) in Drosophila gezeigt, konnen LDs den Organismus aber auch vor
oxidativem Stress und Lipidperoxidation schitzen. Um zu Uberprifen, ob die CG9186-
Mutante mit ihren verringerten Lipidspeichern eine verdnderte Sensitivitdt gegeniber

oxidativem Stress hat, wurden die Tiere mit Paraquat (Methylviologen) behandelt. Hierbei
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handelt es sich um eine initial als Herbizid genutzte Substanz, die aufgrund ihrer starken
prooxidativen Eigenschaften toxisch wirkt (Stokes und Walker, 1970) und standardmaRig
in verschiedensten Modellorganismen zur Induktion von oxidativem Stress genutzt wird
(z.B. Drosophila und C. elegans (Atashpour et al., 2017) oder Ratte (Lashmanova et al.,
2015)). Fur das Experiment wurden 30 Tiere (sieben Tage alt) zusammen mit einem
Stlck Filterpapier in ein leeres Futterréhrchen gegeben. Das Filterpapier wurde zuvor mit
20 mM Paraquat (mit 5 % Saccharose in Wasser) betraufelt. Das Uberleben der Tiere
wurde Uberwacht und tote Fliegen alle vier bis zwolf Stunden ausgezahlt. Pro Genotyp
und Geschlecht wurden jeweils flinf Roéhrchen (also 150 Tiere) ausgezahlt. Um
sicherzustellen, ob die Tiere in Folge des Paraquats sterben und nicht wegen des
Versuchsaufbaus, wurde ein weiteres Réhrchen mit Kontrollfliegen beobachtet, bei dem
das Filterpapier mit 5 % Saccharose in Wasser (ohne Paraquat) betraufelt wurde.

Abbildung 39 (A und B) zeigt Uberlebenskurven fiir das Experiment.
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Abbildung 39: Sensitivitit gegeniiber oxidativem Stress. 30 Tiere (sieben Tage alt) wurden mit
20 mM Paraquat (mit 5 % Saccharose in Wasser) inkubiert und das Uberleben der Tiere
Uberwacht. Pro Genotyp und Geschlecht wurden jeweils finf Rdhrchen (150 Tiere) ausgezahlt.
Paraquat filhrt schon nach 20 Stunden zu einem Abfall der Uberlebenskurven. Hierbei zeigen sich
die mutanten Tiere sensitiver als die Kontrolle. Die Messung von Thiobarbitursdure reaktiven
Substanzen (TBA-RS) als Indikator flr oxidativen Stress zeigt unter basalen Bedingungen keinen
Unterschied zwischen Mutante und Kontrolle. Fir Allel 35.1 siehe Abbildung 60 im Anhang.
Signifikanzniveaus: ns = nicht signifikant, p < 0,001 (***), Log-rank Test (A und B)

Paraquat fuhrt in der verwendeten Konzentration schon nach 20 Stunden zu einem
vermehrten Sterben der Fliegen (Abbildung 39 A und B). Hierbei zeigen sich die mutanten
Tiere sensitiver als die Kontrolle. Von den Fliegen im Kontrollréhrchen (lediglich 5 %

Saccharose ohne Paraquat) ist wahrend der gesamten Versuchsdauer keine gestorben.
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Im Hinblick auf die hdéhere Sterberate unter oxidativem Stress wurde anschlieRend bei
sieben Tage alten Tieren unter Basalbedingungen (25 °C, ad libitum Standardmedium 1)
die Menge an Thiobarbitursaure Reaktiven Substanzen (TBA-RS, thiobarbituric acid
reactive substances) gemessen. Hierbei handelt es sich um eine Methode, bei der indirekt
die Reaktionsprodukte von Lipidperoxidation gemessen werden (Ubersichtsartikel
Halliwell und Chirico, 1993). Die Menge an TBA-RS gibt damit Hinweise darauf, ob der
Organismus in der Vergangenheit vermehrtem oxidativem Stress ausgesetzt war. Obwohl
die mutanten Tiere unter Paraquat-Behandlung eine im Vergleich zu den Kontrolltieren
klrzere Lebensspanne zeigen, wurden unter basalen Bedingungen keine erhdhten
TBA-RS Werte im Vergleich zur Kontrolle gemessen (Abbildung 39 C).

Die bisherigen Versuche zeigen, dass CG9186 mutante Tiere sensitiver gegentber
Hunger- und oxidativem Stress sind. Wie in der Literatur beschrieben ist, nehmen
Lipidspeicher und verschiedene Kohlenhydrate auch Einfluss auf die Resistenz der Tiere
gegeniber Trockenstress (Djawdan et al., 1998; Gefen et al., 2006). Um die Rolle von
CG9186 im Hinblick Trockenstress zu untersuchen, wurden 30 Tiere (sieben Tage alt)
ohne Wasser- oder Nahrungsquelle in ein leeres Réhrchen gegeben und die toten Fliegen
alle vier bis zwdlf Stunden ausgezahlt. Pro Geschlecht und Genotyp wurden vier
Réhrchen (insgesamt 120 Tiere) ausgewertet. Abbildung 40 zeigt Uberlebenskurven fiir

das Experiment.
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Abbildung 40: Sensitivitat der Mutante gegeniiber Trockenstress. 30 Tiere wurden ohne
Futter- und Wasserquelle in ein Réhrchen gegeben und tote Tiere alle vier bis zwolf Stunden
ausgezahlt. Pro Geschlecht und Genotyp wurden vier Réhrchen ausgezahlt (120 Tiere). Bei den
CG9186 mutanten Weibchen und Mannchen zeigt sich eine hdhere Resistenz gegeniber
Trockenstress und dadurch eine statistisch  signifikante  Rechtsverschiebung der
Uberlebenskurven. Fir Allel 35.1 siehe Abbildung 61 im Anhang. Signifikanzniveaus: p< 0,001
(***), Log-rank Test
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Im Gegensatz zu allen bisherigen Stresstoleranz-Experimenten tberleben die mutanten
Tiere unter Trockenstress langer als die Kontrolltiere. So befanden sich nach 30 Stunden
in der Kontrolle keine lebenden mannlichen Tiere mehr in den Rohrchen, bei den
CG9186-Mutanten hingegen durchschnittlich noch 49 %. Auch die weiblichen Mutanten

zeigten sich toleranter gegenuber Trockenstress.

Am Beispiel der Toleranz gegenuber Trockenstress zeigt sich, dass die CG9186
mutanten Tiere nicht generell im Nachteil gegenuber der Kontrolllinie sind. In der Literatur
werden zwei wichtige Faktoren genannt, die die Resistenz gegenlber Trockenstress
beeinflussen. Dies sind zum einen die Hydrocarbon-Verbindungen auf der Cuticula der
Tiere (Rouault et al., 2004) und zum anderen der TOR (target of rapamyin)- und
Insulinsignalweg sowie deren Einfluss auf Wasserhaushalt und Trehalosegehalt der
Hamolymphe (Liu et al, 2015; Marunde et al., 2013; Thorat et al, 2012). Im
Zusammenhang mit dem Insulin-Signalweg wurde auflerdem ein geschlechtsspezifischer
Effekt auf die Lebensspanne mannlicher Tiere beobachtet (Liu et al., 2016). Daher wurde
neben dem Wasserhaushalt und der Trehalose- und Glukose-Konzentration der
Hamolymphe auch die Expression verschiedener dilps (Drosophila insulin like peptides)
mittels qRT-PCR gemessen. Abbildung 41 (A) zeigt den Wassergehalt CG9186 mutanter
Tiere im Vergleich zur Kontrolle. Hierfiir wurde das Gewicht der Fliegen (sieben Tage alt)
gemessen, diese dann fur mindestens 24 h bei 60 °C getrocknet und anschlieffend erneut
gewogen. Aus der Gewichtsdifferenz errechnet sich der Wasseranteil in Prozent.
Gewogen wurden pro Geschlecht und Genotyp jeweils dreimal 30 Tiere. Wie die
Abbildung zeigt, besteht im Wasseranteil der Tiere kein Unterschied zwischen Kontrolle
(Mannchen ca. 66 % (+ 0,01 %)) und Mutante (Mannchen z.B. ca. 65 % (x 0,67 %)).
Abbildung 41 (B und C) zeigt Messungen der Trehalose- und Glukosekonzentrationen der
Hamolymphe sieben Tage alter Fliegen. Im Hinblick auf die Trehalosekonzentration der
Hamolymphe konnte kein deutlicher Unterschied zwischen Kontrolle und Mutante
nachgewiesen werden. Die Glukosekonzentration der Hdmolymphe mutanter Mannchen
war hingegen deutlich erhdht. Wie in Kapitel 3.4.2.1 dargelegt, besitzen sowohl mutante
Mannchen als auch Weibchen keine signifikant verdnderten gesamtorganismischen
Trehalosekonzentrationen. Abbildung 41 (D und E) zeigt die Ergebnisse von qRT-PCRs
unter Verwendung von RNA aus Koépfen (IPCs sind im Gehirn lokalisiert) sieben Tage
alter Fliegen. Gemessen wurde die Expression von verschiedenen dilps sowie von act5
als Negativkontrolle. Die Expression wurde auf rp49 (Ribosomales Protein 49)
normalisiert. Die Expression der Kontrolllinie wurde als 1 definiert. Insgesamt wurden zwei
biologische Wiederholungen des Versuchs durchgefihrt. In beiden Wiederholungen war

dilp3 sowohl in den Mannchen als auch in den Weibchen herunterreguliert.
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Abbildung 41: Untersuchungen zur Trockenstress-Resistenz und dilp-Expression der
CG9186 Mutanten. Gezeigt sind Messungen von Wassergehalt ganzer Tiere (A) sowie Trehalose-
und Glukosekonzentrationen in der Hamolymphe (B und C) sieben Tage alter Fliegen. Beim
Kdrperwassergehalt und der Trehalosekonzentration in der Hamolymphe besteht kein signifikanter
Unterschied zwischen Kontrolle und Mutante. Die Mannchen weisen allerdings erhdhte
Glukosewerte in der Hamolymphe auf. (D) und (E) zeigt die Ergebnisse aus qRT-PCRs unter
Verwendung von RNA aus Kopfen sieben Tage alter Fliegen. Gemessen wurde die Expression von
dilps (Drosophila insulin like peptides) sowie von Actb als Negativkontrolle. Die Expression wurde
auf rp49 und die Kontrolltiere normalisiert (Kontrolle= 1). Es wurden zwei biologische
Wiederholungen durchgefiihrt. Die dilp3 Expression war in beiden Wiederholungen im Vergleich
zur Kontrolle herunterreguliert. Signifikanzniveaus: ns = nicht signifikant, p < 0,05 (*), p < 0,01 (**),
p < 0,001 (**). Unter D und E sind die Signifikanzen fiir alle Gene gezeigt, deren Expression in
den Mutanten um mindestens 50 % erhéht oder reduziert war.

Wie bereits einleitend beschrieben, basieren die bislang veroffentlichten in vivo Daten zu
CG9186 ausschlieBlich auf Experimenten unter Verwendung des GAL4-UAS Systems
(Thiel et al.,, 2013). Am Beispiel des Trockenstress Phanotyps wurde im Folgenden
untersucht, ob eine Uberexpression von CG9186 zu einem komplementaren Phanotyp
fuhrt. Hierfur wurde ein eGFP-CG9186 Fusionsprotein ubiquitar mit einer Actin-GAL4
Linie Uberexprimiert. Um eine mdgliche Rolle der katalytischen Triade zu untersuchen,
wurde zusatzlich eine Variante von CG9186 Uberexprimiert, bei der das Serin an Position
119 gegen ein Alanin ausgetauscht ist. Als Kontrolle dient eine Kreuzung zwischen der
Treiberlinie und w1118 Fliegen. Analog zu den Versuchen mit den Nullallelen wurden 30
Tiere in ein leeres Rohrchen gegeben und alle vier bis zwdlf Stunden tote Tiere

ausgezahlt. Je nach Geschlecht und Genotyp wurden gingen drei bis vier Réhrchen (90-



3 Ergebnisse 104

120 Tiere) in das Experiment ein. Die Uberlebenskurven in Abbildung 42 zeigen, dass die
eGFP-CG9186 Uberexprimierenden Tiere sensitiver gegen Trockenstress sind als die
Kontrolle. Dieser Phanotyp entspricht damit genau dem Gegenteil des Phanotyps der
Nullallele. Wird hingegen die S119A Austauschvariante von CG9186 Uberexprimiert,
schwacht sich der Effekt ab. Wie in Kapitel 3.1 beschrieben wurde, handelt es sich hierbei
um eine Variante von CG9186, bei der das zentrale Serin als Teil der katalytischen gegen
Alanin ausgetauscht wurde, um die annotierte Funktion als Serin-Hydrolase zu

unterbinden.
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Abbildung 42: Trockenstress-Resistenz nach Uberexpression von eGFP-CG9186 und eGFP-
CG9186(S119A). Mit einer Actin-GAL4 Treiberlinie wurden eGFP-CG9186 und eGFP-
CG9186(S119A) zur Expression gebracht. 30 sieben Tage alte Tiere wurden in ein leeres
Roéhrchen gegeben und alle vier bis zwdlf Stunden die toten Tiere ausgezahlt. Je nach Geschlecht
und Genotyp gingen drei bis vier Rohrchen (90-120 Tiere) in das Experiment ein. eGFP-CG9186
Uberexprimierende Tiere zeigen sich sensitiver gegen Trockenstress als die Kontrolle (GAL4 Linie
mit w1118 gekreuzt). Die Uberexpression der S119A Austauschvariante hat einen milderen Effekt
auf die Sensitivitat gegeniiber Trockenstress. Signifikanzniveaus: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p <
0,001 (***), Log-rank Test.

In diesem Kapitel wurde in adulten Tieren gezeigt, dass ein Verlust von CG9186 zu einer
verklrzten Lebensspanne in mannlichen Tieren fihrt. AuRerdem weisen sowohl
mannliche als auch weibliche Fliegen verringerte Lipidspeicher und eine hoéhere
Sensitivitdt gegenidber Hunger- und oxidativem Stress auf. Gegen Trockenstress sind
CG9186 mutante Fliegen hingegen geschitzt. Die beschriebenen Phanotypen werden in
der Literatur haufig im Zusammenhang mit dem Insulin-Signalweg beobachtet (Enell et
al., 2010; Hwangbo et al., 2004; Liu et al., 2015; et al., 2010). Im Rahmen dieses Kapitels
wurde gezeigt, dass dilp3 in den mutanten Tieren herunterreguliert ist. Fur dilp3 wurde in
der Literatur eine Beteiligung am Lipidmetabolismus beschrieben (Varghese et al., 2010).
Aulerdem beeinflusst es die larvale Zuckerhomobostase und Entwicklung (Kim und
Neufeld, 2015). Da sowohl die Energiehomoostase als auch endokrine Signale wie die
dilps die larvale Entwicklung beeinflussen, wurde im Folgenden der Fokus auf die larvale
Entwicklung der CG9186-Mutanten gelegt.
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3.4.3 CG9186 und die Larvale Entwicklung

3.4.3.1 CG9186 beeinflusst larvale Speicheldriisen-Lipid Droplets

Im Rahmen von RNAi Versuchen konnte gezeigt werden, dass ein knock down von
CG9186 zu einer starken Reduktion von LDs in den Speicheldriisen von L3 Larven fuhrt
(Thiel et al., 2013). Um einen moglichen Einfluss eines kompletten Verlustes von CG9186
auf die larvalen LDs zu untersuchen, wurden zunachst Speicheldriisen und Fettkérper aus
wandernden L3 Larven prapariert und die LDs mit Bodipy*%*®%® gegengefarbt. Abbildung
43 A zeigt MIPs mutanter Organe im Vergleich zur Kontrolllinie.
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Abbildung 43: Mikroskopische Aufnahmen von LDs aus Speicheldriisen und Fettkdrpern
sowie gesamtorganismische TAG- Glykogen- und Glukosewerte. A: Speicheldriisen und
Fettkérper aus 5 Tage alten wandernden L3 Larven wurden fixiert und die LDs mit Bodipy493/503
gegengefarbt. Das Allel 35.7 weist eine im Vergleich zur Kontrolle reduzierte Anzahl an LDs in den
Speicheldrisen auf. Bei der Morphologie der LDs im Fettkorper ist kein offensichtlicher
Unterschied zwischen Kontrolle und Mutante erkennbar. Bei der Messung der
gesamtorganismischen TAG-, Glykogen- und Glukosewerte (B-D) gibt es keine signifikanten
Unterschiede zwischen Kontrolle und Mutante. Signifikanzniveaus: ns = nicht signifikant

Es ist zu erkennen, dass die Speicheldrisen des 35.7 Allels im Vergleich zur Kontrolle
eine verringerte Anzahl an LDs aufweist. Betrachtet man jedoch die LDs im Fettkorper,
dem Hauptspeicherorgan fur Lipide, so lasst sich kein Unterschied zur Kontrolle
entdecken. Um die Nahrstoffversorgung der Tiere zu beurteilen, wurden neben den
Speicherlipiden in Form von TAG auch Kohlenhydrate wie Glykogen und Glukose mithilfe
enzymgekoppelter Farbgebender Reaktionen gemessen. Wie die Daten in Abbildung 43
B-D zeigen, besteht bei gesamtorganismischer Betrachtung dieser Metabolite kein

signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und Mutante. Dennoch stellt sich die Frage,
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ob es durch den Verlust von CG9186 zu einer Beeintrachtigung der larvalen Entwicklung

kommt.

3.4.3.2 CG9186 beeinflusst futterabhangig die larvale Entwicklung

Um zu Uberprifen, ob durch das Fehlen von CG9186 die larvale Entwicklung
beeintrachtigt ist, wurde die Zeit zwischen Eiablage und dem Auftreten von Puppen
gemessen. Hierfir wurden ca. 50-60 adulte Fliegen (sieben Tage alt) Uber Nacht auf
Futter gesetzt. Am nachsten Tag wurden die Tiere erneut umgesetzt und die adulten Tiere
nach ca. 16 Stunden verworfen. Diese Roéhrchen wurden bei 25 °C inkubiert und
mehrfach taglich die Anzahl an Puppen gezahlt. Wie bei Post und Tatar (2016)
beschrieben, hat die Futterzusammensetzung einen starken Einfluss auf den Insulin-
Signalweg. Dies gilt besonders im Hinblick auf das Zucker-zu-Hefe Verhaltnis des Futters
(Post und Tatar, 2016). Da adulte CG9186 mutante Tiere eine verminderte dilp3
Expression aufweisen, wurde das Entwicklungsexperiment daher auf vier Futtersorten
durchgeflihrt. Neben den zwei verwendeten Standardmedien 1 und 2 wurde auf Basis des
Rezeptes von Standardmedium 2 auch ein Futter gekocht, dass 90 % weniger Hefe
enthalt (WH, wenig Hefe).

Zusatzlich wurde wie in Na et al. (2013) beschrieben ein Futter gekocht, dass sehr reich
an Hefe, daflr aber arm an Zucker ist (WZ, wenig Zucker). Pro Genotyp und Futtersorte
wurden drei Rohrchen ausgezahlt. Das Zucker-zu-Hefe Verhaltnis der eingesetzten
Medien ist in Tabelle 15 aufgeflihrt. Abbildung 44 zeigt anhand von Wachstumskurven
den Anteil verpuppter Tiere in Abhangigkeit von der Zeit (A-D). Wie die Wachstumskurven
erkennen lassen, entwickeln sich die mutanten Tiere auf Standardmedium 1 langsamer
als die Kontrolltiere (A). Auf Standardmedium 2 hingegen ist ein gegenteiliger Trend
erkennbar (B). GroRere Unterschiede in der Menge an Hefe und Zucker verstarken den
Effekt. So besitzen die mutanten Tiere auf dem WZ Medium eine reduzierte
Entwicklungsgeschwindigkeit im Vergleich zur Kontrolle. Auf dem WH Medium hingegen
entwickeln sich die mutanten Tiere schneller. Das Fehlen von CG9186 fuhrt also in
Abhangigkeit vom Futter zu Veranderungen im Wachstum. Insgesamt wird die
Entwicklungsgeschwindigkeit der mutanten Tiere weniger von der
Futterzusammensetzung beeinflusst als die Kontrolltiere. Betrachtet man den Zeitpunkt,
an dem 50 % der Tiere im Rdhrchen verpuppt waren, so variiert dieser Zeitpunkt bei den
Kontrolltieren zwischen ca. 130 Stunden (WZ Futter) und 250 Stunden (WH Futter). Bei
den CG9186 mutanten Tieren hingegen liegen die Werte mit ca. 160-190 Stunden naher

beieinander.
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Abbildung 44: Dauer bis zur Verpuppung auf Medien unterschiedlicher Zucker-zu-Hefe
Verhiltnisse. 50-60 adulte Fliegen (sieben Tage alt) wurden fir ca. 16 Stunden auf verschiedenen
Futtern (A-D) gehalten und das Auftreten von Puppen gezahlt (Inkubation bei 25 °C). Die mutanten
Tiere entwickeln sich auf dem Standardmedium 1 langsamer als die Kontrolltiere (A). Auf
Standardmedium 2 ist ein gegenteiliger Trend erkennbar (B). Wahrend die mutanten Tiere auf dem
WZ Medium eine reduzierte Entwicklungsgeschwindigkeit im Vergleich zur Kontrolle besitzen,
verpuppen sie sich auf dem WH Medium hingegen friher als die Kontrolle. Signifikanzniveaus:
p<0,05 (*), Permutationstest mit 10000 Iterationen, Benjamini-Hochberg Korrektur

Tabelle 15: Zucker zu Hefe Gewichtsverhiltnis sowie Anteil Hefe. Fir die Einwaagen und eine
Nahrstofftabelle siehe Kapitel 2.1.7 sowie Tabelle 18 im Anhang. Die Medien sind in Reihenfolge
des steigenden Zucker-zu-Hefe Verhaltnisses aufgeflihrt. Die Informationen zu den einzelnen
Nahrstoffen wurden den Verpackungen entnommen.

Medium Zucker-zu-Hefe Verhiltnis (g/g) % Hefe
Wenig Zucker (WZ) 0,64* 8
Standardmedium 1 2,87 1,68
Standardmedium 2 2,90 1,8
Wenig Hefe (WH) 28,99 0,18

*Das Zucker-zu-Hefe Verhaltnis des WZ Mediums (beschrieben in Na et al., 2013) ist lediglich eine Annaherung, da der
genaue Zuckergehalt von Bacto™ Pepton und Bacto™ Yeast Extract nicht bekannt war.

In Abbildung 44 wird als Endpunkt das Auftreten von Puppen betrachtet. Im Folgenden
wurde Uberprift, ob auch wahrend friherer Zeitpunkte in der larvalen Entwicklung
Unterschiede zwischen Mutante und Kontrolltieren bestehen. Hierflir wurden 50-60 adulte
Tiere zur Eiablage Uber Nacht auf verschiedene Futter (Standardmedium 1,
Standardmedium 2, WH, WZ) gesetzt. Nach genau flnf Tagen wurden Bilder von den

Larven aufgenommen und deren GréfRe (in mm? Oberflache) mit der Zeiss ZEN Blue
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(2012) Software quantifiziert (siehe Abbildung 45). Da sich die Larven auf dem WH Futter
langsamer entwickeln, wurden von diesen Tieren nach weiteren vier Tagen erneut Bilder
aufgenommen. Die Tiere der anderen drei Futterkonditionen befanden sich zu diesem

Zeitpunkt schon im Puppenstadium.
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Abbildung 45: Larvale Entwicklung auf Medien mit unterschiedlichen Zucker-zu-Hefe
Verhaltnissen. 50-60 adulte Tiere Uber Nacht auf verschiedene Futter gesetzt. Nach genau funf
Tagen wurden Bilder von den Larven aufgenommen und deren Gréf3e (in mm? Oberflache)
quantifiziert. Von den Larven auf dem WH Futter wurden nach weiteren vier Tagen erneut Bilder
aufgenommen. A zeigt die Bilder und B die quantitative Auswertung der larvalen Grofie. Die flnf
Tage alten Larven der Kontrolllinie auf WZ Futter signifikant gréf3er als die mutanten Tiere. Findet
die Entwicklung auf WH Futter statt, sind die mutanten Tiere groRer als die Kontrolle. Dieser Effekt
ist nach neun Tagen hoch signifikant. Der Mal3stabsbalken entspricht 2 mm. Signifikanzniveaus:
ns = nicht signifikant, p<0,05 (*), p < 0,001 (***), einfaktorielle ANOVA mit Tukey Post-hoc Test
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Abbildung 45 zeigt die Bilder aus diesem Versuch (A) sowie die quantitative Auswertung
der larvalen Grofke (B). Die Bilder und Kastengrafiken wurden in aufsteigender
Reihenfolge ihres Zucker-zu-Hefe Verhaltnisses angeordnet. Schon in den Bildern
spiegeln die im zeitlichen Entwicklungsexperiment gemachten Beobachtungen wider. So
sind die 5 Tage alten Larven der Kontrolllinie auf WZ Futter signifikant groRer als die
mutanten Tiere. Findet die Entwicklung auf WH Futter statt, stellt sich die Situation genau
gegensatzlich dar. Hier sind die mutanten Tiere groRer als die Kontrolle. Dieser
Unterschied wird nach insgesamt neun Tagen noch deutlicher. Insgesamt zeigt sich also,
dass die CG9186 mutanten Tiere mit steigendem Zucker-zu-Hefe Gehalt einen
Wachstumsvorteil genieflen. lhre Entwicklungsgeschwindigkeit reagiert auf das Fehlen

von Hefe nicht so drastisch wie das der Kontrolllinie.

Es stellt sich nun die Frage, warum sich CG9186-mutante Larven auf Futter mit wenig
Hefe schneller entwickeln, wahrend das hefereiche WZ Futter die Entwicklung zu stéren
scheint. Betrachtet man die Makronahrstoffe in den Standardmedien (1 und 2), so liefert
die zugegebene Hefe ca. 31-32 % der finalen Protein- sowie 30 % der finalen Lipidmenge.
Um zu verstehen, welcher der Hefe-Inhaltsstoffe fir die Effekte verantwortlich ist, wurden
Rettungs-Experimente durchgefihrt. Hierfir wurden dem WH Futter zur Kompensation
der fehlenden Hefe entweder Bacto Pepton (BP), Bacto Yeast Extract (HE, Hefe Extrakt)
oder delipidierte Hefe (DH) zugegeben. Wahrend BP die fehlende Proteinmenge
ausgleichen soll, dient HE und delipidierte Hefe dazu, die Bedeutung fettldslicher
Substanzen zu beurteilen. HE ist der wasserlosliche Teil autolysierter Hefe und liefert vor

allem Proteine und B-Vitamine (http://www.bd.com). Die delipidierte Hefe wurde durch

Extraktion mit Chloroform selbst hergestellt. Abbildung 63 B im Anhang zeigt TLCs mit
Lipidextrakten aus Standardhefe, HE und der delipidierten Hefe. Die Trockenhefe zeigt
eine Vielzahl unterschiedlicher Lipidklassen. Quantitativ sehr prominent ist hier TAG.
Durch die Behandlung mit Chloroform lasst sich ein Grofteil dieser Lipide drastisch
reduzieren. Die delipidierte Hefe zeigt dennoch eine nahezu unveranderte Konzentration
an Ergosterol und freien Fettsduren. Im HE lassen sich mit TLC keine Lipide nachweisen.
Wie Abbildung 46 zeigt, kommt es wie erwartet auf dem WH Medium zu einer
Entwicklungsverzégerung. Die Larven sind deutlich kleiner als gleichaltrige Tiere auf
Standardmedium. Hierbei fallt allerdings auf, dass dieser Effekt in den CG9186 mutanten
Larven signifikant milder ausfallt. Wird dem WH Medium zur Kompensation delipidierte
Hefe zugegeben, ist kein signifikanter Unterschied mehr zum Wachstum auf
Standardmedium feststellbar. Wird die Menge an fehlendem Protein im WH Medium
(durch weniger Hefe) jedoch durch BP ersetzt, ist keine Rettung feststellbar. Durch
Supplementation mit HE kommt es zu einer partiellen Rettung. Allerdings sind auch hier

die Larven von Allel 35.7 signifikant grofRer als die Kontroll-Tiere. Wie die Daten also
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zeigen, lasst sich der Wachstumsvorteil der CG9186 mutanten Tiere unter Hefemangel
nicht auf das fehlende Protein oder die TAG Menge zurickflhren. Allerdings scheint die
Hefekonzentration bzw. das Hefe zu Zucker Verhaltnis eine zentrale Rolle bei der
Entwicklung der CG9186 Mutanten zu haben.
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Abbildung 46: Rettungsexperiment fiir die larvale Entwicklung auf WH-Medium. 50-60 adulte
Tiere wurden Uber Nacht auf verschiedene Futter gesetzt. Nach genau funf Tagen wurden Bilder
von den Larven aufgenommen und deren Grof3e (in mm? Oberflache) quantifiziert. Von den Larven
auf dem WH Futter wurden nach weiteren drei Tagen (auftreten erster nicht wandernder L3
Larven) erneut Bilder aufgenommen. Auf Standardmedium (Medium 1) besteht kein GroéRen-
Unterschied zwischen Kontrolle und Allel 35.7. Mutante Larven auf WH Medium sind an Tag funf
und acht signifikant groRer als Kontrolltiere. Wird dem WH Medium delipidierte Hefe zugegeben
(WH+DH), kommt es zu einer kompletten Rettung der WH-bedingten Wachstums-Verzégerung.
Die Zugabe von Protein in Form von Bacto Pepton (WH+BP) hat keinen Effekt. Bacto Yeast
Extract fihrt zu einer partiellen Rettung (WH+HE). Allerdings besteht auch hier ein signifikanter
Grolenunterschied zwischen Kontrolle und Mutante. Die Aufnahmen zu diesem Experiment
befinden sich in Abbildung 63 im Anhang. Signifikanzniveaus: ns = nicht signifikant, p < 0,05 (*),
p < 0,01 (**), p <0,001 (***), einfaktorielle ANOVA mit Tukey Post-hoc Test.

Im Hinblick auf die ausgepragten Unterschiede bei der Entwicklung der Tiere auf
unterschiedlichen Futtermedien sollte nun geklart werden, ob es auch Effekte auf zentrale
Metabolite gibt. Hierfir wurden der TAG-, Glukose- und Glykogengehalt von wandernden
L3 Larven gemessen, die sich auf den unterschiedlichen Futtern entwickelt haben. Wie
Abbildung 47 zeigt, fuhrt die Entwicklung auf WH Medium (wie auch auf den
supplementierten WH Medien) zu einem Anstieg der gesamtorganismischen TAG-Spiegel
auf das fast dreifache derjenigen Tiere, die sich auf den Standardmedien entwickelt

haben.
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Abbildung 47: TAG-, Glukose- und Glykogengehalt von wandernden L3 Larven
unterschiedlicher Futterkonditionen. Die Entwicklung auf WH Medium (wie auch auf WH + HE,
+ BP und + DH) zu einem Anstieg der gesamtorganismischen TAG-Spiegel. Obwohl sich die
Metabolite zwischen den einzelnen Futtersorten stark unterscheiden, sind kaum Unterschiede
zwischen Mutante und Kontrolle vorhanden. Signifikanzniveaus: ns = nicht signifikant, p < 0,05 (*),
t-test

Vergleicht man jedoch Kontrolle und Mutante, so zeigen sich kaum signifikante
Unterschiede. Lediglich die Glykogen- und Glukosewerte der Mutante liegen auf dem
Standardmedium 2 geringfligig unter denen der Kontrolle. Es wurde also gezeigt, dass
CG9186 die larvale Entwicklung in Abhangigkeit vom Futtermedium stark beeinflusst. Bei
L3 Larven, die sich auf den jeweiligen Futtern entwickelt haben, besteht jedoch kein
drastischer Effekt im Hinblick auf Metabolite wie TAG, Glykogen und Glukose. Worin liegt
also die unterschiedliche Entwicklungsgeschwindigkeit begrindet?

3.4.3.3 CG9186 mutante Tiere zeigen Veranderungen im Insulin-
Signalweg

Wie bereits in diesem Kapitel einleitend beschrieben, beeinflusst das Zucker-zu-Hefe
Verhaltnis des Futters den Insulin-Signalweg (Post und Tatar, 2016). In adulten Fliegen
wurde in dieser Arbeit mittels qRT-PCR gezeigt, dass dilp3 in den CG9186 Mutanten
herunterreguliert ist. Es sollte nun die Frage geklart werden, ob auch in den Larven eine
Veranderung im Insulin Signalweg vorliegt. Hierfur wurde (analog zu den
Entwicklungsexperimenten) in funf Tage alten Larven mittels gqRT-PCR die Expression
verschiedener dilps gemessen. Zusatzlich wurden weitere Gene betrachtet, die stromauf-
oder stromabwarts des Insulin-Signalweges liegen. Hierzu gehért das stromabwarts
gelegene thor (Herboso et al., 2015) sowie das Glucagon Homolog Adipokinetisches
Hormon (akh). Fur Akh selbst wurde ein Einfluss auf die Energiehomoostase (Galikova et
al., 2015) und dilp3 Expression beschrieben (Kim und Neufeld, 2015). Weiterhin wurde
die Expression des Gens target of brain insulin (tobi) gemessen. Hierbei handelt es sich
um eine a Glucosidase, die Signale aus dem Insulin- und Akh Signalweg integriert (Buch
et al., 2007). AulRerdem wurde die Expression von kruppel related h1 (kr-h1) gemessen.
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Kr-h1 kann als Indikator fir Signale des Juvenilhormons genutzt werden, die wiederum
die larvale Entwicklung beeinflussen (Kayukawa et al., 2012).

Abbildung 48 zeigt die Ergebnisse der qRT-PCR. Wie schon in den adulten Tieren ist
auch bei den funf Tage alten Larven die dilp3 Expression signifikant verringert. Auch fir
dilp6 und thor konnte eine veranderte Expression im Allel 35.7 gezeigt werden. Besonders
stark ist hingegen die Expression von tobi betroffen, diese liegt bei dem 0,06-fachen der
Kontrolle. Die Daten zeigen also, dass die CG9186 Mutante schon unter
Standardbedingungen veranderte Expressionsmuster im Insulin Signalweg aufweist. Wie
aber andert sich die Expression wunter den Futterbedingungen, die zu den
unterschiedlichen Entwicklungsgeschwindigkeiten gefuhrt haben?

Abbildung 48: Expression
A — 18 - verschiedener dilps sowie akh, thor,
s . kr-h1 und tobi in fiinf Tage alten
g 2 16 1 T Larven. Die Entwicklung der Larven fand
w E 14 4 | auf Medium 2 statt. Verglichen wird die
H g 1.2 K 2 Expression in Allel 35.7 im Vergleich zur
s s ‘ T Kontrolllinie (Expression = 1). Wie in den
g "W adulten Tieren zeigen auch die mutanten
o 3 08 - Larven eine Herunterregulation von dilp3.
E 5 0.6 - = o o Zusatzlich ist die Expression von dilp6
% 2 7 H -] - LTI — und thor signifikant vermindert. Der
£8 049 ‘ stérkste Effekt zeigt sich bei tobi, hier fallt
g 02 - = die Expression auf das 0,06-fache der
= 0 : . —=u Kontrolle. Signifikanzniveaus: ns = nicht

«  signifikant, p < 0,05 (*), p < 0,001 (***

S &\Q« 6\\& &\Q.,, &\& &‘Qﬁ & o Q& g p *).p (**)

HierfGr wurden funf Tage alte Larven verwendet, die sich entweder auf
Standardmedium 2, WZ- oder WH Medium entwickelt haben. Abbildung 49 zeigt die
Expressionsstarken der bereits in Abbildung 48 untersuchten Gene. Normalisiert wurde
allerdings nicht Uber die Kontrolltiere, sondern (iber das Standardmedium. Wie verandert
sich also die Expression in Mutante und Kontrolle, wenn sie sich nicht auf
Standardmedium, sondern z.B. auf WZ Medium entwickeln? Wie die Daten erkennen
lassen, ist die Expression der Uberpriften Gene in der Kontrolllinie stark von den
Futterbedingungen abhangig. So ist zum Beispiel die fobi Expression auf WH Medium um
mehr als das Dreifache reduziert und auf WZ Medium um mehr als das Sechsfache
gesteigert. Ein ahnlicher Effekt lasst sich bei thor beobachten. Die Kontrolllinie reagiert
also auf die veranderten Futterbedingungen mit Anpassungen im Insulin-Signalweg.
Betrachtet man allerdings die Expressionsstarken im Allel 35.7, so zeigt sich kaum eine
Regulation. Die tobi Expression betragt auf WH Medium das 0,9-fache und auf WZ
Medium das 1,2-fache der Expression auf Standardmedium.
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Abbildung 49: Expression verschiedener dilps sowie akh, thor, kr-h1 und tobi in fiinf Tage
alten Larven. Die Entwicklung der Larven fand auf Medium 2, WH- und WZ Medium statt. Gezeigt
wird die Expression von Allel 35.7 und der Kontrolllinie auf WH- und WZ Medium im Vergleich zum
Standardmedium (Medium 2, Expression = 1). Die Daten zeigen eine starke Futterabhangigkeit der
Expressions-Starke in den Kontrolltieren. So fihrt die Entwicklung auf WH Medium in der
Kontrolllinie zu einer verringerten und auf WZ Medium zu einer stark erhdhten Expression von tobi.
Die Expressionsmuster der CG9186 mutanten Tiere reagieren hingegen kaum auf die
unterschiedlichen Futter. Signifikanzniveaus: ns = nicht signifikant, p < 0,05 (*), p < 0,001 (***)

Im vorliegenden Kapitel wurde also gezeigt, dass der Verlust von CG9186 zu einer zeitlich
veranderten larvalen Entwicklung fihrt. Dieser Effekt tritt besonders dann auf, wenn die
Larven sich auf einem Futter mit besonders hohem oder niedrigen Zucker-zu-Hefe
Verhaltnis entwickeln. Es wurde weiterhin gezeigt, dass die Tiere unter genau diesen

Bedingungen ein verandertes Expressionsmuster im Insulin-Signalweg aufweisen.
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Die regulierte Speicherung und Remobilisierung chemischer Energie in Form von Lipiden
ist eine Fahigkeit, die Organismen aus allen Reichen des Lebens (von Bakterien bis hin
zum Menschen) miteinander teilen (Ubersichtsartikel z.B. Murphy, 2012). Diese
Lipidspeicher ermdglichen es, flexibel auf Schwankungen bei der Verfugbarkeit von
Nahrung oder dem Energiebedarf zu reagieren. Dieses Sicherstellen einer langfristig
ausgeglichenen Energiebilanz wird auch als Energie-Homdostase bezeichnet
(Ubersichtsartikel Rothwell und Stock, 1981). Auf zelluldrer Ebene findet die Speicherung
von Lipiden in sogenannten Lipidtrépfchen (LDs, engl.: lipid droplets) statt. Hierbei handelt
es sich um spezialisierte Organellen mit einem hydrophoben Kern. Dieser besteht
besonders aus Triacylglycerolen (TAGs) und Cholesterolestern (CEs) und ist von einer
Phospholipid-Einzelschicht umgeben, mit der Proteine assoziiert sind (Ubersichtsartikel
z.B.: Thiam und Beller, 2017; Walther und Farese, 2012). Neben der Bedeutung fur die
Energie-Homoostase kommt den LDs aber noch eine Vielzahl anderer Funktionen zu. So
dienen sie als Zwischenspeicher fiir Histone (Li et al., 2014) oder liefern Bausteine fir die
Synthese von Steroid-Hormonen (Sandoval et al., 2014; Talamillo et al., 2013). Diese
funktionelle Diversitat spiegelt sich in den LD assoziierten Proteinen wider (u.a.: Beller et
al. , 2006; Cermelli et al. , 2006; Schmidt et al. , 2013; Zhang et al. , 2012). Einige der LD-
assoziierten Proteine wurden bereits eingehend studiert und spielen wie die PERILIPINE
eine Rolle im Lipid-Metabolismus (Wang et al. , 2011). Auf den LDs finden sich aber auch
Proteine mit bislang unbekannter Funktion. Ein Beispiel hierfir ist das Drosophila
melanogaster Protein CG9186 (Beller et al. , 2006). Obwohl es evolutionar stark
konserviert ist und Mutationen im humanen CG9186-Homolog (C20rf43) mit
Prostatakrebs korrelieren (Du et al. , 2016; Long et al. , 2012; Penney et al. , 2015a; Shui
et al. , 2014), gibt es bislang nur wenige Veroffentlichungen. Eine initiale
Charakterisierung von CG9186 fand in der AG Beller statt (Thiel et al. , 2013). Hierbei lag
der Fokus auf der zelluldren Lokalisation des Proteins und seinem Einfluss auf die
Positionierung von LDs. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde CG9186 durch
in vitro Methoden weiter charakterisiert und seine gesamtorganismische Bedeutung durch
Etablierung und Analyse einer Deletions-Mutante untersucht.

4.1 Die enzymatische Funktion von CG9186

Durch Homologie Modellierung wurde gezeigt, dass CG9186 mit einem Serin an Position
119 sowie Aspartat und Histidin (Position 254 und 283) eine katalytische Triade ausbildet

und damit wahrscheinlich eine Funktion als Serin-Hydrolase besitzt (Thiel et al., 2013).
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Serin-Hydrolasen (EC 3.1) stellen eine der grof3ten Enzymklassen dar (Liu et al., 1999;
Simon und Cravatt, 2010). Hierunter fallen neben vielen Esterasen auch Serinproteasen
wie Trypsin (Huber et al., 1974; Stroud et al., 1974). In CG9186 liegt das zentrale Serin
innerhalb einer GXSXG Sequenz. Dieses Motiv findet sich auch in den unterschiedlichen
Homologen von CG9186 wieder (Thiel et al., 2013) und ist innerhalb der Serin-Hydrolasen
typisch fir Esterasen bzw. Lipasen. Beispiele hierfir sind die Hormon Sensitive Lipase
(HSL) oder die Monoacylglycerol Lipase ROG1 (Vishnu Varthini et al., 2015, Holm et al.,
1994). Fur CG9186 konnte allerdings im Rahmen von in vitro Tests keine lipolytische
Aktivitdt gegenlber Triacylglycerol (TAG) sowie Mono- und Diacylglycerol (MAG und
DAG) nachgewiesen werden (Thiel et al., 2013). Fur das murine Homolog von CG9186
(LDAH = Lipid Droplet Associated Hydrolase) wurde von Goo et al., (2014) eine schwache
Cholesterolesterase Aktivitat gezeigt. Dieser Befund konnte allerdings in einer aktuellen
Studie nicht bestatigt werden (Kory et al., 2017). AuRerdem wurde von Goo et al. unter
Verwendung einer ,ActivX Desthiobiotin-FP serine hydrolase® Sonde (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) gezeigt, dass LDAH eine Aktivitat als Serin-Hydrolase besitzt
(Goo et al., 2014). Die verwendete Sonde nutzt die Eigenschaft von Fluorophosphonaten,
spezifisch mit dem katalytisch aktiven Serin in Serin-Hydrolasen zu reagieren und
kovalent an dieses gebunden zu werden (Liu et al., 1999). Nach dem Austausch des
zentralen Serins an Position 140 (S140C) innerhalb der katalytischen Triade fand keine
Bindung durch die Sonde mehr statt (Goo et al., 2014).

Im Rahmen dieser Dissertation wurde untersucht, ob CG9186 ebenfalls durch die ,ActivX
Desthiobiotin-FP serine hydrolase® Sonde markiert wird und damit eine Funktion als aktive
Serin-Hydrolase bestatigt werden kann. Hierfir wurden stabil transfizierte Drosophila
Kc167 Zelllinien lysiert, die verschiedene eGFP Fusionskonstrukte exprimieren. Getestet
wurden neben wildtypischem CG9186 auch eine Variante, in der das zentrale Serin gegen
ein Alanin ausgetauscht wurde (S119A). Als Positivkontrolle diente LDAH, als
Negativkontrolle eGFP alleine sowie das LD Protein PLIN2 (Gronke et al., 2003; Miura et
al., 2002), fur das keine Serin-Hydrolase Aktivitat beschrieben ist. Das Lysat wurde mit
der Sonde inkubiert und diese dann Uber Streptavidin Agarose beads prazipitiert. Unter
Verwendung eines eGFP-spezifischen Antikdrpers wurde im Rahmen eines Western Blots
uberprift, welche der eGFP Konstrukte durch die Sonde gebunden wurden. Wie sich
zeigte, konnte neben der Positivkontrolle und dem wildtypischen CG9186 auch die S119A
Variante gebunden werden (Abbildung 9). Die beiden Negativkontrollen hingegen wurden
im Prazipitat nicht nachgewiesen. Die Bindung an CG9186(S119A) war nicht zu erwarten,
da die Fluorophosphonat-Sonde mit freien OH-Gruppen nukleophiler Serinreste reagiert
und kovalent an diese gebunden wird (Liu et al., 1999). Im S119A Konstrukt wurde das

zentrale Serin jedoch gegen ein Alanin ausgetauscht, hier fehlt die fir die Reaktion
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bendtigte OH-Gruppe. Kénnte also ein anderes Serin die Bindung verursacht haben? Wie
der Sequenzvergleich von CG9186 und seinen Homologen zeigt, entspricht das Serin an
Stelle 119 im Drosophila Protein dem Serin an Position 140 im murinen LDAH (Thiel et
al., 2013). Auch die Positionen der anderen Komponenten der katalytischen Triade
(Aspartat, Histidin) sind in den unterschiedlichen Homologen stark konserviert (Goo et al.,
2014; Thiel et al., 2013). Dies spricht gegen die Beteiligung eines anderen Serinrestes.
Um die Wahrscheinlichkeit zu erhéhen, eine katalytisch wirklich inaktive CG9186 Variante
zu generieren, wurde in einem nachsten Schritt Histidin an Position 283 als weitere
Komponente der katalytischen Triade gegen Alanin ausgetauscht. Aufierdem wurde eine
Doppelmutation (S119A und H283A) getestet. Wie bereits erwahnt, konnte eine S140C
Variante vom murinen LDAH nicht prazipitiert werden (Goo et al., 2014). Hier wurde also
nicht gegen ein Alanin ausgetauscht, sondern gegen Cystein. Durch diese Mutation fallt
die OH-Gruppe des Serins wie beim Austausch gegen Alanin nicht ersatzlos weg,
sondern an seine Stelle tritt die Thiolgruppe des Cysteins. Thiolgruppen bilden in
Proteinen Disulfidbricken aus (z.B.: Bobyk et al., 2011). Die von Goo et al. durchgefuhrte
Mutation kann also potentiell die Faltung von LDAH oder dessen Interaktion mit anderen
Proteinen gestért haben. Um auch diese Situation fir CG9186 abzubilden, wurde
zusatzlich eine S119C Mutante generiert. AulRerdem wurde in Anlehnung an Goo et al.
auch ein LDAH(S140C) Konstrukt getestet. Eine weitere Probe (mit wildtypischem
CG9186) wurde fur finf Minuten bei 100 °C gekocht. Diese hitzeinaktivierte Probe sowie
PLIN2 dienten als Negativkontrolle. Wie Abbildung 10 zeigt, lassen sich alle eGFP
Fusionskonstrukte im Prazipitat nachweisen. Selbst die S140C Variante von LDAH wurde
im Gegensatz zu den publizierten Versuchen von der Sonde gebunden. PLIN2 als
Negativkontrolle wurde hingegen nicht markiert. In Abbildung 9 und Abbildung 10 fallt auf,
dass die verwendeten Zellen stark unterschiedliche Expressionsstarken aufweisen. PLIN2
wird z.B. nur schwach exprimiert, eGFP allein hingegen sehr stark. Wurden also die
beads nicht stringent genug gewaschen, und so eGFP aus dem Lysat mit ins Prazipitat
Ubertragen? Gegen diese Vermutung spricht, dass auch das im Lysat extrem abundante
eGFP nicht im spateren Prazipitat nachgewiesen wurde. Auch generelle Schwankungen
im Protein-zu-Sonden Verhaltnis liefern keine Erklarung, da alle Proben vor Zugabe der
Sonde nach Herstellerangaben auf eine einheitliche Proteinkonzentration eingestellt
wurden. Eine Erklarung ist allerdings, dass CG9186 und seine Homologe aufgrund ihrer
Struktur (z.B. durch eine mdgliche Biotinylierung) eventuell an die Streptavidin-beads
binden, die zur Prazipitation der Sonde verwendet wurden. Hiergegen spricht, dass Goo
et al. ebenfalls Streptavidin-beads benutzt haben und das LDAH(S140C) Konstrukt im

Gegensatz zu den eigenen Experimenten nicht prazipitiert wurde.
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Eine weitere Ursache fur die von der Literatur abweichenden Ergebnisse sind unbekannte
Faktoren im experimentellen Aufbau. In dieser Dissertation wurden die gleiche
kommerziell erhéaltliche Sonde und ebenfalls Streptavidin Agarose beads nach
Herstellerangaben verwendet. AuRerdem wurden neben CG9186 auch die gleichen
Proteine getestet (LDAH und LDAH(S140C)). Ein Unterschied besteht allerdings in den
verwendeten Protein-Markierungen. Wahrend die getesteten Proteine bei Goo et al. mit
FLAG markiert waren, wurde in den eigenen Versuchen das deutlich gréRere eGFP
verwendet. Gegen einen Einfluss von eGFP spricht allerdings, dass es als
Negativkontrolle verwendet wurde und trotz starker Abundanz nicht von der Sonde
gebunden wurde. Ein weiterer Unterschied ist, dass die durchgeflihrten Experimente mit
Lysat aus stabil transfizierten Kc167 Zellen stattfanden, die von Goo et al. jedoch unter
Verwendung humaner Hela Zellen. Um den von Goo et al. durchgefihrten
Versuchsablauf also noch genauer abzubilden, wurden die verschiedenen Konstrukte in
YFP-Expressionsvektoren fur humane Zellen kloniert und transient in HelLa Zellen zur
Expression gebracht. Auch in diesem Versuchsaufbau wurden alle getesteten Proteine

von der Sonde gebunden (Abbildung 11).

AbschlieRend bleibt festzuhalten, dass eine Aktivitat als Serin-Hydrolase flir CG9186 nicht
zweifelsfrei gezeigt werden konnte. Auch wenn die Sonde zwei verschiedene
Negativkontrollen nicht gebunden hat, wurden alle CG9186 und LDAH Konstrukte
unabhangig von Punktmutationen und Hitzeinaktivierung prazipitiert. Obwohl dieser Effekt
bei Goo et al. nicht beobachtet wurde, misste kiinftig dennoch Uberprift werden, ob
CG9186 und LDAH unspezifisch an die Streptavidin-Agarose binden. Sollte dies der Fall
sein, ware der nachste Schritt, eine mdégliche Biotinylierung von CG9186 und seiner

Homologe zu Uberprufen.

Neben den Experimenten mit der ,ActivX Desthiobiotin-FP serine hydrolase“ Sonde
konnten Goo et al. fur LDAH in vitro eine schwache Cholesterol Esterase Aktivitat zeigen.
Aulerdem wurde eine Rolle bei der Cholesterol und CE Homdostase nachgewiesen. So
fiihrte LDAH Uberexpression zu einer Senkung und ein knock down zu einem Anstieg
zellularer Cholesterol- und CE-Spiegel in humanen kidney-293 Zellen und murinen RAW
264.7 Makrophagen (Goo et al., 2014). Fir CG9186 kdnnte eine Aktivitat im Cholesterol
Metabolismus Hinweise auf die Ursache des CG9186 induzierten LD Aggregations-
Phanotyp geben (Thiel et al., 2013). So kénnte eine Veranderung der Sterol bzw.
Cholesterol-Konzentration der LD Membran einen Effekt auf ihre physikalischen
Eigenschaften (z.B. Fluiditat) haben (Mouritsen and Zuckermann, 2004) und die
Aggregation von LDs begtinstigen, wie es z.B. fir Squalen beschrieben wurde (Ta et al.,
2012). Auch die Rolle des humanen CG9186 Homologs (C20rf43) bei
Prostatakarzinomen konnte mit einer Aktivitat als Cholesterol Esterase erklart werden, da



4 Diskussion 118

Lipid-Metabolismus und Prostatakrebs eng verknupft sind und eine Akkumulation von CE
die Aggressivitat von Prostatakarzinomen erhéht (Wu et al., 2014; Yue et al., 2014). Wie
man in Abbildung 12 allerdings erkennt, zeigten in den eigenen in vitro Versuchen weder
LDAH noch CG9186 eine lipolytische Aktivitait gegeniber dem verwendeten
4C-Cholesteryl Oleat. HSL als Positivkontrolle hingegen fiihrte wie erwartet (Small et al.,
1989) zu dessen Spaltung in Cholesterol und freiem Oleat. Um zu Uberprifen, ob eine
Uberexpression von CG9186 die zelluldren Cholesterol-Spiegel verandert, wurden TLCs
mit stabil transfizierten Drosophila Kc167 Zellen durchgefihrt. Die Zellen wurden zuvor
entweder mit Olsdure oder mit Olsdure und Cholesterol behandelt. Die CG9186
Uberexpression zeigt jedoch keinen deutlichen Effekt auf den zelluldren Cholesterol-
Gehalt. Neben diesen in vitro Versuchen wurde die im Rahmen dieser Arbeit generierte
CG9186 Verlustmutante ebenfalls auf ihren Cholesterol-Gehalt hin untersucht. So wurde
mit einer enzymgekoppelten kolorimetrischen Nachweisreaktion in diesen Tieren (adult
und L3) die Mengen an freiem Cholesterol und CE (zusammen Gesamt-Cholesterol)
bestimmt. Wie Abbildung 64 im Anhang zeigt, weisen die Tiere ohne CG9186 Protein
signifikant niedrigere CE und Gesamt-Cholesterol Mengen auf als die wildtypische
Kontrolle. Wenn CG9186 eine Funktion als Cholesterolesterase hatte, dann waren nach
Verlust von CG9186 erhohte CE-Spiegel zu erwarten. Hier zeigt sich aber ein
Gegenteiliger Effekt. Es besteht allerdings noch die Moglichkeit, dass die niedrigen CE
Spiegel Folge einer Uberkompensation durch andere Cholesterolesterasen (wie HSL)
sind. AuRerdem fihrt der Verlust von CG9186 in den Tieren zu einer
gesamtorganismischen Senkung der TAG-Spiegel. Die CE-Spiegel kénnten also im
Rahmen verringerter gesamtorganismischer Lipidspeicher reduziert sein. Auch dies
spricht gegen eine spezifische Funktion von CG9186 als Cholesterolesterase.

In einer erst kurzlich (2017) erschienenen Studie wurde wie im Rahmen dieser Arbeit der
Versuch unternommen, die von Goo et al. fir LDAH postulierte Cholesterolesterase-
Aktivitat zu bestatigen. Hierfur wurde neben in vitro Experimenten eine murine LDAH-
Deletions-Mutante generiert, und diese im Hinblick auf ihre Cholesterol-Spiegel hin
untersucht (Kory et al., 2017). Auch Kory et al. konnten weder fir LDAH noch fiir CG9186
eine Cholesterolesterase Aktivitat nachweisen. Auch die in vivo Versuche unter
Verwendung LDAH mutanter Mause zeigten keine Effekte auf den Cholesterol- oder CE
Haushalt der Tiere (Kory et al., 2017).

AbschlieRend bleibt festzustellen, dass die von Goo et al. fur LDAH postulierte
Cholesterolesterase Aktivitat fir CG9186 weder im Rahmen dieser Arbeit noch von Kory
et al. (2017) gezeigt werden konnte. Die von Goo et al. gemessenen Effekte sind
durchweg mild und nur schwach signifikant. Daher ist die Funktion von LDAH und

CG9186 als Cholesterolesterase eher fragwiirdig oder als zweitrangig zu betrachten. Die
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genaue enzymatische Funktion von CG9186 und LDAH bleibt also ungeklart. Trotz des
Vorhandenseins der katalytischen Triade mit dem zentralen GXSXG Motiv konnte keine
lipolytische Aktivitat nachgewiesen werden. Allerdings wurden in allen bisherigen
Versuchen nur die quantitativ bedeutsamsten Lipidklassen untersucht. CG9186 koénnte
aber auch an der Prozessierung wenig abundanter lipophiler Molekile wie Steroid
Hormonen oder anderer Hydrocarbon-Verbindungen beteiligt sein. Hier ergibt sich das
Problem, dass schon das Lipidom einer einzelnen Zelle aus Uber tausend verschiedenen
Lipiden bestehen kann (van Meer, 2005). Eine direkte Suche nach einem mdglichen
CG9186 Substrat gestaltet sich also schwierig. So missten in  einem
Hochdurchsatzverfahren ganze Lipid Bibliotheken untersucht werden. Wie Kory et al.
aullerdem berichten, konnten auch mit ungerichteten Spektrometrie-basierten Lipidom-
Experimenten bislang keine Kandidaten identifiziert werden. Weiterhin kdnnte CG9186
trotz des GXSXG Motivs eine ganzlich andere Funktion haben. Das Protein Rv1497 aus
Mycobacterium tuberculosis zum Beispiel besitzt zwar das fur lipolytische Enzyme
typische GXSXG Motiv, hat neben einer Esterase- aber auch eine beta-Lactamase
Aktivitat (Singh et al., 2016). Eventuell basiert die Hauptfunktion von CG9186 also nicht
auf der katalytischen Triade. Eine andere Moglichkeit ist, dass sich die Funktion von
CG9186 in Drosophila grundlegend von der ihrer Homologe in Maus und Mensch
unterscheiden kdnnte. So besitzen evolutionar konservierte Proteine und Signalwege, die
in Vertebraten Funktionen im Cholesterol-Metabolismus austiben, in sterol auxotrophen
Organismen wie Drosophila (Hobson, 1935) andere Funktionen (zusammengefasst in
Carvalho et al., 2010). Ein Beispiel hierfur ist das sterol requlatory element binding protein
(SREBP), welches in Drosophila nicht auf Cholesterol, sondern auf bestimmte

Phospholipide reagiert (Dobrosotskaya et al., 2002).

Um sich also der Funktion von CG9186 zu nahern, wurde in dieser Arbeit ein anderer
Ansatz gewahlt. So wurden Interaktionspartner identifiziert und charakterisiert. Aufierdem
wurde eine loss of function Mutante generiert und die resultierenden Phanotypen
untersucht. Ist mehr Uber die gesamtorganismische Rolle von CG9186 bekannt, kann
kunftig auch gezielter nach der enzymatischen Funktion und nach moglichen Substraten

von CG9186 gesucht werden.

4.2 Interaktionspartner von CG9186

Nahezu alle zellularen Prozesse beruhen auf Interaktionen zwischen Proteinen (Protein-

Protein Interaktion, PPI) (zusammengefasst in Xing et al., 2016). Wahrend im Menschen



4 Diskussion 120

zwischen 30.000 und 40.000 Gene flr Proteine codieren (Lander et al., 2001), wird die
Anzahl unterschiedlicher PPIs, deren Gesamtheit als Interaktom bezeichnet wird, auf ca.
650.000 geschatzt (Stumpf et al., 2008). In einer 2011 verdffentlichten ,Interaktions-Karte’
fur Drosophila Proteine (Drosophila protein interaction map (DPiM)) wurden fir CG9186
bereits mittels Co-IP Interaktionen mit den beiden Proteinen Mbs (Myosin binding subunit)
und Jheh3 (Juvenile hormone epoxide hydrolase 3) gezeigt (Guruharsha et al., 2011).
Mbs bindet Proteine (Fukata et al., 1998) und ist reich an Glutamin und Alanin. Im
Polypeptid befindet sich ein QQQPAAAAAASAA-Sequenzabschnitt (Gramates et al.,
2017). Fur Alanin- und Glutamin-reiche Proteinregionen wurde gezeigt, dass sie andere
Proteine binden (Leitgeb et al., 2007). Es kdnnte sich also bei Mbs um ein falsch-positives
Ergebnis handeln. Jheh3 ist eine annotierte cis-Epoxid-Hydrolase und wahrscheinlich am
Abbau von Juvenilhormon beteiligt, seine genaue Funktion wurde bislang allerdings noch
nicht charakterisiert (Gramates et al, 2017). Die Beteiligung am Juvenilhormon
Metabolismus ist eine Erklarung fir die in dieser Arbeit gemachten in vivo Beobachtungen
mit der CG9186 Mutante (siehe Kapitel 4.4.2). Um diese Interaktion zu bestatigen und
ungerichtet weitere Interaktionspartner zu identifizieren, wurden Co-IP Experimente
durchgefihrt. Hierfir wurden stabil transfizierte Zellen verwendet, die ein eGFP-CG9186
Fusionsprotein exprimieren. Das Konstrukt wurde unter Verwendung von beads
prazipitiert, die mit einem GFP-spezifischen Antikérper beschichtet sind (GFP Trap A,

Chromotek). Das Prazipitat wurde anschlieRend massenspektrometrisch analysiert.

Wie bei vielen Nachweistechniken zu PPls kann es auch bei Co-IP Experimenten zu
falsch-positiven Ergebnissen kommen. So gelten bestimmte Proteine als sticky (engl.
klebrig), weil sie aufgrund ihrer Struktur unspezifisch andere Proteine binden (Leitgeb et
al., 2007). Es besteht auch die Moglichkeit, dass Proteine CG9186-unabhangig ins
Prazipitat gelangen, indem sie unspezifisch an die beads oder an das Protein-tag (engl.:
Markierung, hier eGFP) binden (Ubersichtsartikel z.B. Avila et al., 2015; ten Have et al.,
2011). Um diese Risiken zu minimieren, wurden als Negativkontrolle Zellen verwendet,
die nur eGFP exprimieren. Abbildung 14 zeigt die Anreicherung von eGFP im Prazipitat
und Abreicherung im Uberstand. Die eGFP-Konstrukte werden also von den beads
gebunden. Wie bereits berichtet, lokalisiert CG9186 auf den LDs bzw. im ER (Thiel et al.,
2013). Um beide Situationen im Versuchsaufbau abzubilden, wurde ein Teil der Zellen fir
die Co-IP Versuche mit Olsdure (Induktion von LDs) und ein anderer Teil im
Standardmedium inkubiert. In einem ersten Experiment konnten insgesamt 412 Proteine
im Prazipitat nachgewiesen werden. Tabelle 12 und 13 zeigen fir beide Konditionen (mit
und ohne Olsdure) in absteigender Reihenfolge die 20 Proteine mit dem hdchsten
CG9186/eGFP Quotienten (Anreicherung im CG9186-eGFP Prazipitat/Anreicherung im

eGFP Prazipitat). Zunachst fallt auf, dass fir mehr als die Halfte der Proteine in dieser
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Liste eine Lokalisation im ER, den LDs, oder allgemein im Endomembransystem
beschrieben ist. Dies war so zu erwarten, da CG9186 in diesen Kompartimenten
lokalisiert (Thiel et al., 2013). Einige der Proteine befinden sich auf beiden Listen, wurden
also unter beiden Konditionen identifiziert. Hierzu gehoéren die Proteine Not1, Gp93, Hmu,
Cpr, Pvr, Kr-h2. Drei dieser Kandidaten (Gp93, Hmu und Cpr) wurden bereits auf LDs aus
Fettkdrpern von Larven nachgewiesen (Beller et al., 2006). Aufgrund der Lokalisation
sowie der Anreicherung in beiden Prazipitaten wurden sie fur eine weitergehende Analyse
ausgewahlt. Fur Pvr wurde bislang nur eine Lokalisation in Plasmamembranen gezeigt
(Harris et al., 2007; Jékely et al., 2005). Obwohl in der Literatur bislang keine direkte LD
assoziierte Funktion beschrieben wurde, konnte in einem friiheren Screening-Experiment
in der AG Beller gezeigt werden, dass ein knock down von pvr zu einer Aggregation von
LDs fiihrt (Thul, 2014). Da dieser Phanotyp auch bei Uberexpression von CG9186
beobachtet werden kann (Thiel et al, 2013), wurde auch Pvr flr weitergehende

Experimente ausgewahlt.

In einem weiteren Co-IP Experiment sollten die im ersten Experiment gefundenen
Interaktionspartner bestatigt werden. Dieses Mal wurden pro Kondition flnf IPs parallel
durchgefihrt und massenspektrometrisch analysiert, um eine statistische Aussage zu
ermodglichen. Die Messung mehrerer Replikate erlaubt die statistische Auswertung der
Ergebnisse. Wie Tabelle 14 und Abbildung 15 zeigen, waren die vier ausgewahlten

Kandidaten im zweiten Versuch signifikant im CG9186-Pazipitat angereichert.

Um die identifizierten Interaktionen mit einer weiteren Technik zum Nachweis von PPlIs zu
bestatigen, wurden Luciferase Komplementations-Experimente (Kolkhof et al., 2017)
durchgefihrt (Abbildung 17). Hier konnte die Interaktion von CG9186 mit Gp93, Hmu und
Cpr bestatigt werden. Eine Interaktion mit Pvr konnte in diesen Experimenten nicht
gezeigt werden. Des Weiteren wurde die Lokalisation der Interaktoren sowie ihr Einfluss
auf die CG9186 induzierte Aggregation von LDs (Thiel et al., 2013) untersucht. In den
folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse fir die vier Kandidaten einzeln diskutiert.
Dabei wird der bisherige Wissensstand zu den Proteinen skizziert und die Bedeutung

einer moglichen Interaktion mit CG9186 diskutiert:

4.2.1 Hemomucin (Hmu)

Hemomucin (Hmu) wurde auf der Zelloberflache der Drosophila Hamozyten-Zelllinie
mbn-2 identifiziert (Theopold et al., 1996), konnte aber auch im Endomembransystem
(Tan et al., 2009) und auf LDs (Beller et al., 2006) nachgewiesen werden. Auch das

murine Hmu Homolog adipose plasma membrane associated Protein (APMAP) wurde in
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einem LD Proteomscreen identifiziert (Ding et al., 2012). Um die Lokalisationen von Hmu
in den fur die Co-IP verwendeten Kc167 Zellen zu zeigen, wurde ein Hmu-eGFP
Fusionsprotein zur Uberexpression gebracht. Unter Abwesenheit von LDs zeigt Hmu eine
retikulare Lokalisation (Abbildung 19 A). Nach Zugabe von Olséure zum Zellkulturmedium
zeigt sich zwar keine klare LD Lokalisation, Hmu-eGFP befindet sich allerdings auf LD
nahen Membranen (Abbildung 19 B). Wie die Bilder zeigen, erlaubt die zellulare
Lokalisation von Hmu eine Interaktion mit CG9186. Diese Interaktion wurde in Luciferase
Komplementations-Experimenten bestatigt (Abbildung 10, Kolkhof et al., 2017). Um die
funktionelle Bedeutung der Interaktion zu untersuchen, wurden mit Hmu Experimente im
Hinblick auf die CG9186 induzierte LD Aggregation durchgefiihrt. Wie Abbildung 23 zeigt,
hat ein knock down von hmu alleine sowie in Kombination mit CG97186 keinen Einfluss auf
die GréRe und Positionierung der zelluldren LDs. Die Uberexpression von Hmu hat keinen
Effekt auf die CG9186 induzierte Aggregation von LDs (Abbildung 21). Die funktionelle
Bedeutung der Interaktion scheint also auf3erhalb des LD Aggregations-Phanotypen zu
liegen. Um dies jedoch mit Sicherheit sagen zu koénnen, muss in der Zukunft noch
Uberprift werden, wie sich eine RNAi von Hmu bei gleichzeitiger CG9186 Uberexpression
auf die LD Aggregation auswirkt. Des Weiteren stellt sich die Frage nach der in vivo
Bedeutung einer mdéglichen PPl zwischen CG9186 und Hmu. Wie RNA Seq Daten
zeigen, wird hmu nicht nur in Hamozyten, sondern auch in Akzessorischen Drusen,
Ovarien und dem Fettkorper exprimiert. Auch eine Expression in larvalen Speicheldrisen
wurde gezeigt (Gramates et al., 2017). Uberexpression der NAD(+) abhangigen Histon
Deacetylase Sir2 (Silent Information Regulator 2) im adulten Fettkdrper fuhrt dazu, dass
CG9186 in mannlichen und hmu in weiblichen Tieren herunterreguliert sind (Hoffmann et
al.,, 2013). In der zellularen und organismischen Lokalisation sowie in Faktoren der
Expressionsstarke von Hmu und CG9186 sind also Schnittmengen vorhanden. Hmu
besitzt eine Domane mit Ahnlichkeit zum Pflanzen-Enzym Strictosidin Synthase, einem
Schlusselenzym in der Synthese von Monoterpen-Indolalkaloiden (Theopold et al., 1996;
Treimer und Zenk, 1979). Strictosidin Synthase wurde auf den mit den LDs verwandten
Olkérpern in Mais Embryonen identifiziert (Tnani et al., 2011). Uber die Synthese von
Alkaloid-Verbindungen, besonders im Zusammenhang mit LDs, ist nichts bekannt. Der C-
Terminus des Proteins bildet mit einer groRen Anzahl an Threonin- und Prolinresten eine
Mucin-Domane (Theopold et al., 1996). Vor allem in Sdugern wurde gezeigt, dass die
Sekretion von Mucinen Schleimhaute wie die des Magen-Darm Traktes vor mechanischen
und chemischen Schaden schitzt (zusammengefasst in Lipkin, 1971). Darlber hinaus
besitzen Mucine eine immunologische Funktion, indem sie Bakterien (Lindén et al., 2009)
oder Pilze (Kavanaugh et al., 2014) binden und so deren Anlagerung und Eindringen in

die Schleimhaut verhindern. Auch fir Drosophila Hmu wurde eine Rolle bei der humoralen
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Immunantwort gegen gram-negative Bakterien diskutiert (Theopold et al., 1996). Hier
kénnte auch der Zusammenhang zu CG9186 bestehen. Wahrend Hmu auf Hamozyten
exprimiert wird, die in Drosophila an der zellularen Immunantwort beteiligt sind (Theopold
et al., 1996), wurde das murine Homolog LDAH in Makrophagen nachgewiesen (Goo et
al., 2014). CG9186 kdénnte also eine immunologische Funktion zukommen. Wie Hmu wird
CG9186 prominent in Organen exprimiert, die eine Sekretorische Funktion haben. Dies
trifft insbesondere auf den Mitteldarm, die Akzessorischen Driisen, Ovarien und
Speicheldrisen zu. Wie genau die Verbindung zwischen dem LD assoziierten CG9186
und der Bildung und Funktion von Mucus zusammenhangt, ist an dieser Stelle noch sehr
spekulativ. Obwohl in Drosophila Gber 30 Gene identifiziert wurden, die flr Mucin-ahnliche
Proteine kodieren (Syed et al., 2008), weil® man fast nichts UGber Mucus und seine

Funktion in den Fliegen (Ubersichtsartikel Lemaitre und Miguel-Aliaga, 2013).

4.2.2 Glycoprotein 93 (Gp93)

Bei Glycoprotein 93 (Gp93) handelt es sich um ein Homolog des humanen Glucose-
regulated protein 94 (GRP94), das als Chaperon an der korrekten Faltung einer Vielzahl
von Zielproteinen beteiligt ist (Marzec et al., 2012; Maynard et al., 2010). Gp93 lokalisiert
im Endomembransystem (Tan et al., 2009) und auf den LDs (Beller et al., 2006;
Cermelli et al., 2006). Es wurde aber auch im Lumen Akzessorischer Drisen
mannlicher Fliegen und somit dem Extrazellularraum nachgewiesen (Walker et al.,
2006). Die eigenen Lokalisationsstudien in dieser Arbeit bestatigen die in der Literatur
gemachten Beobachtungen. Gp93-eGFP zeigt eine retikulare Lokalisation, befindet
sich nach Zugabe von Olsaure zum Zellkulturmedium teilweise aber auch auf den LDs
(Abbildung 19). Die Interaktion von Gp93 mit CG9186 konnte im Rahmen der
Luciferase Komplementations-Experimente bestatigt werden (Abbildung 17).
Allerdings zeigt sich hier eine starke Anhangigkeit von der Konformation der
Konstrukte. Wird z.B. Gluc(1) N-terminal mit CG9186 und Gluc(2) C-terminal mit Gp93
fusioniert, ist keine Interaktion messbar. Dieser Effekt kann vermutlich aufgrund
sterischer Gegebenheiten auch bei anderen PPls beobachtet werden, weshalb im
Rahmen der Luciferase Komplementations-Experimente auch mehre Konfigurationen
getestet wurden (Kolkhof et al., 2017). Wie schon bei Hmu, so konnte auch fur Gp93
kein Einfluss auf die GroRe und Positionierung zellularer LDs sowie auf die CG9186
induzierte LD-Aggregation beobachtet werden (Abbildung 21 und Abbildung 23). Die
Bedeutung der Interaktion liegt damit wahrscheinlich auf3erhalb der zellularen

Positionierung von LDs.
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Der Verlust von Gp93 fuhrt zu einer Entwicklungsverzégerung, prominenten Defekten im
larvalen Mitteldarm mit morphologischen Veranderungen der septate junctions und
letztendlich zum Absterben der Tiere im spaten L3 Stadium (Maynard et al., 2010). Die
metabolischen Konsequenzen des Gp93 Verlustes reichen Uber eine verminderte
Nahrstoffaufnahme im Darm bis hin zu einem gestérten Insulin-Signalweg, verminderten
TAG- und erhdhten Trehalose-Spiegeln (Maynard et al., 2010). Wie in der Studie
diskutiert wird, 1asst sich die larvale Entwicklungsverzogerung der Tiere nicht alleine mit
einer verminderten Nahrstoffaufnahme im Darm erklaren. Vielmehr werden Probleme in
enteroendokrinen Signalen und dem nutrient sensing vermutet (Maynard et al., 2010). Mit
nutrient sensing ist die sensorische Beurteilung der aufgenommenen Nahrung im Hinblick
auf ihre Nahrstoffzusammensetzung sowie die daraus folgende spezifische
physiologische Reaktion (z.B. durch Aktivierung des Insulinsignalweges) gemeint
(zusammengefasst z.B. in Hietakangas und Cohen, 2009). Hier koénnte ein
Zusammenhang zu CG9186 bestehen. Wie im Ergebnisteil dargestellt, wurde im
Anschluss an die Untersuchungen zu mdglichen Interaktoren in dieser Arbeit eine loss of
function Mutante von CG9186 generiert. Der Verlust von CG9186 fihrt zu ahnlichen
Phanotypen wie die RNAi von Gp93. Hierzu gehdren neben verminderten TAG-Spiegeln
(Abbildung 32) auch eine veranderte larvale Entwicklung (Abbildung 44 und Abbildung 45)
und gestortem Insulin-Signalweg (Abbildung 48 und Abbildung 49). Des Weiteren wurde
die Beobachtung gemacht, dass mutante Organe (besonders Akzessorische Drisen,
Fettkdrper und Speicheldrisen) deutlich fragiler sind als die der wildtypischen Kontrolle.
So zerfielen diese Organe schneller, wenn sie fir die Mikroskopie mit einer Pinzette in
Mowiol Uberflhrt wurden. Diese Phanotypen passt zu der von Maynard et al. (2010) far
Gp93 beobachteten morphologischen Defekte im Mitteldarm und der Septate Junctions.
Gp93 koénnte also als ER Chaperon die korrekte Faltung von CG9186 steuern. Das
Herunterregulieren von Gp93 hatte demnach eine Verringerung funktionalen CG9186
Proteins zur Folge und wirde zu &hnlichen Phanotypen wie bei einem Verlust von
CG9186 fuhren. Da Gp93 auch als Chaperon fur andere Proteine dient (Maynard et al.,
2010), sind im Vergleich zu CG9186 auch andere und teilweise drastischere Phanotypen
(z.B. die Letalitat) zu beobachten. Eine andere Mdglichkeit besteht darin, dass CG9186
als Co-Chaperon fur Gp93 dient. Fur das humane Gp93 Homolog GRP94 wurde gezeigt,
dass es flur die Produktion von Insulin like growth Factor Il (IGF-Il) notwendig ist
(Ostrovsky et al., 2009). Das Fehlen von CG9186 in Drosophila kénnte also Gp93
abhangig zur Fehlfaltung eines Signalpeptids im Insulinsignalweg fuhren und so die

beobachteten Phanotypen verursachen.

Auch eine gemeinsame Funktion von CG9186 und Gp93 im Sterol-Metabolismus ist

denkbar und mit den beobachteten Phanotypen vereinbar. Die Expression von Gp93
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korreliert stark mit der Expression der ERG (von Ergosterol) Homologe Lamin B receptor
(dLBR) und CG1998 (Vinci et al., 2008). Bei den ERG Genen handelt es sich um
Komponenten des Ergosterol-Synthesewegs in der Hefe Saccharomyces cerevisiae (Bard
et al., 1977). Fur diese Gene wird im sterol auxotrophen Organismus Drosophila eine
Funktion in der Ecdysteroid-Synthese vermutet (Veitia und Hurst, 2001).
Interessanterweise wurde dLBR in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Co-IP
Experimenten als CG9186 Interaktor identifiziert (Daten nicht gezeigt). Obwohl die
Anreicherung von dLBR im CG9186 Prazipitat nicht zu den 20 starksten gehdrt (Tabelle
12 und Tabelle 13), ist sie statistisch hoch signifikant (p < 0,001). Fir LDAH, dem murinen
CG9186 Homolog, wird eine Beteiligung im Sterol-Metabolismus diskutiert (Goo et al.,
2014; Kory et al., 2017). Das bei der CG9186 Mutante beobachtete veranderte
Zusammenspiel von nutrient sensing, Entwicklung und Insulin Signalweg (z.B. Abbildung
44 und Abbildung 49) wurde auch schon im Zusammenhang mit Ecdyson beschrieben
(Ohhara et al., 2017). CG9186 und Gp93 kdnnten als Chaperone dLBR regulieren und so

Einfluss auf die Ecdysteroidsynthese nehmen.

4.2.3 Cytochrome P450 reductase (Cpr)

Cytochrome P450 reductase (Cpr) ist ein Homolog des humanen Proteins POR (P450
Oxidoreduktase) (Gramates et al., 2017), welches im Menschen an der Steroidogenese
beteiligt ist (zusammengefasst in Miller, 2012). Cpr lokalisiert im Endomembransystem
(Tan et al., 2009) und auf den LDs (Beller et al., 2006). Die mikroskopischen Aufnahmen
in Abbildung 18 bestatigen diesen Befund. Abbildung 20 C zeigt die Co-Lokalisation von
Cpr und CG9186. Die in den Co-IP Experimenten nachgewiesene Interaktion zwischen
Cpr und CG9186 konnte in den Luciferase Komplementations-Experimenten bestatigt
werden. Wie bei Gp93 ist die Signalstarke im Assay dabei stark von der Position der Gluc-
Fragmente abhangig. Auch fir Cpr konnte im Rahmen dieser Arbeit kein Zusammenhang
mit der CG9186 induzierten Aggregation von LDs hergestellt werden. Hier gibt es
allerdings Hinweise, dass die Interaktion in einem anderen Kontext eine Bedeutung haben
kénnte. Auf Organebene werden Cpr und sein Redoxpartner CYP4G1 sehr stark in
Oenozyten exprimiert (Lycett et al., 2006; Qiu et al., 2012). Oenozyten sind endokrine
Zellen, die verschiedene Funktionen im Lipid-Metabolismus haben (zusammengefasst in
Makki et al., 2014). So fuhrt z.B. Hungerstress Cpr abhangig zur Bildung von LDs in den
Oenozyten (Cinnamon et al., 2016; Gutierrez et al., 2007). Auch in adulten Tieren wurde
dieser Effekt beobachtet. Hier konnte gezeigt werden, dass dieser Prozess von
Drosophila insulin-like peptide 6 (dilp6) aus dem Fettkorper induziert wird (Chatterjee et
al., 2014). Die in dieser Arbeit generierte CG9186 Mutante hingegen weist eine geringere

dilp6 Expression und eine hohere Sensitivitdt gegenlber Hungerstress auf. In vivo
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Versuche missen hier kinftig zeigen, ob dieser Effekt mit Oenozyten-LDs und cpr in
Verbindung steht. Des Weiteren werden in den Oenozyten adulter Tiere Hydrocarbon-
Verbindungen fir die Cuticula synthetisiert, die das Insekt vor Trockenstress schiitzen
oder als Pheromone wirken kdnnen (Billeter et al., 2009; Wicker-Thomas et al., 2015).
RNAIi von cpr in den Oenozyten fihrt zu einer erhéhten Mortalitat zum Zeitpunkt des
Schlipfens adulter Tiere und zu einer drastisch reduzierten Menge an cutikularen
Hydrocarbonen. Diese Tiere zeigen eine erhdhte Sensitivitdt gegenuber Trockenstress
(Qiu et al.,, 2012). Die CG9186 Mutanten hingegen sind vor Trockenstress geschutzt
(Abbildung 40). CG9186 konnte also ein negativer Regulator von cpr sein.

4.2.4 PDGF- and VEGF-receptor related (PVR)

Das Drosophila Protein PDGF- and VEGF-receptor related (Pvr) ist ein Homolog der
vascular endothelial growth factor receptors (VEGFRs) aus Vertebraten (Heino et al.,
2001). VEGFRs werden in Endothel- und bestimmten Hamatopoetischen Zellen exprimiert
und gehoéren zur Familie der VEGFR/platelet derived growth factor (PDGF) Tyrosinkinase
Rezeptoren (zusammengefasst z.B. in Robinson and Stringer, 2001). Sie spielen bei der
Differenzierung hamatopoetischer Vorlauferzellen (Dainiak et al., 1983) sowie von
Endothelzellen (Breier et al., 1992) eine wichtige Rolle. Sie tragen damit zur Angiogenese
bei und haben hieriber Einfluss auf Tumorgenese und Metastasierung

(zusammengefasst in Breier, 2000).

Wie seine humanen Homologe lokalisiert Drosophila Pvr hauptsachlich in der
Plasmamembran (Harris et al., 2007; Jékely et al., 2005; Uhlén et al., 2015). Dieser
Befund wurde in dieser Arbeit unter Verwendung eines Pvr-eGFP Konstruktes bestatigt.
Allerdings zeigt sich hier auch eine Lokalisation auf vesikularen Strukturen innerhalb der
Zelle und vereinzelt auch um die LDs (Abbildung 18). Die durchgeflhrten Luciferase
Komplementations-Experimente konnten die in der Co-IP gemessenen Interaktionen nicht
bestatigen (Abbildung 17). Hier stellt sich nun die Frage, ob es um ein falsch-positives
Ergebnis aus der Co-IP oder ein falsch negatives Ergebnis aus dem Luciferase
Komplementations-Experiment handelt. Ein limitierender Faktor bei der Aussagekraft des
Luciferase Komplementations-Experimentes kénnte die Grélke von Pvr sein. Das Protein
existiert in verschiedenen Spleilvarianten, von denen Variante PA mit 1509 Aminosauren
(170,321 kDa) die quantitativ bedeutendste ist (Heino et al., 2001). Diese Variante wurde
auch fir die Klonierung der Pvr Expressions-Konstrukte gewahlt. Die Gluc-Fragmente
sind zwar Uber einen flexiblen Linker mit den zu untersuchenden Proteinen fusioniert
(Kolkhof et al., 2017), die GroRe von Pvr konnte dennoch dazu fuhren, dass die beiden

Fragmente trotz Interaktion von Pvr mit CG9186 zu weit voneinander entfernt sind, um ein
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Signal zu erzeugen. Ein Problem mit groRen Proteinen (iber 1000 Aminosauren) wurde
fur die angewendete Technik bislang allerdings noch nicht berichtet oder diskutiert
(Kolkhof et al., 2017; Remy und Michnick, 2006).

Pvr wird in embryonalen Hamozyten (Cho et al., 2002; Heino et al., 2001) und
Speicheldrisen (Harris et al., 2007) exprimiert. Die Expression geht wahrend den friihen
larvalen Stadien (L1 und L2) stark zurtck, steigt im L3 Stadium wieder an und bleibt dann
bis ins adulte Tier konstant (Heino et al., 2001). Es tragt eine Signalsequenz, gefolgt von
sieben Ig-Domanen, einer Transmembrandomane und einer Split-Tyrosin Kinase
Domane. Die Organisation der Domanen entspricht der der Sauger-Rezeptoren (Heino et
al., 2001). In Fliigelscheiben wurde gezeigt, dass eine Uberexpression von Pvr zur
Aktivierung verschiedener onkogener Signalwege (inklusive Ras, PI3K/Akt, Raf/ERK, Src
und JNK) und dartber zur Bildung von Tumoren fiuhrt (Wang et al., 2016). Das Pvr
induzierte Tumorgewebe zeigt eine metabolische Reprogrammierung von der oxidativen
Phosphorylierung hin zur aeroben Glycolyse (Wang et al., 2016). Diese Eigenschaft von
Tumorzellen wird auch als Warburg Effekt bezeichnet (Warburg, 1956; Weinhouse et al.,
1956). Es konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von Pvr zu einer Induktion
verschiedener metabolischer Gene fuhrt, darunter neben thor und Juvenile hormone-
inducible protein 1 (Jhi-1) auch cpr (Wang et al., 2016). Im Rahmen dieser Dissertation
wurde gezeigt, dass CG9186 mit Cpr interagiert (Abbildung 17) und die Expression von
thor beeinflusst (Abbildung 49). AulRerdem legt die in der Literatur und den ColP
Experimenten in dieser Dissertation (Tabelle 17) beschriebene Interaktion zwischen
CG9186 und den JHEHs (Guruharsha et al., 2011) eine Beteiligung am Juvenilhormon-
Signalweg nahe. In diesem Zusammenhang muissen weitere Experimente die

physiologische Bedeutung einer méglichen Interaktion zwischen CG9186 und Pvr klaren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit Co-IP Experimenten Interaktoren von CG9186
identifiziert und drei von vier Kandidaten mit einer weiteren Methode bestéatigt. Um auch
eine funktionelle Bedeutung der Interaktion zu zeigen, wurden Experimente im Hinblick
auf die bei Thiel et al. (2013) beobachtete CG9186 induzierte LD Aggregation
durchgefiihrt. Dieser Phanotyp ist gut reproduzierbar, quantifizierbar und kann
mikroskopisch leicht detektiert werden. Leider zeigte hier keiner der Kandidaten einen
Effekt. Dies schliefl3t eine Interaktion allerdings nicht aus. Schon bei Thiel et al. (2013)
werden unterschiedliche funktionelle Bereiche innerhalb von CG9186 diskutiert. So legen
die mit der Serin-Austauschvariante von CG9186 gewonnenen Daten nahe, dass die
katalytische Triade und damit die mdgliche enzymatische Funktion gegen eine LD-
Aggregation zu wirken (,contra clustering®) scheint, wahrend das C-terminale Ende des

Proteins diese begunstigt (,pro clustering®) (Thiel et al., 2013). Liegt die Hauptfunktion von
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CG9186 aulerhalb der Positionierung von LDs, ist auch die Aggregation kein geeigneter
Marker fur die Beurteilung einer Interaktion. Erst die mit der CG9186
Funktionsverlustmutante beobachteten Phanotypen werfen ein neues Licht auf die
Interaktoren. So zeigen sich zum Beispiel beim nutrient sensing, der larvalen Entwicklung,
dem Insulinsignalweg und der Resistenz gegenliber Trockenstress Parallelen zu den
Funktionen von Gp93 und Cpr. Gerade diese Phanotypen missen kinftig in vivo naher
untersucht werden. So stellt sich zum Beispiel die Frage, ob die Resistenz der CG9186
Mutante gegeniber Trockenstress auf einer cpr-induzierten Veranderung der cuticularen

Hydrocarbon-Zusammensetzung beruht.

Zusatzlich zu den im Rahmen dieser Arbeit initial charakterisierten potentiellen CG9186
Interaktoren fanden sich in den Co-IP Versuchen weitere vielversprechende Kandidaten
(Tabelle 17). Hierzu gehdren zum Beispiel die Juvenile hormone expoxid hydrolasen
(Jheh). In der Literatur wurde bereits eine Interaktion von CG9186 mit Jheh3 beschrieben
(Guruharsha et al., 2011). Im Rahmen dieser Dissertation wurden Jheh1 und Jheh2, nicht
aber Jheh3 als mégliche Interaktoren identifiziert. Jheh3 wird in den verwendeten Kc167

Zellen allerdings nur sehr schwach exprimiert (www.flybase.org (FB2017_02)). Dies

koénnte erklaren, warum das Protein in den ColP Experimenten nicht identifiziert werden
konnte. Gerade die in der Mutante beobachtete nahrungsbedingt veranderte
Entwicklungszeit kdnnte durch die Interaktion von CG9186 mit Jheh1-3 erklart werden. So
wurde in verschiedenen Insekten gezeigt, dass Jheh die Juvenilhormon (JH)-Spiegel
reguliert und so direkt an der Steuerung der larvalen Entwicklung beteiligt ist (Seino et al.,
2010; Tusun et al., 2017). Auch andere Phanotypen der CG9186 Mutante kdnnten im
Kontext einer Interaktion mit den Jheh Enzymen untersucht werden. In adulten Drosophila
Weibchen ist zum Beispiel unter Hungerbedingungen Jheh2 und 3 hochreguliert
(Terashima und Bownes, 2005). In einem Experiment kdnnte nun Uberprift werden, ob
diese Regulation auch in der Hungerstress-sensitiven CG9186 Mutante besteht. Ein
weiterer vielversprechender identifizierter Kandidat ist Kruppel Homolog 2 (Kr-h2). Kr-h2
ist in JH-defizienten Tieren herunterreguliert (Liu et al., 2009). Auch die Aktivitdt des
Transkriptionsfaktors Kr-h1 wird von JH gesteuert (Kayukawa et al., 2012), ist aber in der
CG9186 Mutante nicht verandert (Abbildung 48).

Die in dieser Arbeit vorgestellten Co-IPs fanden unter Verwendung von Kc167 Zellen
statt. Es besteht die Moglichkeit, dass einige fir CG9186 organismisch relevante
Interaktoren in diesen Zellen nicht exprimiert werden. Co-IPs aus Lysaten anderer Zellen,
Gewebe oder ganzer Tiere konnten hier weitere, eventuell sogar organspezifische

Interaktoren nachweisen.
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4.3 Ubiquitinierung von CG9186

Die Funktion und Stabilitdt von Proteinen kann durch posttranslationale Modifikationen
beeinflusst werden (Voet et al., 2008). Ein Beispiel fur eine solche Modifikation ist die
sogenannte Ubiquitinierung, also die Verknupfung eines Proteins mit Ubiquitin Gber
Isopeptidbindungen (Ubersichtsartikel Weissman, 2001). Fir Ubiquitinierungen werden
Lysinreste im Zielprotein verwendet (Ubersichtsartikel Finley et al., 2012; Varshavsky,
1997), aber auch die Ubiquitinierung anderer Reste wurde berichtet (Cadwell and Coscoy,
2005). Ubiquitin kann Uber sieben verschiedene Lysinreste selbst ubiquitiniert werden
(Ubersichtsartikel Sadowski et al., 2012). Je nachdem, in welcher Weise Ubiquitin mit
dem Zielprotein verknUpft wird, hat dies unterschiedliche Signalwirkungen. Das Anhangen
von Ketten miteinander verknipfter Ubiquitin-Molekile (Polyubiquitinierung) dient meist
als Signal fiir den proteasomalen Abbau des Zielproteins (Ubersichtsartikel Finley et al.,
2012). Die Bindung eines einzelnen Ubiquitins (Monoubiquitinierung) oder mehrerer
einzelner Ubiquitine an verschiedene Lysin-Reste im Zielprotein (Multiubiquitinierung)
kann Prozesse wie DNA-Reparatur, Gen-Expression sowie den intrazellularen Transport
und die Lokalisation von Membranrezeptoren (z.B. Tyrosinkinase Rezeptoren) steuern
(Ubersichtsartikel Acconcia et al., 2009; Sadowski et al., 2012). Auch die Biologie der LDs
wird durch Ubiquitinierung beeinflusst. Fur das LD-assoziierte Fat-specific protein 27
(Fsp27) wurde eine Ubiquitinierungs-abhangige proteasomale Degradation nachgewiesen
(Nian et al., 2010). Ein weiteres Beispiel ist die Ubiquitinierung von ancient ubiquitous
protein 1 (AUP1), dessen Uberexpression zur Aggregation von LDs fiihrt (Lohmann et al.,
2013). Werden alle Lysine in AUP1 gegen Arginine ausgetauscht und eine Ubiquitinierung
damit unterdrickt, bleibt zwar die LD-Lokalisation bestehen, der LD-
Aggregationsphanotyp geht aber verloren (Lohmann et al, 2013). Schon eine
Monoubiquitinierung von AUP1 reicht aus, um den Phanotyp zu ermdglichen (Lohmann et
al., 2013).

Im Rahmen dieser Dissertation wurde Uberprift, ob auch die bei CG9186 beobachtete
LD-Aggregation (Thiel et al., 2013) von einer Ubiquitinierung abhangt. Die Detektion einer
Ubiquitinierung kann massenspektrometrisch erfolgen. Hierfir macht man sich zunutze,
dass nach dem Trypsin-Verdau im Rahmen der MS-Probenvorbereitung zwei Glycinreste
des Ubiquitins an Lysinen des Zielproteins verbleiben und so zu einer Erhéhung der
Peptidmasse fihren (zusammengefasst in Peng, 2008). Im Rahmen der Co-IP
Experimente dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CG9186 an mindestens zwei
Lysinen im C-Terminus des Proteins (Position 271 und 280) ubiquitiniert werden kann
(siehe Kapitel 3.3.1). Die physische Interaktion zwischen CG9186 und Ubiquitin konnte

durch Luciferase Komplementations-Experimente bestatigt werden. Wie Abbildung 26
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zeigt, besteht eine starke Interaktion nur dann, wenn das Gluc-Fragment C-terminal mit
CG9186 fusioniert ist. Auch dies spricht fir den C-Terminus als Ziel einer mdglichen
Ubiquitinierung. Wie mit Deletions-Konstrukten gezeigt wurde, ist das C-terminale Ende
von CG9186 (Aminosauren 201-307) fur die CG9186 induzierte LD-Aggregation essentiell
(Thiel et al., 2013). Um die Rolle der Ubiquitinierung bei diesem Phanotyp zu
untersuchen, wurde eine Variante von CG9186 erstellt, in der alle 16 Lysine gegen
Arginine ausgetauscht wurden (16K2R, siehe Abbildung 28). Wie die Bilder in Abbildung
27 zeigen, lokalisiert das CG9186(16K2R) Konstrukt zwar auf LDs, fuhrt im Vergleich zum
Wildtypprotein aber nicht zu deren Aggregation. Die Lysine sind also fir den
Aggregations-Phanotyp von Bedeutung. Durch unterschiedliche Lysin-Austausch-
Konstrukte (Abbildung 28) und einer Quantifizierung des Aggregations-Phanotyps
(Abbildung 30) konnte gezeigt werden, dass die C-terminalen Lysine essentiell fir die
CG9186-induzierte LD-Aggregation sind. Die vorab identifizierten Lysine in Position 271
und 280 alleine reichen fur die Ausbildung des Phanotyps allerdings nicht aus. Aufgrund
der Befunde kann davon ausgegangen werden, dass eine Multiubiquitinierung an
mehreren Lysinresten vorliegt. Es stellt sich nun die Frage, welcher Mechanismus hinter
Aggregations-Phanotypen steht. Denkbar sind hier mindestens zwei Moéglichkeiten, die im

Folgenden naher diskutiert werden:

Maoglichkeit 1: Die enzymatische Aktivitat von CG9186 fuhrt zur An- oder Abreicherung
eines Metaboliten, der die Membraneigenschaften verandert (z.B. ein Phospholipid oder
Sterol). Diese Anderung konnte dazu fiihren, dass LD-Fusionen nur noch erschwert
stattfinden koénnen und die Zelle daher viele kleine aggregierte LDs aufweist. Die
enzymatische Aktivitdt kdnnte durch die Ubiquitinierung von CG9186 gesteuert werden.
Gegen die An- oder Abreicherung eines Metaboliten durch die enzymatische Aktivitat von
CG9186 spricht, dass auch die wahrscheinlich katalytisch inaktive Form des Proteins
(S119A) zur Aggregation von LDs fiihrt. Diese ist sogar starker als nach Uberexpression
des Wildtyproteins (Thiel et al., 2013), was auf der anderen Seite eine Rolle der
katalytischen Triade nicht ganz ausschliet. Ein knock down von CG9186 hat jedoch
keinen offensichtlichen Einfluss auf die Morphologie und Verteilung zelluldrer LDs
(Abbildung 23). Wie Experimente mit aufgereinigten LDs aus den Fettkdrpern CG9186-
mutanter Larven gezeigt haben, ist die Phospholipid-Zusammensetzung im Vergleich zur
wildtypischen Kontrolle unverandert (Alisa Gahlen, Masterarbeit). Diese Befunde
schlieRen die enzymatische Funktion als Ursache fir den Phanotyp zwar nicht aus,

sprechen aber dagegen.

Moglichkeit 2: Das CG9186 Protein konnte aufgrund seiner hohen Abundanz auf den
LDs (Beller et al., 2006) und starken LD-Bindungsaffinitat (Kory et al., 2015) einen
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strukturellen Einfluss auf die Membran haben, der nicht oder nur bedingt abhangig von
der enzymatischen Funktion ist. Diese Mdglichkeit ist auf Basis der im Rahmen dieser
Dissertation gewonnenen Erkenntnisse als wahrscheinlicher zu betrachten. Wie die Bilder
in Abbildung 27 zeigen, hat die Ubiquitinierung nicht nur einen Einfluss auf die
Aggregation der LDs, sondern auch auf die Lokalisation von CG9186. Im Gegensatz zum
Wildtyp-Protein lokalisieren die Varianten vier (14K2R(271,280K)) und funf (16K2R) nicht
auf allen, sondern bevorzugt auf groReren LDs. Dass diese Konstrukte auf einigen
kleineren LDs nicht zu finden sind, konnte ein Hinweis darauf sein, dass die
Ubiquitinierung das CG9186-Protein auf den LDs stabilisiert. In einer 2015 erschienen
Studie wurde gezeigt, dass ein Schrumpfen von LDs eine Veranderung der
Proteinzusammensetzung der LD-Membran zur Folge hat. Da durch die sinkende
Membranoberflache weniger Protein-Bindungsstellen zur Verfiigung stehen, kommt es zu
einer relativen Anreicherung von Proteinen (protein crowding), in dessen Folge weniger
stark bindende Proteine die Membran verlassen (Kory et al., 2015). Wie in dieser Studie
gezeigt wurde, besitzt CG9186 eine sehr hohe Bindungsaffinitdt und verbleibt Ianger auf
der Membran als andere LD-assoziierte Proteine (z.B. CCT1) (Kory et al., 2015). Dass
CG9186(16K2R) auf manchen kleinen LDs nicht oder nur schwach lokalisiert, kdnnte
bedeuten, dass das Fehlen der Lysine in CG9186 zu einer verminderten Bindungsaffinitat
fuhrt. Schrumpfen nun durch lipolytische Prozesse einige LDs in den Zellen, dissoziiert
CG9186, wahrend es auf wachsenden oder unveranderten LDs verbleibt. Um diese
Hypothese zu bestatigen, kénnten kiinftig Zellen mikroskopiert werden, die erst kurz zuvor
mit Olsaure behandelt wurden. Diese Zellen werden fast ausschlieBlich wachsende LDs
enthalten, die entsprechend der Hypothese alle eGFP-CG9186(16K2R) tragen. Im
Gegenzug werden Zellen mikroskopiert, die (iber eine gewisse Zeit mit Olsdure behandelt
und anschliellend einem Hungerreiz ausgesetzt wurden. In diesen Zellen werden die LDs
als Reaktion auf den Hungerreiz schrumpfen, und CG9186(16K2R) wird schneller von der

Membran dissoziieren als das Wildtypprotein.

Ein Faktor bei der Stabilisierung von CG9186 auf den LDs, und auch eine Erklarung fur
den LD-Aggregations-Phanotyp, ist die Eigenschaft des Proteins, Homodimere zu bilden
(Kolkhof et al., 2017). In Luciferase Komplementations-Experimenten wurde gezeigt, dass
CG9186 sehr stark mit sich selbst interagiert (Kolkhof et al., 2017). Diese Interaktion
scheint in einem gewissen Mal} Lysin-abhangig zu sein, da CG9186(16K2R) eine
schwachere Interaktion mit sich selbst zeigt als zwei Wildtyproteine. Auch die CG9186-
Interaktion mit Ubiquitin besteht nach der Mutagenese weiter, ist aber schwacher (Kolkhof
et al.,, 2017). Wird die CG9186(16K2R) Variante gegen ein Deletions-Konstrukt getestet,
bei dem das C-Terminale Ende von CG9186 fehlt (Aminosauren 201-307), geht die

Dimerisierung ganz verloren (Kolkhof et al., 2017). Die Ergebnisse deuten darauf hin,
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dass CG9186 Ubiquitin-abhangig Homodimere bildet. Der C-Terminus und die Lysine des
Proteins spielen hierbei eine zentrale Rolle. Da das 16K2R Konstrukt dennoch Ubiquitin
bindet, miUssen im Protein mussen also Bereiche sein, die entweder Lysin-unabhangig
ubiquitiniert werden kénnen oder Ubiquitin nichtkovalent binden (siehe Abbildung 50 B). In
Abbildung 50 C sind Hypothesen dargestellt, wie die Fahigkeit zur Dimerisierung die
Aggregation von LDs (C) ermdglicht. So kénnen CG9186-Molekile Dimerisieren, die sich
auf unterschiedlichen LDs befinden, und so zu einer Zusammenlagerung der LDs fiihren
(C"). Eine andere Variante ist die Verknupfung von CG9186 Molekulen auf dem gleichen
LD (C*). Dies konnte verhindern, dass LDs Lipide austauschen oder zu einem grofieren

LD fusionieren, was zu einer Ansammlung vieler kleiner LDs flihrt.
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Abbildung 50: CG9186-Induzierte Aggregation von LDs. (A) Struktur von CG9186 auf Basis von
Homologie-Modellierungen. In Turkis zu erkennen ist die LD-Bindedomane (Thiel et al., 2013). In
(B) ist eine schematische Darstellung der verschiedenen Domanen von CG9186 in Anlehnung an
Thiel et al. (2013) gezeigt. (C) zeigt mogliche Mechanismen der CG9186-induzierten Aggregation
von LDs.

Das Modell der quervernetzten CG9186 Molekile liefert auch eine Erklarung dafir,
warum das Protein eine so groRe Bindungsaffinitat zu LDs besitzt. Die Verknlpfung der
CG9186 Molekile in beiden Hypothesen beruht dabei sowohl auf einer klassischen
Ubiquitinierung (Isopeptidbindung an einem Lysin) als auch an einer Lysin-unabhangigen
Bindung von Ubiquitin. Es muss allerdings die Frage geklart werden, ob CG9186 Dimere
oder sogar Polymere bilden kann. Durch die Luciferase Komplementations-Technik
konnte nur gezeigt werden, dass die Molekule miteinander interagieren. In Western Blots
unter Verwendung eines CG9186-spezifische Antikdrper (Thiel et al., 2013) zeigt sich eine
einzelne klare Bande. Die Di- oder Polymerisierung kénnte also in einer Form vorliegen,

die im Rahmen der Probenaufbereitung mit Lammli Puffer verloren geht. Abbildung 50
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(C™) zeigt, warum die enzymatische Aktivitdt einer LD-Aggregation entgegenwirken
koénnte. Wie von Thiel et al. (2013) gezeigt wurde, ist der LD-Aggregations-Phanotyp nach
Uberexpression einer katalytisch inaktiven Variante von CG9186 starker als beim
Wildtypprotein. Wahrend der enzymatischen Reaktion in Serin-Hydrolasen wird das
Substrat kovalent an das Enzym gebunden (Polgar, 2005). Sollte diese Bindung die
sterischen Eigenschaften des Proteins verandern, stinde ein gewisser Anteil der
CG9186-Molekile nicht zur Di/Polymerisierung bereit. Da es bei der S119A Variante nicht

zu einer Substratbindung kommt, ist der Effekt hier starker.

4.4 Generierung und Analyse einer CG9186 /oss-
of-function Mutante

Um die Funktion von Genen zu entschlisseln, finden in der Genetik zwei
Vorgehensweisen Anwendung. Bei der klassischen Genetik (im Englischen forward
genetics genannt) werden Phanotypen beobachtet und auf ihre genetische Ursache hin
untersucht. Haufig werden vorher ungerichtete  Mutationen (z.B. durch
Ethylmethansulfonat) induziert (Greene et al., 2003). Bei der reversen Genetik (im
Englischen reverse genetics) wird gezielt Einfluss auf ein bestimmtes Gen genommen
und daraus resultierende Phanotypen untersucht. Dies kann durch knock down (z.B.:
Agrawal und Hardin, 2016), Uberexpression (z.B.: M'Angale und Staveley, 2017) oder
Deletionen (z.B: Winzeler et al., 1999) geschehen. Um die Funktion von CG9186 zu
erforschen, wurden in der vorliegenden Arbeit unter Anwendung der CRISPR/Cas9
Technik CG9186 Nullallele generiert (siehe Methodenteil Kapitel 2.2.1.9, Ergebnisteil
Kapitel 3.4.1). Hierbei wurden zwei verschiedene gRNAs zur Expression gebracht, um mit
der Endonuklease Cas9 ein ca. 1,1 kb groRen Sequenzabschnitt aus dem offenen
Leserahmen von CG9186 (inklusive Startcodon) zu deletieren (Abbildung 31 A und B).
Wie im Ergebnisteil dargelegt, entwickelten sich von den Uber 200 injizierten Embryonen
nur 36 zu adulten Tieren. In Einzelkreuzungen konnten hiervon 33 Individuen erfolgreich
mit Balancer-Fliegen (tragen Balancer-Chromosomen) verpaart werden. Wie durch PCR
gezeigt wurde (Abbildung 31 C), produzierten zwei dieser Tiere Nachkommen mit
Mutationen im CG9186 Gen. Die Effizient der hier durchgefiihrten Mutagenese liegt mit
6 % innerhalb des Bereichs, der in der Literatur fur CRISPR/Cas9 (von 4 bis 88 %)

beschriebenen wurde (Bassett et al., 2013).

Lediglich bei den Nachfahren des Tieres #35 konnten homozygot CG9186-mutante Tiere
(also ohne Balancer-Chromosom) identifiziert werden. Mit diesen Tieren wurden fur die

weitere Analyse homozygote Fliegenlinien generiert. Auch nach mehrmaligem
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Rickkreuzen der Nachfahren von Tier #6 konnten keine homozygoten Tiere identifiziert
werden. Eventuell kdnnte die Mutagenese einen homozygot letalen off-target Effekt
haben, der wie CG9186 ebenfalls auf dem dritten Chromosom liegt. Da die gRNA
Erkennungssequenz im CRISPR/Cas9 System nur 20 Basen (+ PAM Sequenz) beinhaltet
(Kondo und Ueda, 2013), sind off target Effekte denkbar und werden in der Literatur auch
diskutiert (Tycko et al., 2016). In einer BLAST Suche mit den in dieser Arbeit verwendeten
Sequenzen wurden zwei Gene auf dem dritten Chromosom identifiziert (CG4080 und
CG17362), die eine gewisse Sequenzidentitat zu den verwendeten gRNAs aufweisen. Die
Ubereinstimmung liegt fir CG4080 bei 56 % und fir CG17362 bei 60 %
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi, Altschul et al., 1990). In der Literatur wurden bei

CRISPR/Cas9 off target Effekte bis zu einer Anzahl von maximal 5 Basen-Fehlpaarungen
(also ab 75 % Sequenzidentitdt) beobachtet (Zhang et al., 2015). Ein off target Effekt ist

demnach bei den verwendeten gRNA Sequenzen unwahrscheinlich.

Wie Abbildung 31 zeigt, sind die Nachfahren von Tier 35 im Hinblick auf die Lasion im
CG9816 Gen nicht identisch. Allel 35.2 z.B. zeigt in der PCR eine Bande auf der Hohe
des Wildtypamplifikats, in Western Blots konnte aber kein CG9186-Protein detektiert
werden. Wie die Sequenzierung des Allels zeigte, hat Cas9 hier nur an einer der beiden
Zielsequenzen geschnitten. Durch unprazise Reparatur dieses Doppelstrangbruchs (z.B.
durch Non-homologous end-joining (NHEJ)) kam es zu einer Leserasterverschiebung. Die
anderen Allele weisen die vorausgesagte 1,1 kb Deletion auf. Um einen ansonsten
gleichen genetischen Hintergrund zu gewahrleisten, wurden die einzelnen Nullallele sowie

die Kontrolllinie fur drei Generationen mit den gleichen Balancer-Fliegen gekreuzt.

Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist CG9186 weder fur das
Uberleben noch die Fortpflanzung von Drosophila essentiell (Abbildung 55). Dennoch hat
der Verlust des Gens tiefgreifende physiologische Folgen fir die Tiere. Im Folgenden
werden die sich aus der Mutation ergebenden Konsequenzen zunachst flr die adulten
Tiere und anschlieRend fur die Larven diskutiert.

441 CG9186 Verlust in adulten Tieren

4.4.1.1 CG9186 mutante Fliegen weisen niedrigere Lipid-Spiegel auf
Wie gezeigt werden konnte, sind adulte CG9186-mutante Tiere bei ansonsten gleichem
genetischen Hintergrund kleiner und leichter als die Kontrolltiere und weisen eine
schwachere Melanisierung auf (Abbildung 32 A und B). Eine Ursache fur diese
Phanotypen kdnnte laut Literatur in einer schlechten Nahrstoffversorgung wahrend der

larvalen Entwicklung oder einer Stérung im TOR (target of rapamyin)- oder IS (insulin/IGF
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(insulin-like growth factor)-like signalling) liegen (Ormerod et al., 2017; Shakhmantsir et
al., 2014; Tu et al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit konnte auf mMRNA-Ebene tatsachlich
ein Einfluss von CG9186 auf den Insulin-Signalweg nachgewiesen werden (Abbildung 48
und Abbildung 49). AuRerdem zeigen die Tiere ein gestortes nutrient sensing, also die
Fahigkeit, sich an eine veranderte Zusammensetzung der Nahrung adaptieren (Abbildung
45). Dies lasst auf eine Beteiligung des TOR-Signalweges schliel3en, und steht damit im
Einklang mit den in der Literatur gemachten Beobachtungen zur Gréf3e und Melanisierung
adulter Tiere. Neben einer geringeren KorpergroRe zeigen adulte CG9186-mutante
Fliegen um 20-30 % niedrigere Triacylglycerol (TAG)-Spiegel als die Kontrolllinie
(Abbildung 32). Dieses Ergebnis bestatigt ahnliche von Thiel et al. (2013) nach CG9186-
RNAIi gemachte Beobachtungen. TAG ist die quantitativ bedeutendste Speicherform von
Lipiden und dient unter anderem zur Aufrechterhaltung der Energie-Homdostase (Voet et
al., 2008). Da CG9186 als Lipase annotiert ist, Uberrascht der niedrige Lipidspiegel der
CG9186-mutanten Tiere. Eine lipolytische Funktion von CG9186 vorausgesetzt, ware
nach einem Verlust eher mit erhdhten Lipid-Speichern zu rechnen. Dies wurde zum
Beispiel nach Verlust der Lipase Brummer beobachtet (Gronke et al., 2005). Auch eine
Cholesterolesterase Aktivitat - wie sie fir das murine Homolog von CG9186 postuliert
wurde (Goo et al., 2014) - ist unwahrscheinlich. Wie Abbildung 64 zeigt, weisen die
Mutanten Fliegen signifikant niedrigere Cholesterolester Spiegel auf als die Kontrolllinie.
Auch hier ware nach Wegfall eines Enzyms mit Cholesterolesterase Aktivitdt eher mit
einem Anstieg der Cholesterolester Spiegel zu rechnen (Wang et al., 2017a). Es bleibt
also die Frage nach der Ursache fir die niedrigen Lipidspeicher. Es kommen mehrere

Erklarungen in Frage:
Reduzierte Futteraufnahme CG9186-mutanter Tiere

CG9186 wird prominent in der larvalen Speicheldriise exprimiert und ein knock down
(Thiel et al., 2013) sowie ein komplettes Fehlen von CG9186 (Abbildung 43) fuhrt in
diesem Organ zu einem Ruckgang der dort vorhandenen LDs. Bislang ist unklar, welche
Funktion die LDs in der Speicheldrise besitzen. Eventuell kénnte es durch das Fehlen
von CG9186 und der LDs zu einer Funktionseinschrankung der Speicheldrise kommen.
Als Folge waren Probleme bei der Nahrungsaufnahme und ggf. eine Mangelerndhrung zu
erwarten. Dies kdnnte auch erkldren, warum die adulten Tiere kleiner sind und eine
schwachere Melanisierung haben. Gegen diese Theorie spricht aber, dass L3 Larven
keine veranderten TAG-Spiegel aufweisen (Abbildung 43). Da der Lipid-Phanotyp erst im
adulten Stadium auftritt, wurde die Futteraufnahme adulter Tiere unter Verwendung von
fluoreszierendem Futter quantifiziert. Es konnte allerdings kein Unterschied zwischen

Mutante und Kontrolle detektiert werden (Abbildung 33). Gegen eine grundsatzliche
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Mangelernahrung durch verringerte Futteraufnahme spricht auerdem, dass durch den
Verlust von CG9186 zwar TAG betroffen ist, andere Energiespeicher (wie Glykogen) oder
Transportformen metabolischer Energie (Glukose, Trehalose) hingegen nicht (Abbildung
34).

Gestorte Lipid-Speichermechanismen

Eine weitere Erklarung fir die reduzierten Lipidspeicher kdnnte auf zellularer Ebene zu
suchen sein. Bei CG9186 handelt es sich um ein Protein mit hoher Abundanz auf den LDs
(Beller et al., 2006). Wie von Thiel et al. (2013) gezeigt, fuhrt eine Uberexpression von
CG9186 zu einer Aggregation vieler kleiner LDs. Es wird diskutiert, dass eine
Uberexpression von CG9186 dazu fiihrt, dass Zellen Probleme bei der Speicherung
erhdéhter Lipidmengen haben (Thiel et al., 2013). Dartber hinaus haben Experimente in
der AG Beller gezeigt, dass LDs aus den Fettkérpern CG9186-mutanter L3-Larven eine
veranderte Proteinzusammensetzung besitzen (Alisa Gahlen, Masterarbeit). Der Verlust
von CG9186 fuhrt dazu, dass die Abundanz bestimmter Proteine auf den LDs sinkt (z.B.:
CG5167, CG14715, CG10924) oder steigt (z.B. CG11594). Fur keines dieser Proteine
wurde bislang ein direkter Zusammenhang mit dem Lipidstoffwechsel gezeigt

(www.flybase.org (FB2017_02)). Dennoch kdnnte die veranderte Proteinkomposition der

LD-Membran zu einer Funktionsbeeintrachtigung der LDs flhren und so eine gestoérte
zellulare Speicherung oder Remobilisierung von Lipiden zur Folge haben. Wie aber die
Experimente mit fettreichem Futter oder Energiemangel gezeigt haben, reagieren die
Lipidspeicher der CG9186-mutanten Tiere flexibel auf sich &andernde Nahrstoff-
Verfugbarkeiten (Abbildung 35). Allerdings liegt die Gesamtmenge der gespeicherten
Lipide in den CG9186 mutanten Tieren dabei haufig unterhalb der Lipidmenge der

Kontrolle.
Endokrine Modulation der Lipid-Homoostase

Die Aufrechterhaltung von Energiehomdostase und Metabolismus wird von einem
komplexen Zusammenspiel diverser Signaltransduktionswege gesteuert. In mehrzelligen
Organismen erfordert dies den Austausch von Signalen zwischen Organen und Geweben
(Voet et al., 2008). Von besonderer Bedeutung ist hier der evolutionar konservierte 1S
(Voet et al., 2008). Die Ausschittung des Peptidhormons Insulin fihrt zur Aufnahme von
Glukose in Zellen, induziert dariber hinaus aber auch Proteinsynthese und
Liponeogenese bei gleichzeitiger Hemmung der Lipolyse (Voet et al., 2008). Auch
Drosophila verfugt Gber einen 1IS (LeRoith et al., 1993). Hier dienen die sogenannten
Drosophila insulin like peptides (DILPs) als zentrale Mediatoren (Ubersichtsartikel N&ssel
und Vanden Broeck, 2016). Wie im Ergebnisteil dieser Arbeit fir Larven (Abbildung 48)
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und adulte Tiere (Abbildung 41) gezeigt, fuhrt der Verlust von CG9186 auf mMRNA Ebene
zu einer veranderten Expression von Genen innerhalb des IIS sowie von solchen, die
direkt vom IS beeinflusst werden. Neben dem IIS steuern auch andere endokrine Signale
metabolische Prozesse. Androgene wie Testosteron beeinflussen zum Beispiel Lipolyse,
Liponeogenese, die Differenzierung von Adipozyten sowie die Insulin Sensitivitat
(Ubersichtsartikel Newell-Fugate, 2017). In Insekten wurden fiir das Steroidhormon
Ecdyson sowie fur Juvenilhormon ebenfalls Effekte auf den Fettstoffwechsel gezeigt
(Kamoshida et al., 2012; Wang et al., 2017). Wie die Versuche zur larvalen Entwicklung
(Abbildung 44, Abbildung 45, Abbildung 46) nahelegen, ist ein Einfluss von CG9186 auf
diese Hormone wahrscheinlich (Die Ergebnisse zu den larvalen Experimenten werden im
Detail an spaterer Stelle diskutiert). Aulierdem konnte im in vitro-Teil dieser Arbeit sowie
in der Literatur gezeigt werden, dass CG9186 mit verschiedenen Juvenilhormon
Epoxidhydrolasen (Jheh 1-3) interagiert (siehe Kapitel 4.2.4, Tabelle 17, Guruharsha et
al., 2011). Auch ein moglicher Einfluss von CG9186 auf die Oenozyten als endokrine
Zellen, wie fur den CG9186 Interaktor Cpr in Kapitel 4.2.3 diskutiert wurde, kénnte eine
Grundlage fir den Phanotyp sein. Die wahrscheinlichste Erklarung flr die verringerten
Lipidspeicher liegt also in einem veranderten endokrinen Haushalt der CG9186 mutanten
Tiere. Auch die Tatsache, dass die adulten Tiere kleiner sind als die wildtypische
Kontrolle, kann durch ein Zusammenspiel von IS, Ecdyson und Juvenilhormon erklart
werden (Colombani et al., 2005; Mirth et al., 2014).

4.4.1.2 CG9186 beeinflusst geschlechtsspezifisch die Lebensspanne
Wie epidemiologische Studien am Menschen gezeigt haben, geht starkes Ubergewicht
mit einer verklrzten Lebensspanne einher (Fontaine et al., 2003). Die zugrundeliegenden
Mechanismen sind vielfaltig und beeinflussen sich gegenseitig. Stark Ubergewichtige
Menschen zeigen zum Beispiel erhdhte Biomarker fur oxidativen Stress und Inflammation
(Pahwa et al., 2017). AuRerdem besitzen sie ein erhohtes Risiko fur kardiovaskulare
Erkrankungen (Zalesin et al., 2008), Insulinresistenz (Ubersichtsartikel Samuel et al.,
2010) oder Krebs (Tahergorabi et al., 2016). Fir eine reduzierte Nahrungszufuhr (engl.:
dietary restriction) und dem damit einhergehenden moderaten Untergewicht wurde in
mehreren Modellorganismen sowie im Menschen eine lebensverlangernde Wirkung
gezeigt (Ubersichtsartikel Kapahi et al., 2016). Im Rahmen dieser Dissertation wurde
untersucht, ob die CG9186 mutanten Fliegen mit ihrem verminderten Kérpergewicht und
Korperfettanteil eine im Vergleich zu den Kontrolltieren veranderte Lebensspanne
aufweisen. Wie Abbildung 36 =zeigt, hat die Mutation in den Weibchen eine
lebensverlangernde Wirkung. Dieser Effekt ist quantitativ schwach, allerdings hoch
signifikant (p<0,001). Bei den Mannchen hingegen lasst sich ein gegenteiliger Effekt
beobachten. Schon ab Tag 20 zeichnet sich eine erhoéhte Sterblichkeit der CG9186
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mutanten Tiere ab. Nach 40 Tagen leben nur noch 76 % der mutanten Tiere, aber 94 %
der Kontrolltiere. Interessanterweise nahern sich die Kurven nach 60 Tagen wieder an. Es
gibt also mutante Mannchen, die ebenso lang leben wie die Kontrolle. Die
Uberlebenskurve der CG9186 mutanten Tiere ist nicht als Ganzes nach Links
verschoben, sondern verlauft flacher. Sind alle Individuen einer Versuchsgruppe
gleichermalien benachteiligt, dann ist eine Uberlebenskurve zu erwarten, die nach links
verschoben ist, in inrem Verlauf aber der Kontrolle ahnelt. Dies wurde z.B. nach Deletion
von Genen wie dMRP 4 (Schutz vor oxidativem Stress (Huang et al., 2014)) oder nach
Exposition mit Ethanol (Jahromi et al., 2015) beobachtet. Ist nur ein Teil der Tiere einer
Versuchsgruppe betroffen, dann ware eher eine veranderte Form der Kurve zu erwarten.
Eine solche Kurve kdnnte zum Beispiel nach dem Verlust eines Tumorsuppressorgens
beobachtet werden. In bestimmten Individuen innerhalb der Kohorte kommt es aufgrund
der Mutation stochastisch zu einem Tumor. Individuen, bei denen dieses Ereignis nicht
eintritt, haben keinen Nachteil im Hinblick auf ihre Lebenserwartung. Abbildung 51 stellt
die Uberlebenskurven nach Deletion von dMRP 4 (Huang et al., 2014) und CG9186
(diese Arbeit) gegeniber.
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Abbildung 51: Uberlebenskurven nach Deletion von dMRP 4 (Huang et al., 2014) und
CG9186 (diese Arbeit)

Ein solcher stochastischer Effekt kdnnte erklaren, warum in der CG9186 Gruppe schon
sehr frih einzelne Tiere sterben, andere aber ahnlich lange lebt wie die Kontrolle. Es
bleibt die Frage, warum der lebensverkirzende Effekt nur bei den mutanten Mannchen
auftritt. Auf Basis bislang veréffentlichter Daten und der Ergebnisse aus dieser Arbeit sind

folgende Erklarungen denkbar:
Kanzerogene Prozesse in den akzessorischen Driisen

Wie bereits beschrieben, wurde das humane Homolog von CG9186 (C20rf43) mit
Prostatakrebs in Verbindung gebracht (Du et al., 2016; Takata et al., 2010; Wang et al.,

2013). Mannliche Insekten besitzen mit der akzessorischen Druse ein Organ, das
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ahnliche Funktionen besitzt wie die menschliche Prostata und als Prostatakrebs-Modell
genutzt wird (Ubersichtsartikel Wilson et al., 2017). Kanzerése Veranderungen der
akzessorischen Driise kénnten eine Erklarung liefern, warum der Verlust von CG9186
lediglich die Lebensspanne der Mannchen verkirzt. Um dieser Frage nachzugehen,
wurden akzessorische Drisen CG9186-mutanter Mannchen seziert, die im Rahmen von
Lebensspanne Versuchen besonders frih verstorben sind (Tag 20 bis Tag 30). Wie
Abbildung 37 C zeigt, konnten keine morphologischen Veranderungen an den Drisen
festgestellt werden. In Western Blots wurde gezeigt, dass CG9186 Protein in den
akzessorischen Drisen exprimiert wird. Diese Expression verstarkt sich, wenn die
Mannchen kopulieren konnten (Abbildung 37 A). Die Sensitivitat der CG9186 Expression
im Hinblick auf die Paarung der Mannchen wirft die Frage auf, ob der lebensverkiirzende
Effekt ebenfalls paarungsabhangig ist. Wie man in Abbildung 37 B erkennt, zeigen auch
jungfrauliche mutante Mannchen eine erhéhte Sterblichkeit. Um eine sensitive Methode
zur Beurteilung der Proliferation in den akzessorischen Driisen zu erhalten, wurde in
Zusammenarbeit mit einer Masterstudentin (Alisa Gahlen) eine CG9186 mutante
Fliegenlinie generiert, die nach Hitzeschock GFP-Protein in den Sekundarzellen der
akzessorischen Drisen exprimiert. Eine veranderte Anzahl der Sekundarzellen in den
akzessorischen Drisen kann Hinweise auf eine veranderte Proliferation geben. Eine
ahnliche Technik wurde in Kombination mit RNAi schon benutzt, um in Drosophila
mdgliche Prostatakrebs-Regulatoren zu untersuchen (lto et al, 2014). Wie die
Quantifizierung ergab, lag die Anzahl der Sekundarzellen in der CG9186 Mutante mit 20
bis 35 Zellen signifikant (p-Wert = 0,003) unter der Zellzahl der Kontrolllinie (zwischen 30
und 40 Zellen). Neben den Experimenten zur Quantifizierung der Sekundarzellen wurde
eine groRere Anzahl akzessorischer Drusen sieben und 14 Tage alter Mannchen
(Kontrolle n= 28, Mutante n= 25) prapariert und morphologisch beurteilt. Abbildung 52
zeigt beispielhaft die akzessorischen Driisen der 7 Tage alten Tiere im Durchlicht (A-C)
sowie das GFP-Signal der Sekundarzellen (D-H). Bei etwa der Halfte der CG9186-
mutanten Tiere konnten morphologische Veranderungen festgestellt werden. So waren
die akzessorischen Drisen kleiner und schmaler (C) und die Sekundarzellen lagen dichter

aneinander (G,H) als bei der Kontrolllinie (Alisa Gahlen, Masterarbeit).
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esgGal4, UAS-GFP, tubGal80*; esgGal4, UAS-GFP, tubGal80*; esgGal4, UAS-GFP, tubGalgot;
Kontrolle Mutante Mutante

7 Tage
[ 10x

16x

Abbildung 52: Mikroskopische Aufnahmen akzessorischer Driisen 7 Tage alter Mannchen.
Gezeigt werden die Drisen CG9186-mutanter Tiere und der Kontrolllinie im Durchlicht (A-C) sowie
die GFP-positiven Sekundarzellen (D-H) (Alisa Gahlen, Masterarbeit).

Wie die vorgestellten Ergebnisse zeigen, hat der Verlust von CG9186 morphologische
Einfluss Folgen fur die akzessorischen Drisen der mannlichen Tiere. Dieser Effekt
scheint stochastisch zu sein, da er nur bei etwa 50 % der Tiere beobachtet wird. Eine
Uberproliferation, die Hinweise auf kanzerogene Prozesse geben kénnte, wurde nicht
beobachtet. Es bleibt die Frage, ob die morphologischen Veranderungen an der
verkirzten Lebensspanne der Tiere beteiligt sind. Auch eine mdgliche Beteiligung des
CG9186 Interaktors Gp93, wie unter 4.2.2 diskutiert, misste in weiteren Experimenten

geklart werden.
Endokriner Einfluss auf die Lebensspanne

In adulten Insekten haben die lipophilen Hormone Ecdyson und Juvenilhormon einen
Effekt auf Oogenese, Stressresistenz und die Lebenspanne (Uryu et al., 2015; Yamamoto
et al., 2013). Die Ergebnisse dieser Dissertation liefern Hinweise darauf, dass CG9186
diese Hormone oder deren downstream gelegene Effektoren beeinflusst. Dies kénnte eine
Ursache flr die verkirzte Lebensspanne CG9186-mutanter Tiere sein. Wie bei Hentze et
al. (2013) postuliert, verfugen neben der Prothoraxdrise auch die akzessorischen Drisen
der Mannchen Uber die Fahigkeit, Ecdyson zu exprimieren. Die besondere Funktion der
akzessorischen Drise im Hinblick auf Ecdyson koénnte dabei erklaren, warum die
lebensverkirzende Wirkung der CG9186 Mutation geschlechtsspezifisch ist. Auch fir den

IS ist ein Einfluss auf die Lebensspanne von Drosophila gezeigt (Ubersichtsartikel
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Altintas et al, 2016). Ein Verlust von dilp1 fihrt zum Beispiel zu einer
geschlechtsspezifischen Verlangerung der Lebensspanne in Mannchen (Liu et al., 2016).
Die CG9186 Mutante weist eine um 20-60 % hohere dilp7 Expression auf als die
Kontrolle. Auch dies kénnte die verklrzte Lebensspanne erklaren. In Anbetracht der
vorgestellten Ergebnisse bleibt festzuhalten, dass eine endokrine Beteiligung bei der
Verkirzung der Lebensspanne CG9186-mutanter Mannchen wahrscheinlich ist. Auch
wenn keine Uberproliferation in der akzessorischen Driise gezeigt werden konnte, scheint
dieses Organ zumindest morphologisch von der Mutation betroffen zu sein. Der Grund
hierfir kdnnte ebenfalls endokriner Natur sein. Wie Abbildung 45 zeigt, konnte bereits an
Tag funf nach Eiablage ein Effekt von CG9186 auf die larvale Entwicklung detektiert
werden. Dieser Phanotyp besteht also schon in einem Stadium, in dem die
Fortpflanzungsorgane der Tiere noch nicht final entwickelt sind (Ubersichtsartikel Sdnchez
und Guerrero, 2001). Im Rotbraunen Reismehlkafer (Tribolium castaneum) wurde gezeigt,
dass der IIS und die Erndhrung das Wachstum und die Reifung der akzessorischen Drise
beeinflussen (Xu et al., 2015). Die mdglichen endokrinen Konsequenzen der CG9186
Mutation kdonnten also erklaren, warum die akzessorischen Drusen der mutanten Tiere

kleiner sind als die der Kontrolle.

4.41.3 CG9186 beeinflusst die Stressresistenz mannlicher und
weiblicher Fliegen

Es stellt sich die Frage, ob die Verklirzung der Lebensspanne sowie der Lipid-Phanotyp
unspezifisch durch eine generell schlechtere Fitness der CG9186-mutanten Tiere bedingt
ist. Aus diesem Grund wurden die Tiere Konditionen ausgesetzt, die auf Basis
unterschiedlicher Mechanismen Stress fir die Tiere darstellen. Wie diese Experimente
zeigen, sind die Mutanten nicht generell im Nachteil gegentiber der Kontrolllinie. So sind
sie zwar sensitiver gegenlber Hungerstress (Abbildung 38) und oxidativem Stress
(Abbildung 39), auf der anderen Seite aber geschitzt vor Trockenstress (Abbildung 40).
Gerade dieser Phanotyp war nicht zu erwarten, da eine starkere Resistenz gegeniber
Trockenstress in der Literatur eher im Zusammenhang mit erhéhten Lipidspeichern
beobachtet wurde (Gefen et al., 2006). Weitere Faktoren bei der Toleranz gegentber
Trockenstress liegen in der Steuerung des Wasserhaushaltes der Tiere sowie des
Trehalosegehaltes der Hamolymphe durch den TOR (target of rapamyin)-Signalweg und
IS (Liu et al., 2015; Marunde et al., 2013; Thorat et al., 2012). Obwohl eine veranderte
Expression von Genen des IIS nachgewiesen wurde (Abbildung 41 D und E), besteht kein
Effekt auf den Wassergehalt, den gesamtorganismischen Trehalosegehalt sowie die
Trehalosekonzentration der Hamolymphe (Abbildung 41 A - C). Ein zusatzlicher Faktor
bei der Resistenz gegenuber Trockenstress sind Hydrocarbon-Verbindungen auf der
Cuticula der Tiere (Rouault et al., 2004), Wie bereits in Kapitel 4.2.3 diskutiert, kdnnte
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CG9186 uber seine Interaktion mit Cpr an der Synthese dieser Verbindungen in den
Oenozyten beteiligt sein. Auch die Interaktion von CG9186 mit JHEHs (Tabelle 17 und
Guruharsha et al, 2011) koénnte eine Erklarung fir eine Hydrocarbon-bedingte
Veranderung der Trockentoleranz von Drosophila darstellen. So wurde in verschiedenen
Studien bereits gezeigt, dass der Juvenilhormon-Signalweg in Insekten Einfluss auf

cuticulare Hydrocarbone nimmt (Bontonou et al., 2015; Lengyel et al., 2007).

AbschlieRend bleibt festzuhalten, dass der Verlust von CG9186 den Metabolismus, die
Lebensspanne sowie die Stressresistenz adulter Drosophilae beeinflusst. Der
zugrundeliegende Mechanismus ist hoéchstwahrscheinlich endokriner Natur und im IS

sowie den Hormonen Ecdyson und Juvenilhormon zu suchen.

4.4.2 CG9186 Verlust und die larvale Entwicklung

Wie in den adulten Tieren gezeigt wurde, beeinflusst CG9186 den Lipidgehalt und die
Stressresistenz der Fliegen. Daruber hinaus wurde nachgewiesen, dass die CG9186
mutanten Tiere auf mMRNA Ebene veranderte Expressionslevel von Komponenten des 1S
aufweisen. AuRRerdem sind sie kleiner sind und haben ein geringeres Korpergewicht als
die Kontrolltiere. Gesamtorganismisches Wachstum spielt sich in  Drosophila
hauptsachlich in den larvalen Phasen ab. Die finale GroRe der adulten Tiere wird dabei
durch die Gegebenheiten wahrend dieses Lebenszyklus bestimmt und &andert sich
aufgrund des Exoskeletts kaum (Ubersichtsartikel Nijhout et al., 2014). Genetische
Veranderungen im IIS kénnen so in den Larven starke Wachstums-Phanotypen
hervorrufen, wahrend sie in adulten Tieren eher metabolische Konsequenzen haben
(Ubersichtsartikel Teleman, 2009). Auch Hormone wie Juvenilhormon und Ecdyson,
welche in adulten Tieren die Oogenese (Sieber und Spradling, 2015), die Stammzellen in
den Testis mannlicher Tiere (Li et al., 2014), das Paarungsverhalten (Liu et al., 2008;
Wijesekera et al., 2016) und die Lebensspanne (Yamamoto et al., 2013) beeinflussen,
besitzen in Larven andere Funktionen. Hier steuern sie hauptsachlich den Ablauf der
larvalen Entwicklung, z.B. die Hautung und den Ubergang von der Larve zur Puppe
(Lavrynenko et al., 2015; Riddiford und Ashburner, 1991). Im Folgenden wird diskutiert,

welche Bedeutung CG9186 wahrend der larvalen Entwicklung besitzen kdnnte.

4421 CG9186 mutante Larven weisen keine veranderten Lipid-
Spiegel auf

In adulten Tieren fihrt ein knock down (Thiel et al., 2013) sowie ein kompletter Verlust
von CG9186 (Abbildung 32) zu verringerten Lipid-Speichermengen. Wie Abbildung 47 A
zeigt, besteht ein solcher Effekt in Larven nicht. Die Spiegel anderer Metabolite wie

Cholesterol, Cholesterolester, Glukose und Glykogen scheinen ebenfalls nicht von der



4 Diskussion 143

CG9186 Mutation betroffen zu sein (Abbildung 47 B und C, Abbildung 64). Die LDs aus
den Fettkdrpern CG9186 mutanter Larven zeigen keine offensichtlichen morphologischen
Unterschiede zur Kontrolle, wie in Abbildung 43 zu erkennen ist. Um die Lipid-
Zusammensetzung dieser LDs genauer zu untersuchen, wurden sie im Rahmen einer
Masterarbeit in der AG Beller aufgereinigt und ihr Lipidprofil massenspektrometrisch
untersucht (Alisa Gahlen). LDs aus den CG9186-mutanten Tieren zeigten keinen
veranderten Gesamtgehalt an TAG, Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin.
Auch die Fettsaurezusammensetzung der einzelnen Lipidklassen zeigt keine
Abweichungen. Betrachtet man allerdings die Speicheldriisen CG9186-mutanter Larven,
so zeigt im Vergleich zur Kontrolle verringerte Anzahl an LDs (Abbildung 43). Dieser
Phanotyp wurde auch nach CG9186-RNAi beobachtet (Thiel et al., 2013). Der Riickgang
an LDs in den Speicheldrisen scheint gesamtorganismisch betrachtet nicht stark genug
zu sein, um den Lipidgehalt der Larven als Ganzes signifikant zu verringern. Mit Blick auf
diese Ergebnisse bleibt festzuhalten, dass CG9186 trotz seiner Annotation als Lipase
wahrscheinlich keine quantitativ bedeutende lipolytische Aktivitat besitzt. Vielmehr scheint
es so, dass das Protein an Ubergeordneten Regelkreisen beteiligt ist und dartber die

Physiologie der Tiere beeinflusst.

4422 CG9186 beeinflusst  Nahrstoffabhangig die larvale
Entwicklung

Aufgrund seiner Anwesenheit auf LDs ist eine Funktion von CG9186 im Metabolismus
lipophiler Hormone denkbar. Hierflr spricht auch, dass in der Literatur (Guruharsha et al.,
2011) sowie in dieser Arbeit (siehe Kapitel 4.2.4) eine Interaktion von CG9186 mit
Juvenilhormon Epoxidhydrolasen (Jheh 1-3) gezeigt werden konnte. Diese Enzyme
dienen dem Abbau von Juvenilhormon und sind hierliber an der Steuerung der larvalen
Entwicklung beteiligt (Seino et al., 2010). Betrachtet man die Zeitspanne zwischen
Eiablage und Verpuppung, entwickeln sich die CG9186-mutanten Tiere auf
Standardmedium 1 allerdings nur marginal langsamer als die Kontrolltiere (Abbildung 44).
Variiert jedoch im Medium das Verhaltnis von Hefe zu Zucker, zeigen sich deutlichere
Effekte. Die mutanten Tiere weisen z.B. auf Medium mit einem hohen Hefe- und geringen
Zuckergehalt (WZ) eine im Vergleich zur Kontrolle reduzierte Entwicklungs-
geschwindigkeit auf. Geschieht die Entwicklung auf Medium mit wenig Hefe und relativ
dazu hohem Zuckergehalt (WH) besteht ein genau entgegengesetzter Effekt, und die
mutanten Tiere entwickeln sich schneller als die Kontrolle. Betrachtet man die
Wachstumskurven der Tiere unter den unterschiedlichen Konditionen so fallt auf, dass die
CG9186-mutanten Larven sehr viel weniger auf die variierenden Futtermedien reagieren
als die Kontrolle. Wahrend bei den Kontrolltieren auf WZ Medium nach 133 Stunden 50 %

der Tiere verpuppt waren, bendétigen sie auf WH Medium 113 Stunden langer (246
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Stunden). Diese Differenz betragt bei den Mutanten nur 36 Stunden (159 Stunden auf WZ
und 195 Stunden auf WH). Die CG9186 mutanten Tiere passen sich also in ihrer
Entwicklungsdauer weniger flexibel an veranderte Futterbedingungen an. Das zentrale
Ziel der larvalen Entwicklung ist das Erreichen des sogenannten kritischen Gewichtes, ab
dem das Tier die Futteraufnahme einstellt, als wandernde L3 Larve das Futter verlasst
und anschlielfend mit der Verpuppung beginnt (Mirth et al., 2005). Wie die metabolischen
Messungen in Abbildung 47 zeigen, haben wandernde L3 Larven, die sich auf dem Futter
mit wenig Hefe entwickelt haben, hohere TAG Spiegel. Interessanterweise besteht trotz
der unterschiedlichen Entwicklungsgeschwindigkeit und damit Verweildauer der Larven im
Medium kein Unterschied in den TAG-, Glykogen und Glukosespiegeln zwischen der
Kontrolle und Mutante. Die mutanten Tiere scheinen also auf dem WH Futter friher ihr
kritisches Gewicht zu erreichen. AuRerdem konnte keine erhdhte Letalitdt beobachtet
werden, aus den Puppen schlipften nach der Metamorphose auch tatsachlich adulte

Tiere.

Es stellt sich nun die Frage, warum eine derart veranderte Entwicklung gerade im Hinblick
auf die Zusammensetzung des Futters besteht. Wachstum von Organismen erfordert die
regulierte Metabolisierung und Allokation der zugeflihrten Nahrstoffe. Ein zentraler
Mediator dieser Prozesse ist der IS und target of rapamycin (TOR) Signalweg (Oldham
und Hafen, 2003). Des Weiteren wird der Mechanismus der larvalen Entwicklung und
Metamorphose von dem Zusammenspiel der Hormone Juvenilhormon und Ecdyson
bestimmt. Ecdyson wird periodisch (in Schiben) exprimiert und induziert die fur
Wachstum notwendigen Hautungen. Die Titer von Juvenilhormon sind wahrend der
larvalen Entwicklung hoch und sinken erst gegen deren Ende. Unter Abwesenheit von
Juvenilhormon &ndert sich der organismische Effekt von Ecdyson und fihrt dazu, dass die
Tiere die Nahrungsquelle verlassen und sich zu verpuppen (Ubersichtsartikel Nijhout et
al, 2014). Die Synthese von Juvenilhormon wird dabei auch von der
Nahrstoffverfiigbarkeit beeinflusst. Wie in der Gelbfiebermiicke Aedes aegypti gezeigt
werden konnte, ist dieser Effekt abhangig vom TOR-Signalweg (Pérez-Hedo et al., 2013).
Eine Funktion von CG9186 innerhalb dieser Regelkreise kénnte die veranderte larvale
Entwicklung der CG9186 Mutanten erklaren. So kdnnte ein gestérter Abbau von
Juvenilhormon in den Mutanten dazu flhren, dass der Juvenilhormon Titer weniger

Flexibilitat gegentber sich verdndernden Nahrungsbedingungen besitzt.

4.4.2.3 CG9186 und target of brain insulin (tobi)

Wie Abbildung 41 fir die adulten Tiere zeigt, weisen die CG9186 mutanten Fliegen
veranderte Expressionsstarken von Genen aus dem IIS auf. So ist zum Beispiel die
Expression von dilp 3 um etwa die Halfte reduziert. Es stellt sich die Frage, ob dieser
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Effekt auch schon wahrend der larvalen Entwicklung zu beobachten ist. Um dies zu
uberprufen, wurde die Expression verschiedener dilps in 5 Tage alten Larven gemessen,
die sich auf Standardmedium 2 entwickelt haben. Zusatzlich wurden die Expressions-
starken ausgewahlter Gene bestimmt, die upstream und downstream des IIS liegen. Wie
Abbildung 48 zeigt, ist wie in den adulten Tieren auch in den CG9186 mutanten Larven
die dilp 3 Expression im Vergleich zur Kontrolle herunterreguliert. Auch fir dilp 6, das
downstream des IIS gelegene d4E-BP (thor) sowie flr kruppel related h1 (kr-h1) konnte
eine reduzierte Expression gemessen werden. Wie in der Literatur fir Drosophila und den
Seidenspinner Bombyx mori beschrieben wurde, wird die Expression von kr-h1 durch
Juvenilhormon induziert (Kayukawa et al., 2012; Minakuchi et al., 2008). Die hier bei den
eigenen Experimenten beobachtete Verminderung der kr-h1 Expression kénnte also auf
einen geringeren Juvenilhormon Titer in den Mutanten hinweisen. Dies kdnnte ein
weiterer Hinweis auf die bereits diskutierte Interaktion zwischen CG9186 und den Jheh
Enzymen sein. So koénnte die Interaktion mit CG9186 die Jheh-Aktivitdt hemmen. Fallt
CG9186 und damit auch diese Hemmung weg, sinkt der Juvenilhormonspiegel, und als
Folge hiervon auch die kr-h1 Expression.

Betrachtet man die qRT-PCR Ergebnisse in Abbildung 48, so fallt besonders die in den
Mutanten drastisch verminderte Expression der a-Glucosidase farget of brain insulin (tobi)
auf. Wie gezeigt wurde, integriert tobi Signale aus dem IS und AKH Signalweg (Buch et
al., 2008). Die tobi Expression wird durch den Drosophila forkhead box O
Transkriptionsfaktor (dFOXO) gesteuert (Buch et al., 2008), der auch an der Regulation
der larvalen Entwicklung durch Juvenilhormon beteiligt ist (Mirth et al, 2014).
Interessanterweise reagiert die Expression von tobi sehr stark auf Veranderungen im
Hefe-zu-Zucker Verhaltnis des Futters (Buch et al., 2008). Wie in Kapitel 4.4.2.2 diskutiert
wurde, passen sich die CG9186 mutanten Larven im Vergleich zur Kontrolle weniger
flexibel an solche Veranderungen an. Im Folgenden wurde daher die Expression der
bereits unter Standardbedingungen betrachteten Gene (akh, dilp1-3, dilp 5, dilp 6, thor, kr-
h1 und ftobi) in Larven gemessen, die sich auf WH und WZ Medium entwickelt haben. Als
Vergleich dienten Tiere, die auf Standardmedium 2 gehalten wurden. Wie Abbildung 49
zeigt spiegelt sich die mangelnde larvale Anpassung auch auf Transkriptebene wieder.
Betrachtet man zum Beispiel die Expression von fobi, so erkennt man bei den Tieren der
Kontrollgruppe die bereits in der Literatur beschriebene Abhangigkeit von der
Futterzusammensetzung (Buch et al.,, 2008). So zeigen Tiere, die auf WH Medium
gehalten werden (hohes Zucker-zu-Hefe Verhaltnis, siehe Tabelle 15), eine um das
Dreifache reduzierte tobi Expression. Besitzt das Futter ein sehr niedriges Zucker-zu-Hefe
Verhaltnis, hat dies eine um das Sechsfache gesteigerte tobi Expression zur Folge
(Abbildung 49). Betrachtet man allerdings die Expressionsstarken bei der CG9186
Mutante, so fehlt diese Regulation der tobi Expression fast vollig. Auch bei der
Expressionsstarke von dilp 1, dilp 6 und thor zeigen sich in der Kontrolle futterabhangige
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Schwankungen, in der Mutante jedoch nicht. Diese Ergebnisse passen zu den bei der
larvalen Entwicklung gemachten Beobachtungen und untermauern eine mdgliche
Funktion von CG9186 bei der Regulation endokriner Signale wie dem Juvenilhormon
Signalweg.

4.5 Ausblick

Da CG9186 ein Serin-Hydrolase Motiv besitzt und auf den LDs lokalisiert, wurde bislang
davon ausgegangen, dass das Protein als Lipase agiert und eine Funktion im
Lipidmetabolismus einnimmt (Thiel et al., 2013). Obwohl in einer Studie flir das murine
CG9186 Homolog (genannt LDAH) tatsachlich eine schwache Cholesterol-Esterase
Aktivitdt gemessen wurde (Goo et al., 2014), konnte im Rahmen anderer Studien (Kory et
al., 2017) sowie in den eigenen Experimenten keine lipolytische Aktivitat von CG9186
nachgewiesen werden. Vielmehr sprechen die in dieser Dissertation identifizierten
CG9186 Interaktionspartner und die bei der Deletionsmutante beobachteten Phanotypen
fur eine Funktion auferhalb des Lipidmetabolismus. Wie die vorliegende Arbeit zum
Beispiel zeigt, ist CG9186 am nutrient sensing beteiligt und besitzt wahrscheinlich eine
Funktion bei der Regulation des Juvenilhormon Signalweges. Kinftige Experimente
mussen zeigen, wie CG9186 hier genau eingebunden ist. Besonders wichtig ware dabei
die Messung des Juvenilhormon Titers in den mutanten Tieren, sowohl unter Standard-
als auch unter wechselnden Futterbedingungen. Wie bereits diskutiert, konnte CG9186
durch Interaktion mit Jheh Enzymen den Juvenilhormon-Abbau hemmen. Dies kdnnte
dazu fuhren, dass die Fahigkeit der Tiere, die Titer des Hormons auf veranderte
Umweltbedingungen anzupassen, eingeschrankt wird. Sollten die Juvenilhormon-Titer in
den CG9186 Mutanten Veranderungen aufweisen, wirde sich unter anderem die Frage
stellen, inwieweit diese Funktion evolutionar konserviert ist. Gegebenenfalls kénnte eine
Funktion in endokrinen Signalwegen so auch eine Erklarung fur die Assoziation des
humanen CG9186-Homologs mit Prostatakrebs liefern.
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Ein zentrales Element des Lebens ist die Fahigkeit, Uberschiissige Energie aus der
Nahrung in Form energiereicher Speichermetabolite zu bevorraten und diese bei
Nahrungsmangel oder erhéhtem Energiebedarf zu remobilisieren. Lipide stellen hierbei
die kalorisch bedeutendste Speicherform dar. Innerhalb von Zellen werden Lipide in
spezialisierten Organellen, den sogenannten Lipidtropfchen (engl.: Lipid Droplets, LDs),
gespeichert. LDs bestehen aus einem hydrophoben Kern, der von einer mit Proteinen
assoziierten Phospholipideinzelschicht umgeben ist. Uber die Bereitstellung von Energie
hinaus besitzen LDs zahlreiche weitere Funktionen. So konnen sie als Speicherort fir
Histone dienen oder sind an der Synthese lipophiler Signalmolekile wie Steroidhormone
beteiligt. Diese funktionelle Diversitat spiegelt sich auch in der Zusammensetzung der LD-
assoziierten Proteine wieder. In Proteom-Analysen mit aufgereinigten LDs wurden
mehrere hundert unterschiedliche Proteine identifiziert, von denen viele bislang wenig
charakterisiert sind. Eines dieser Proteine ist die evolutionar konservierte annotierte
Lipase CG9186 aus Drosophila melanogaster. Eine initiale Charakterisierung anhand von
Uberexpressionsexperimenten  widerlegte die vorhergesagte Rolle als Lipase,
charakterisierte den Lokalisationsmechanismus des Proteins und demonstrierte eine
induzierte Aggregation der LDs (Thiel et al., 2013). Die organismische Bedeutung von
CG9186 blieb jedoch weiterhin unklar.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte daher die Funktion von CG9186 naher
untersucht werden. Durch massenspektroskopische Untersuchen konnte ich zeigen, dass
eine C-terminale Ubiquitinierung von CG97186 fur die induzierte LD-Aggregation
notwendig ist. Des Weiteren konnte ich Interaktionspartner von CG9186 identifizieren, die
auf eine Funktion aufRerhalb des Fettstoffwechsels hindeuten. Um die in vivo Funktion von
CG9186 zu untersuchen, habe ich mittels CRISPR/Cas9 eine CG9186 Deletionsmutante
generiert. Die mutanten Tiere sind homozygot lebensfahig und weisen verringerte
Lipidspeichermengen auf. Aulerdem zeigen sie eine hdhere Sensitivitat gegeniber
Hungerreizen und oxidativem Stress sowie eine geschlechtsspezifische Verkirzung der
Lebensspanne mannlicher Tiere. Zugleich besitzt die Mutante aber eine deutlich erhdhte
Resistenz gegenlber Trockenstress. In Verbindung mit Expressionsdaten verschiedener
Kandidatengene waren die beobachteten Phanotypen mit einem Einfluss der CG9186
Mutation auf die endokrine Regulation der Physiologie vereinbar. Diese Hypothese wurde
durch die in den Protein-Protein Interaktionsstudien beobachtete Bindung zwischen
CG9186 und Enzymen, die den Abbau des Juvenilhormons vermitteln, unterstitzt. Dass
CG9186 mutante Larven ihre Entwicklungsgeschwindigkeit nicht an wechselnde
Futterbedingungen anpassen kénnen und auch nicht in der Lage sind auf Transkriptebene
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adaquat zu reagieren, untermauert die mogliche Rolle von CG9186 in der Regulation des
Juvenilhormon Signalwegs.

Summary

The ability to store excess nutritional energy in the form of energy-rich metabolites, and to
remobilize them in the event of a lack of nutrient supply or elevated energy demand, is a
central feature of life across all phyla. Lipids are the quantitatively most important storage
metabolite. Within cells, lipids are stored in specialized organelles called lipid droplets
(LDs). LDs consist of a hydrophobic core surrounded by a phospholipid monolayer with
proteins attached. In addition to their function as a source of energy-rich compounds to
fuel energy metabolism, more recent data demonstrated multifarious functions of LDs. For
example, LDs serve as storage sites for histones or provide building blocks for the
synthesis of lipophilic signaling molecules such as steroid hormones. This functional
diversity is also reflected by the composition of the LD-associated proteome. Mass
spectrometric analyses of purified LDs have identified several hundred different proteins,
many of which have not been characterized to date. One of these proteins is the
evolutionarily conserved, annotated lipase CG9186 of Drosophila melanogaster. An initial
characterization based on overexpression experiments refuted the predicted role of
CG9186 as a lipase, characterized the protein's localization mechanism and
demonstrated an induced aggregation of LDs (Thiel et al., 2013). However, the organismic
role of CG9186 remained unclear.

The major goal of this dissertation was therefore the elucidation of the function of
CG9186. Through mass spectroscopic experiments | was able to demonstrate that
ubiquitination of the CG9186 C-terminus is necessary for the induced LD aggregation.
Furthermore, | was able to identify interaction partners of CG9186 that indicate a function
outside of fat metabolism. To investigate the in vivo function of CG9186, | used the
CRISPR/Cas9 technique to generate a CG9186 deletion mutant. The mutant animals are
homozygous viable and have reduced lipid storage levels. Additionally, they show a
higher sensitivity towards starvation and oxidative stress as well as a sex-specific. At the
same time, however, the mutants are highly resistant towards desiccation stress. In
conjunction with expression data from selected candidate genes, the observed
phenotypes were in accordance with a predicted influence of the CG9186 mutation on the
endocrine regulation of physiology. In support of this hypothesis | detected a physical
interaction between CG9186 and juvenile hormone degrading enzymes in the protein-
protein interaction studies. The fact that CG9186 mutant larvae are unable to adapt their
developmental timing and transcriptional response to altered nutritional conditions
underlines the potential role of CG9186 in regulating the juvenile hormone signaling
pathway.
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Abbildung 53: Silberfarbung des Polyacrylamid-Gels der Co-IP Proben. Aufgetragen wurde

das von den beads eluierte Prazipitat. Zu erkennen ist die geringere Proteinkonzentration bei den

Proben aus Zellen, die mit OA behandelt wurden.
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Tabelle 16: Liste der im ersten Co-IP Experiment identifizierten Peptide. Inkubation der Zellen
mit 400 pM Olsaure (OA) und ohne OA. Insgesamt wurden 412 Proteine identifiziert. Angegeben
sind die MS/MS counts (engl.: count = Anzahl), also die Anzahl der Spektren, mit der das

entsprechende Protein identifiziert wurde.

Protein IDs Gen Namen MS/MS ~ MS/MS ~ MS/MS  MS/MS
Count Count Count Count
9186 9186 GFP GFP
(400 uM  (kein (400 uM  (kein
0A) 0A) 0A) 0A)
Q59E58;A0A0B4JD57;A0A0B4JD95 43 73 0 0
P42212 Not1 11 9 0 2
Q00963;M9PF16;MIPHG4 B-Spec 7 3 1 2
AOAOB4K661,A0A0B4KG68,Q6NN28,P06754;,A0A0B4KG06;P49455;Q8IGY1,A0 Dhc64C 7 0 0 0
A0B4K6Y8;Q95TA3;Q8/G84
P11147,C7LA75;P29843;Q8I0E9 5 3 1 1
X2JC31,P29742 shot 5 1 1 3
P02572 Gp93 8 9 2 1
X2JCP8;P10987 Hmu 4 7 1 0
QIVFT4 sec31 4 2 0 0
Q9VZI1;M9PE30 r 4 1 0 0
Q24560;A1ZBL0;P61857,Q9VAX7;Q8MST5 ACC 4 3 1 3
Q24020 Atpalpha 3 2 0 0
046231;E14J21;Q9VA56,QIVA58,C7TLAH8;A0AOB4KHF2;Q9VAS59;A0A0B4K7R Psa 3 2 0 1
6,A0A0B4KHW6,A8JRH3;A0A0B4K6N4
P40796 tral 3 4 1 7
P46222,A0A0B4LGZ5 Tango5 3 1 0 2
QOE9B6;A1Z8U9 3 1 0 2
X2JH42;Q05825;,L OMQ04;Q8T4C4 Rpn2 3 0 0 1
P54357, MONEW1 Cpr 2 4 0 0
X2JB48;Q26365 Kr-h2 2 4 0 0
AO0AOB4LHV4;Q01989;H1UUJ8;A0A0B4KGX1 Pvr 2 4 0 0
P40423;,F6J1D0 2 3 0 0
096607;Q9VMI4;MIPB54,MIPEX1,QOE8S7 2 2 0 0
Q9V376,G7H829;Q8IPH6;Q8IPH7;Q9VLZ3;Q8IPHS8 larp 4 4 2 2
P09180 Cas 2 3 0 2
QIVA91;Q8IMI7 RpS5a;RpS5b 2 6 1 4
X2J950;Q03334 Jheh1;Jheh2 2 1 0 0
QIVIW2;,Q9VIW3 glu 2 1 0 0
P06605;P06603;P06604 14-3-3zeta 2 2 0 2
A8DYJ2 12 4 6 4
P55841 2 1 1 0
QI9VBNS RnrL 2 1 1 1
Q99323;MIND9I5;E1JHI5;E1JHI4;P05661,MINF46;MINEP1;MINCU7;E1JHJ3 alphaCop 14 6 7 7
QI9VN21 RpL31 2 3 1 4
P37276;M9PE73;MIPEC8;MIPBQO; MIPEN4;MIPHG8;MIPBQ3 Fmr1 2 1 1 4
P29845,A0A0B4LFD2 poe 2 0 0 0
Q9V597 Nup358 2 0 0 0
QIVNE2 MRP 2 0 0 1
X2JC80;P38979 bocksbeutel 2 0 1 0
Q23979 Che 16 12 9 9
P21187 Aats-glupro 7 1 4 2
QIVEX6;REV_Q9VCU9 alt 3 4 2 2
P41093 Aats-ile 3 2 2 1
QIW0A8 3 5 2 4
QIVXN3 ref(2)P 10 9 7 7
Q9VUD1 Hmt-1 4 0 3 0
QIW2NO porin 6 10 5 9
P13395;M9PDQO;M9PBI5;MIPGV6 Ca-P60A 9 17 8 10
X2JGM9;P41042 Dp1 1 5 1 1
P08736;,C6TP87,P05303;,A4V3Q6 1 4 0 0
P35381 Rab11 2 4 2 1
P55830 1 3 0 0
061231;M9PIMO Cctgamma 1 3 1 1
Q8MLY8;A0AOB4K6N1 Sgt 1 3 1 1
P29844,F3YDHO 1(2)03709 2 8 2 3
P55935;C6SUW3;Q95RG1 BcDNA.GH04962 1 2 0 0



6 Anhang 152
Protein IDs Gen Namen MS/MS  MS/MS ~ MS/MS  MS/MS
Count Count Count Count
9186 9186 GFP GFP
(400 yM  (kein (400 M (kein
0A) 0A) 0A) OA)
QYVZS5;D1Z3A1;REV__QIVGUE twin 1 2 0 0
P02828;M9PBL3 Gp210 1 2 0 0
Q7KUT2 clu 1 2 0 0
X2JCS6;P46223 CHOp24 1 2 0 1
QIVVU2;Q7JRQ1 RpS27 1 3 1 2
Q7JRH5 Tom40 1 3 1 2
Q8T3U2;A0A0B4LFD9 1 1 0 0
X2JDU0;P50882 Gbetal3F 1 1 0 0
P41094 Aldh-ll 1 1 0 0
X2JKU5;Q24186;A0A0B4K683;Q9VFE4 spelt 1 1 0 0
016797 ColV 1 1 0 1
AOAOB4K7U5;E1JH02;Q86505;A0A0B4KFC5;A0A0B4K6 T1;,002768 1 1 0 1
017445,A8Y560 Rbp2 1 1 0 1
P62152;A0A0B4LF57 1 1 0 1
QIW1B9 RpS27A;RpL40;Ubi- 3 5 3 5
p5E;Ubi-p63E
Q9VN25 CG1129 1 1 1 0
Q9VIM7 Acsl 1 1 1 0
QIVWG3;MINEQY;QIVB14 1 1 1 0
Q9VQL7:B72001 hts 1 1 1 0
P13060 RpA-70 1 1 1 0
P54397 RpL12 1 4 1 4
018335 1 3 1 3
Q24154 RpL7A 2 7 2 8
QIVHPO;A0AOB4KGU4 RplL26 1 2 0 4
Q7KN75 betaCop 2 2 2 4
Q9VHL2 1 2 1 4
Q27597;M9PCQ1;Q8IPJ7 RpS10b 1 1 1 2
QoVDI3 Hel25E 1 1 1 2
QIVEH0;Q960Y8 1 0 0 1
062621 AP-1-2beta 1 0 1 0
AOAOB4K6U6;Q08473 1 0 1 0
Q94516 opa-like 1 0 1 1
MONG39;P41073 vig2;fdy 1 0 1 1
P48598;M9PBZ9 zip 1 0 1 1
P24156;A0A023GQA5 bor 10 13 11 1
AOAOC4DHG5;P26686 Ez alpha48D;Ef1alphad8D- 8 13 10 1
Q9VB46 elF-2gamma 4 (] 5 6
QIVXY3 Hsc70-5 4 10 5 15
QIVYDE;MIMS48;Q02427 elF3-510 4 4 5 6
QIYOY7;MIPH85 blw 9 10 12 14
077434;M9PGI6 Top2 3 2 4 6
A1Z8D0 fin 16 27 22 25
QovzL3 zip 5 4 7 3
Q9VJD4 Ef2b 5 7 7 7
Q7K2NO ATPsyn-beta 5 12 7 20
Q7K3D4 RpS19a 4 5 6 4
QIVWU1 RpL9 2 6 3 7
SggNSG;QQI7/8;AOAOB4JDD8;AOAOB4JDG2;B7ZOM9;Q7KSB3;AOAOB4JCZO;QSI Hsc70-4;Hsc70-4-RA 16 29 24 48
QIW423 RpS17 2 3 3 5
QIVNA3 B52 2 1 3 2
X2J4W8;Q9V447 Iva 2 0 3 0
QIWOH3 Hsp83 5 23 8 10
Q53YH3;P29413 elF4G 5 2 8 18
Q06559;,G3M3A2 1(2)37Cc 3 10 5 5
QOE940;E2QCG7 kst 3 3 5 2
A1Z7J7;A127J6;A0A0B4LEY1;A0AOB4LEZ1 alphaTub84D;alphaTub84B; 6 13 10 13
alphaTub85E
QIVL69 mod 3 9 5 12
QIVPJY;Q8IPV3 RpS11 3 3 5 5
QYVPR3 hts 28 20 49 54



6 Anhang 153
Protein IDs Gen Namen MS/MS  MS/MS ~ MS/MS  MS/MS
Count Count Count Count
9186 9186 GFP GFP
(400 uM  (kein (400 uM  (kein
OA) OA) OA) OA)
QIWORO Zip 314 326 570 520
MINH51;Q24562;MINDZ4;,MINF89;QOW1T4 betaTub56D;betaTub85D 7 1" 13 16
AO0A0B4LGI1;P20354;Q7PL78;P16378;P20353;P25157,M9PDM5 ck;ck-RA 31 24 59 23
AOAOB4K7A5,A0A0B4K849,Q02645 jar;jar-RG 25 18 48 41
P15357,Q7JYK1;,P18101,Q9W418;POCG69;A4V1FI;,RIPY16 CG3800 1 2 2 0
002649 nonA 1 2 2 1
Q24208;A0A0B4KGP8;P45975 RpL8 1 4 2 3
QIwWo47 Hsp60 1 6 2 5
QIVAWS,A0A0B4K7Y7,A0A0B4K6K9 RpL18A 2 8 4 7
P45889 RpL22 5 9 10 9
Q24319 bsf 1 1 2 0
QIVIQ8 CG8801 1 3 2 3
097125;Q9VG58;Q9BIS2;Q9IBIR7;Q8INI8;P82910;P02825;P11146 His1:CG33807;His1:CG338 1 2 2 2
34;His1:CG33858;His1;His1
:CG33801
A1Z729;Q7JYX2;Q8MZG9;Q7JUST elF3-S8 1 1 2 1
Q9VBU6 TFAM 1 1 2 1
Q9V411,A0A0B4LEY9 pzg 1 1 2 1
X2JAI12;Q9VIMS Imp 5 9 10 10
Q9Vv438 RpS13 3 6 6 7
A12843 Pep 1 1 2 2
Q9VI10 elF-2alpha 1 1 2 2
QIV3A7 RpLPO 3 5 6 1
X2JC94,046084 Aats-lys 1 2 2 5
QIVKW3 Act5C 2 3 4 8
Q27331,A4VON4 flil 20 1 40 33
QIV3A8 Unc-115b;unc-115-RA;Unc- 4 1 8 3
115a
AOAOB4LH64;,Q8SWR8 TER94 1 1 2 4
Q9VJ86 RpL15 1 1 2 4
P45437 CG12272;CG12272-RA 1 0 2 0
X2JEM4;Q9W334 Hrb98DE 1 0 2 5
QIVPQ2 lost 3 4 7 7
Q24253 RpL23A 3 2 7 7
AOAOB4KEX0;,A1ZAB5 Myo61F 40 41 96 73
Q7KN62,A0A0B4LFZ4 Ost48 2 5 5 4
QIW4K0 CG4668;CG42389-RF 2 1 5 0
AO0A0B4LG88;Q9W255;A0A0B4LGB9 RpS3 4 7 10 17
P43248;MIND86 beta-Spec 49 62 126 109
Q8IQQY;Q8T4G5 Capr;rngi 3 14 8 14
Q8IRC2,E1JIC5;Q95U18,Q8/10Q7;FOJAM2,Q9VZI4;E1JIC6 pAbp 6 9 16 16
AOAOB4LFB8;Q95U20;A0A0B4LGF5;,A1Z9NO;AOAOB4LF33 alpha-Spec 56 91 156 126
QI9VKC1 Act42A 36 77 107 120
QYVNB9 Mtpalpha 1 2 3 0
A8DY82,E2QCN4;,A8DY81,A0A0B4LEZ3;A8DY80 RpL13A 1 2 3 0
Q8IPE8;Q9V397 RpS25 1 4 3 4
Q8SXM8;QIW327 CG13349 1 2 3 2
X2JFR1;Q04047;Q8IR16 RpL18 1 6 3 7
M9PCR4;Q9VUY8;,D3DMJ6 Chd64 8 12 24 16
Q7K2G1,A0A0B4LFA6 Efigamma 1 5 3 7
QIVL18 RpL10 3 6 9 9
P92177 2 8 6 12
QIVZ04 RpS15Aa 1 2 3 5
Q7KTK9;MIPCA2;MIPCU4;MIPCG1,Q9VM14 AGO2 5 3 16 10
Q9VLT5,M9IPB68 PyK 2 3 7 7
QIV4AN3 Hsc70-3;Hsc70-3-RA 9 8 32 30
QIW4xX7 Myo31DF 8 1 29 15
AOAOB4KF46;Q8TOL3 RpS16 3 1 12 8
Q7KMP8 Rpn1 1 5 4 4
Q7KMM4 ran;Ran 1 4 4 5
QIVHAT7,Q709R6 Klp61F 2 4 8 6
Q7K3B7 RpL10Ab 1 5 4 9
097182 sqd 1 2 4 4



6 Anhang 154
Protein IDs Gen Namen MS/MS  MS/MS ~ MS/MS  MS/MS
Count Count Count Count
9186 9186 GFP GFP
(400 yM  (kein (400 M (kein
0A) 0A) 0A) OA)
QIVCA9;A0AOBAKTR1 RpL6 1 3 4 7
Q7K180 CG17896 1 1 4 3
P18053 Rme-8 1 0 4 0
Q94511,A4V449 Aats-asn 1 0 4 2
QIVVA4;MINFHEMIPCUS Tm1 9 29 38 28
QIVK59 Thiolase 1 2 5 0
A1Z9E3 RpS14a 2 10 10 10
QIVYY2,B4F5U4 RpS6 1 4 5 5
QIW1H4 CG10641 2 4 10 8
QII7N0;Q7KTDO;Q7KTC9;Q7KTC8;Q7KTC7,Q7KTC6,Q7KTC5;Q7KTC4,Q7KTC  betaCop 1 2 5 4
3,:Q7KTC2;Q7KTC1,Q7KTBY;Q7KTB8;Q7KTB7,Q9VK56,Q7KTCO
018333 didum 7 20 17
P45594 RpL17 1 0 5 6
QIVSA3 33 62 171 269
QIVEX9 RpS2 1 5 6 7
P25161;M9PG62 Rm62;Rm62-RE 2 6 12 14
Qovwer RpL5 1 5 6 14
QOVN44 sesB 2 18 13 24
Q9V3Co Rack1 2 9 14 9
A1Z7H3;Q8T3L1;A1Z7H2;A0AOB4KFE4 RpL11 1 4 7 5
QII7K5;Q86BA5 RpS23 1 4 7 8
Q7JVY0;A0AOB4KEUS5;AOAOB4KEJT 4 19 30 27
QIVBU7;A0A0B4KT7J2 RpS3A 2 9 18 13
QYVHR5 RplL4 2 14 20 16
Q7KOD3 homer 1 1 10 13
QIVPU7;Q8IPW1 RpS4 1 7 10 14
Q7JW27;A0A0B4LF66 RpS8 1 6 12 14
P48462;H5V895;,Q8TOU6 Mic-c 2 10 26 13
Q960D3;Q9VBX3:D2A6L8 cpa 1 12 14 10
P50887 0 5 2 1
QIW237;A0A0B4LG52 0 4 0 0
Q94920;M9PD75 Droj2 0 7 3 2
P31009;M9PB84 Cyt-b5 0 3 0 0
X2JCX8;P14130 Vha26 0 3 0 0
A4V3J6;P07909;A4V3J5 OstDelta 0 6 4 2
P41126;MIPFFO 1(1)G0156 0 6 2 2
QIVZz34 CG6089 0 3 2 1
061380;A8DZ29 CG31729-RA;CG6263 0 3 1 1
QOE924;A8DYI7,A8DYI6 Jafrac 0 3 0 1
Q7JZW2;A1ZAH8 0 2 0 0
QIVTP4 Rho1 0 2 0 0
Q23978;MIMRS7 0 2 0 0
QIVPJO;MIPDPE AP-2alpha 0 2 2 0
R9Q794;QIW5R8 Mec2 0 2 0 0
P39018,E2QD65 Spase22-23 0 2 0 0
P13469;A0A0B4K7G4 Sec22 0 2 0 0
P48588 0 2 0 0
X2J5G6;P32100 eEF1delta 0 2 0 0
E1JJ68;C7LAE4;P19109;A0A0B4K624;A0A0B4K6A3;A0A0B4K6K1;A0AOB4KETT 0 2 0 0
QIVS34;MIPHM6 Uba1 0 2 0 0
P19889;M9PG76 0 2 0 0
P48149,E1JIM9 Karybeta3 0 2 0 0
A1Z629;A12628;A1Z700 asrij 0 2 0 0
018640;M9PCC1;MIPB67,Q9VYQY;REV__MIPBGS;REV__QIW0S2 ergic53 0 2 0 0
AOAOBA4LGB7;P22700 elF3-84-1 0 2 0 0
P48603;M9PBN7 RplL38 0 2 0 0
P29327:Q95TP9 Spase25;CG1751 0 2 0 0
QI5RF6 wash 0 2 1 0
QIV3G1 Rpn6 0 2 0 0
QII7D3;E4NKG1 0 2 0 0
Q76NQO La 0 4 2 2
P12613;A4V391 Rpt1 0 2 1 1



6 Anhang 155
Protein IDs Gen Namen MS/MS  MS/MS ~ MS/MS  MS/MS
Count Count Count Count
9186 9186 GFP GFP
(400 uM  (kein (400 uM  (kein
OA) OA) OA) OA)
QIVZ23,A4V4A5 Sec61alpha 0 2 0 1
Q9VBH8;Q9VHES 0 2 0 1
QIVJ19 ND75 0 2 0 1
QIW1H8 Rpn9 0 2 1 1
P46863;Q7KVC2 elF-3p40 0 2 0 1
QIWoB8 Oscp 0 2 0 1
X2JIQ5,QIW3W8 0 2 1 1
Q9VBU9 SmD2 0 2 0 1
P48159 0 2 0 1
QIVINE9;,AOAOB4KFM7 BEST:CK01296 0 2 0 1
QIwW229 Rab5 0 2 1 1
P17704 dUTPase 0 2 0 1
Q3YMUO 0 2 4 1
P55828 0 2 0 1
QINJHO;A0A0B4JD11 glo 0 2 0 1
QIVUJB;QIVIJI;MIPD19;B7YZW3 Arc-p34 0 2 1 1
QI5RE4;MINFR5 14-3-3epsilon 0 2 0 1
QIW045 elF-3p66 0 2 2 1
P36241 0 5 1 3
062619 Aats-asp 0 5 2 3
P14199 ATPsyn-gamma 0 6 1 4
QI9VAY2 Tcp-leta 0 3 0 2
QIVUQ5;MIPFK7 Rab2 0 3 0 2
QIXZJ4;E1JGZ9 RpL13 0 7 7 5
Q7K3J0 RpS9;RpS9-RA 0 8 4 6
QIVFV9 Hop 0 4 1 3
096827;A0A0B4LFL3 yps 0 5 4 4
Q9VDL2;Q86BR8 LBR 0 5 3 4
QIW5WS8 RpL28 0 7 6 6
X2J6X1,Q9VJ26 RpL29 0 1 0 0
A1ZBE9 eca;p24-2 0 1 1 0
Q9V434 Acn 0 1 1 0
AOAOB4LFR4;Q7K110 Prosalpha1 0 1 1 0
QOKHU2;Q9VZ69;MINF14,Q8IR99;E1JIMO GstO3 0 1 0 0
Q59E59;A0A0B4K7Q4 ATPsyn-b 0 1 1 0
Q9VSL2 Cam 0 5 4 5
Q02748;C9QP42 RpS15 0 3 1 3
Q4ABD8;Q4AB94;Q4AB54;P02255;Q4ABE3 Trip1 0 3 1 3
A0AOB4K618,A0A0B4KGP6;A0A0B4KFN9;B3LF78;QINFUO Nap1 0 3 0 3
QIVLL3;Q8IPF5,Q86BM5 RpL35A 0 2 2 2
Q7JVI3;A0A0B4LFB3 0 2 1 2
QOEB8ES Tcp-1zeta 0 2 1 2
Q8T8R1,A0A0B4JD46 Mpcp 0 2 1 2
X2JAF1;,Q8MSS1 R 0 2 0 2
QIVZQ3;Q7KVE69;,Q7KV70;M9PBL6;A8JNJ6 deltaCOP 0 2 1 2
Q9VF20 Nacalpha 0 2 1 2
P08645;MIMRT6 0 2 6 2
QVvz71 0 1 0 1
QIW392 RpL35 0 1 1 1
X2JC35,P49630 Atx2 0 1 0 1
QIVW54 Pros29 0 1 0 1
Q8SY19;Q8SY70 Rpn3 0 1 0 1
QIVK69 rept 0 1 0 1
X2JE06;Q9VJY6 CG12702-RA 0 1 0 1
QIVIN7;MIPBGO;RIPY70;MIPDE6;A8DZ25,MIMSJ5;QIVINS,MIPDY6;MIPD RanGap 0 1 0 1
L8,A8DZ24
QIW499 Cyp1 0 1 0 1
QIxzu1 RpL7-like 0 1 0 1
Q7KOE6 0 1 0 1
QIWS5EN2,A0A0B4KEDO coro 0 1 0 1
P15348;M9PDQ1 Tapdelta 0 1 1 1
Q9U4L6;MIPGLT G-salpha60A;G- 0 1 0 1



6 Anhang 156
Protein IDs Gen Namen MS/MS  MS/MS ~ MS/MS  MS/MS
Count Count Count Count
9186 9186 GFP GFP
(400 uM  (kein (400 yM  (kein
OA) OA) OA) OA)
oalpha47A;G-ialpha65A;cta
Q8MLV1 RfC3 0 1 0 1
Q7KM15 0 1 1 1
MYPFB2;M9PCB7,M9PFF9;MIPFG3;Q9VTZ0;M9PI44;MIPF14;M9PF20 SrpRbeta 0 1 0 1
Q8INN5;Q8INN7;E8BNH01;,QIVHI2;Q8INNG;AOA0B4LGZ0;QIVHIT;,A0A0B4LI11; His4 0 1 0 1
AOAOB4LGY1,E1JIH2;E1JIH3;A0A0B4LGY0
Q7PLL6;D2A6J9 Vap-33-1 0 1 1 1
P28668 RpS28b 0 1 0 1
001666 CG7993 0 1 0 1
X2JE34;Q8IR13;Q9VXF8;Q7KUX7,X2JC79 RpL27A 0 1 1 1
Q8SWV5 x16 0 1 3 1
P29310;,A0A0B4KEHO Mgstl 0 1 0 1
P04359 0 1 0 1
Q9VP57 RpL21 0 1 2 1
M9PD65;Q9VIW3;MIPBD9 cpb 0 10 11 11
P48605;,A4V303 RpL32 0 4 0 5
P91926 sta 0 3 3 4
Q9VSN9 lig;lig-RA 0 7 5 10
Q9VCB6;,Q7K112;Q8IMX1 RpS18 0 4 3 6
Q7KMQO RpL34a;RpL34b 0 2 2 3
Q94518;,A0A0B4LEY6 RpL27 0 2 4 3
P52295 Gapdh2;Gapdh1 0 2 2 3
QI9VPN5 lark 0 2 1 3
Q9VEB3 Pen 0 2 3 3
Q8STG9 RpS20 0 2 1 3
Q24439 EfTuM 0 2 1 3
Q9VWH4;Q8TOR3 elF-4E 0 2 0 3
QI9VRLO Hsp68;Hsp70Bbb;Hsp70Bb; 0 2 1 3
Hsp70Bc;Hsp70Ba;Hsp70A
a;Hsp70Ab;Hsc70-2
QIWo48 BEST:LD30049 0 2 2 3
A1Z6H7 RpS7 0 9 12 15
X2JFR6;P41374 FK506-bp1 0 3 1 5
P84040;,A0A0B4KFZ9 RpL14 0 4 5 8
Q8MKK1 T-cp1 0 2 2 4
QIWOE4,;Q8IRHO; Q8IRH1 Tom20 0 2 0 4
044081;E1JGV6,A0A0B4K8B2 RpL30 0 2 4 4
QIV3W7 Akap200 0 1 0 2
QI9VMH2 Nop60B 0 1 0 2
Q7KVX5;,Q9W4N8 0 1 3 2
Q94901 schlank 0 1 1 2
QIVF28 0 1 0 2
QI9VAC1 0 1 0 2
Q7KW39 CG30185;Gr59f 0 1 0 2
X2JFG0;P05990 0 1 0 2
Q7JRC3,Q7KB18 elF6 0 1 0 2
QIVKM8;QIVKM7 tsr 0 1 0 2
M9PC85;,Q9V3V0 0 1 0 2
002195 epsilonCOP 0 1 0 2
QIVPQ7 Prp19 0 1 0 2
P20480;,A0A0B4LI25 Tina-1 0 1 1 2
X2JF59;Q9V3P0 0 1 2 2
QIVN50 elF3-S9 0 1 1 2
A1ZAX1;,A0AO0B4LFL2 SF2 0 1 3 2
QIW3z4 RpL36 0 1 1 2
076767 sqh;CG3595 0 9 9 21
P25007 RpL7 0 3 5 7
QIVK04,X2J9M9;X2JDZ6;QIVK06 elF-4a;elF-4a-RB 0 3 0 7
QIwocs3 RpL23 0 2 2 5
QIW1X9;,A0A0B4KF31 tmod;tmod-RC 0 7 17 20
Q9VTU4 Hrb27C 0 2 2 6
QIVV75 ERp60 0 1 0 3
P53501;,P10981,A0A0B4LH50,P83967,P02574;,MIPFZ6,P45891 Hrb87F 0 1 0 3



6 Anhang 157
Protein IDs Gen Namen MS/MS  MS/MS ~ MS/MS  MS/MS
Count Count Count Count
9186 9186 GFP GFP
(400 yM  (kein (400 M (kein
0A) 0A) 0A) OA)
A1Z9J0;B7YZG6;B7YZG5,E1JH63,A1Z9J1,E1JH64;A129J2,B7YZG4:B7YZG2B  Rbp1-ike;Rbp1 0 1 1 3
7YZG3:A12918;E1JH62;A1Z919;A0A0B4KT7P8;A0AOB4K7Y9,E1JHE5;A0A0B4KT
88;A0A0B4K867;A129J3;A0A0B4K718;A0A0B4K869
P08928;MINES9 Arpci 0 1 0 3
QIV3P6;A0AOB4KHEY; AOAOB4KI10 Arpcd 0 1 0 3
Q9Y0Y5 ncd 0 1 1 3
Q7KLV9;A0A0B4K7Z5 Lam 0 1 3 3
ABE6M1;A1ZBB4,E1JGL8 Ote 0 1 4 3
Q7K4L8 Sc2 0 1 2 3
QIW1V3 RpL3 0 2 5 7
QIW1G7 0 1 1 4
P56538 Tango7 0 1 2 5
QIV3K3;MIPFN1 bel 0 1 4 6
QIVJ12 exba 0 1 2 1
P32392 CG12262 0 0 2 0
QIVXQ5 Cdc5 0 0 2 0
QIVSY2,Q0E8G6 Vha68-2 0 0 2 0
P48810;E1JIKO aru 0 0 2 0
A1Z6Z3;A0A0B4KEE1;Q7JR61;A0A0BAKELO;AOAOB4KFI9,A4UZ69;A1Z6Z4,A0  qkr58E-1 0 0 2 0
AOC4FEI5;A0A0C4DHC8
018332 Fib 0 0 1 0
P07487;M9PJIN8;P07486 CG14995-RC 0 2 0
B6IDV6;E1JHBS; Q7KTI7:MIPCJ1;MIMRE1,Q7KTI8:QIVLQS; Q8IPG1 0 0 2 0
;E1JHB6;MIPCX2;E1JHB7
P48591 0 0 4 0
Q7JR58 0 0 1 1
Q8IPB1;Q9V3I1 DNA-ligl 0 0 1 1
E1JIR4;A0A0B4KGG8;P13607 vic 0 0 1 1
P20240 SsRbeta 0 0 1 1
QIU9IQ4 CaBP1 0 0 1 1
QoV3I2 CG2061 0 0 1 1
QIVWLO Bin1 0 0 2 1
P41092;MIMRC9 Spp 0 0 0 1
Q7JV23;A8DY67,A12784 g\gtsm;Acts7E;ActssF;Act7 0 0 0 1
P48148,A4UZI6 CG3902-RA 0 0 1 1
Q24492 Rab1 0 0 1 2
QIVCKO CG5642 0 0 1 2
QIW3NT Cro 0 0 0 2
Q7KR04 0 0 0 2
Q7K5K3;Q8IML6E KdelR 0 0 0 2
Q7KLW9 abs 0 0 0 2
P26308;A4V410 U2af50;LS2 0 0 0 2
QBMSWO Map60 0 0 0 2
QIWOY1;Q2PE12 Arp87C 0 0 0 2
QIWOM4;BIEQV3 nelb 0 0 0 2
QIVXR5 Effbeta 0 0 0 2
A1Z6H4;Q7K1T1 Pgam5 0 0 3 2
Q7KLX3 RpS15Ab 0 0 0 2
QIVFFO bic 0 0 2 2
Q05547;P12982;Q5LIN2;P48461,A0A0B4KHS9;A8QI94,Q9VQLY RplL24 0 0 2 2
Q7JZB4;E2QCZ9 0 0 6 2
AOAOBALFWSE;A1Z7S0 0 0 4 2
P48809;E1JHA4 elF3-S5-1 0 0 0 3
QIW117;A0A0BALHCY fiw;flw-RB 0 0 0 3
QIVUZ0 0 0 2 3
Q7KVQ7:QoW2S1 Pp1-13C;Pp1-87B;Pp1- 0 0 0 3
Y2;Pp1alpha-96A
QoVJ74 RpS24 0 0 3 3
Q9VGH5;Q8INJ6 RpL19 0 0 4 3
P54611;A0A0B4LGS4 CG8798 0 0 3 3
Q27268;M9IPCI0 Arpc3A 0 0 0 4
Q7K7G0;Q9W555 Arp66B 0 0 1 5



6 Anhang 158

Tabelle 17: Im eGFP-CG9186 Prazipitat angereicherte Proteine aus dem zweiten ColP-
Experiment. Inkubation der Zellen ohne Olsdure. eGFP und eGFP-CG9186 wurden in Kc167
Zellen exprimiert und anschlielend prazipitiert. Die Tabelle listet 50 der im ColP Experiment
identifizierten Proteine in absteigender Reihenfolg der jeweiligen p-Werte auf.

-Log Student's

Protein IDs Gen-Namen T-test p-Wert
Q9WOH3 CG9186 6,24399
B6IDV6;E1JHB8;Q7KTI7;M9PCJ1;MIMRE1;Q7KTI8;Q9VLQS8;Q8IPG

1;M9PCX2;E1JHB7;E1JHB6 Pvr 5,71569
Q9VWLO;X2JFRO;Q8MZ13;M9PI06 Mec2 4,89817
Q8I015;Q9VTS4;E1JHY7;X2JCC3 Pop2 4,40916
097066 twr 4,34814
Q7K3D4 CG5482 4,23245
Q9VCB6;Q7K112;Q8IMX1;Q8IMX0 twin 4,13775
Q7K172 ste24a 4,0893
Q7K110;A0A0B4LFR4 OstDelta 3,81552
018335 Rab11 3,75819
Q24319 Ost48 3,50638
M9PD75;Q94920 porin 3,35067
A17673;A0A0B4KELO;AOAOB4KF99;A17674;A0A0C4DHC8;A0A0B4
KEE1;Q7JR61;A4UZ69;A0A0CAFEIS Aldh-11I 3,34512
Q9VvVD29 Sarl 3,24884
AOAOB4KHU4;Q8SWX6;Q8IMU2 CG11790 3,09837
Q9V3N6 TMOSF4 2,87976
AOA023GQAS5;P24156 1(2)37Cc 2,8556
A8DY82;E2QCN4;A8DY80;A8DY81;A0A0B4LEZ3 Notl 2,81155
A17729;Q7JYX2;Q7JUS1;Q8MZG9 CG2070 2,63276
Q7K2E1;Q9VBQ5 CG5112 2,62937
Q9VB46 Hmu 2,61088
Q9oVvID4 Sgt 2,58422
A8DYI6;Q0E924;A8DYI7 Phb2 2,54793
AOAOB4LGV1;Q9VHY6 EMC1 2,39861
P22700;A0A0B4LGB7 Ca-P60A 2,36484
Q9VZF1 CG1309 2,33521
QOES8E8;Q7JUS9 Mpcp 2,2862
A17843 CG1371 2,27614
AOAOB4KHD4;Q95R48 Orct2 2,27261
QI9VAY2 Gp93 2,21556
Q9VWD9 Ubgn 2,20929
Q9VN44 Karybeta3 2,16241
M9PCQ1;Q27597;Q8IPJ7 Cpr 2,15442
Q9V3A8 ergic53 2,15004
Q7JRC3 Jhehl 2,14628
AOAOB4KHL7;A0A0B4KGN2;P91928 CG6455 2,05375
076268;Q9vQI8;M9PBV2;Q8IPZ6 NTPase 2,02727

Q7KMM4 GCS2alpha 1,91719
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Protein IDs

-Log Student's

Gen-Namen T-test p-Wert

X2JH42;L0MQ04,;Q05825;08T4C4
M9PBD9;Q9VIW3;M9PD65
Q9W392

Qoxzu1

Q76NQO

QoVXQ5

Q7KB18

QoVSD6

Al17zBJ2
AOAOSOWNNG;Q9TVM2
P13607;E1JIR4;A0AOB4KGGS8
Q7PLL6

1.400
1.200
1.000
800
600
400

200

Anzahl Zellen
o
L
CGo186 (1) +hsl_____ —F+—
CG9186(2) +hsl_____———
cG9186(2) + hmu()[___ —F+——

CG9186 (1) + hmu (1) |

CG9186 (2) + cpr

CG9186 (1) + cpr|
CG9186 (1) + gp93 (1)

cG9186 (1) + pvr () __ —F——
cG9186 (2) +pyr ([ —4——
cGot86 (1) +pvr(z [ ——+—
CG9186(2) + pvr(2) [ ——F—

CG9186 (1) + hmu (2) |

CG9186 (2) + hmu (2) |

CGY9186 (2) + gp93 (1)

CG9186 (1) + gp93 (2) |

CG9186(2)+gp93 () ———4——
CG9186 (1) + fabp (1) |

CG9186 (2) + fabp (1) [

CG9186 (1) + fabp (2) |

ATPsynbeta;
ATPsyn-beta

RanGAP
CCT2
Cas
CG33303
Tcp-1zeta
Jheh2
msk
CG7461
emb
Atpalpha
CG17514

CG9186 (1) + mdy |
CG9186 (2) + mdy) |

CG9186 (2) + thread [—F——

CG9186 (1) + thread (3

CG9186 (2) + fabp (2) |

1,82318
1,81703
1,74521
1,74222

1,7134
1,51059
1,39566
1,35746
1,32628
1,30392
1,26824
1,21453

Abbildung 54: Zellzahl nach Doppel RNAi. Drosophila Kc167 Zellen wurden mit verschiedenen

dsRNAs inkubiert. Die Zellen wurden anschlieRend fixiert und die Zellkerne und LDs mit

Hoechst33258 und Bodipy493%93 gegengefarbt. Ubersichtsaufnahmen wurden angefertigt und die
Anzahl an Zellkernen mit einer Bildsegmentierungssoftware ausgewertet. RNAi von thread und pvr
fihrt auch unter gleichzeitiger CG9186 RNAI zu einer verminderten Zellzahl (im Vergleich zu fabp-

oder mdy RNAI.
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Abbildung 55: Fruchtbarkeit und Schlupffahigkeit. Zwei sieben Tage alte jungfrauliche Weibchen
wurden mit einem sieben Tage alten jungfraulichen Mannchen in ein Futterréhrchen gegeben und fir
drei Tage alle 24 Stunden umgesetzt. Die in jedem Rd&hrchen enthaltenen Eier wurden gezahit. Die
Réhrchen wurden bei 25 °C inkubiert und zu einem spateren Zeitpunkt die Anzahl an Puppen
quantifiziert. Der Anteil an Puppen an der Zahl der Eier bestimmt die Schlupffahigkeit in Prozent. Es
wurden unterschiedliche Kombinationen der Kontrolllinie und dem Allel 35.7 analysiert. Pro
Kombination wurden 8 Réhrchen ausgezahlt. A zeigt die durchschnittliche Anzahl Eier pro Tag, B die
durchschnittliche Schlupffahigkeit. Signifikanzniveaus: ns= nicht signifikant.

Hg Fluorescein/mg Protein

450 1

400
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|

4°C ad libitum 16 h gehungert

Abbildung 56: Quantifizierung der Futteraufnahme sieben Tage alter mannlicher Fliegen. Sieben
Tage alte mannliche Fliegen wurden in Gruppen von 20 Tieren fir 30 min auf Fluorescein-haltiges
Futter gesetzt. Die Tiere wurden anschlieRend homogenisiert die Fluoreszenz-Intensitat quantifiziert.
Als Positivkontrolle dienten Fliegen, die Uber Nacht gehungert wurden. Es wurden jeweils drei
Roéhrchen als technische Replikate gemessen. Als Negativkontrolle wurden Kontrollfliegen auf
gekihltes Futter gesetzt und der Versuch bei 4°C durchgefihrt. Die Tiere bei 4°C zeigen eine
verringerte Futteraufnahme, die vorab gehungerten Fliegen hingegen eine héhere als unter ad libitum
Bedingungen. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und dem Nullallel 35.7
festgestellt werden. Lediglich unter ad libitum zeigte Allel 35.2 eine geringfligig hdhere Futteraufnahme
als die Kontrolllinie. Signifikanzniveaus: ns = nicht signifikant, p < 0,05 (*)
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Abbildung 57: Pertubation der Energieverfiigbarkeit und anschlieBende Messung der TAG- und
Glykogen-Spiegel in 7 Tage alten Mannchen. A: Fliegen wurden nach dem Schlipfen fiir sieben Tage
auf Futter mit einem hohen Fettanteil (HF) gesetzt. Sowohl die Kontroll- als auch die CG9186 mutanten
Tiere (35.2 und 35.7) reagieren mit einem Anstieg der gesamtorganismischen Lipidspeicher. Auch unter
HF Futter zeigen die Mutanten eine signifikant niedrigere TAG Menge als die Kontrolle. B: Vor der TAG
Messung von sieben Tage alten Mannchen wurden die Tiere entweder ad libitum gefuttert, fur 24 Stunden
gehungert oder fiir 24 Stunden gehungert und anschlieend wieder ad libitum gefittert. Das Hungern fihrt
sowohl in den Mutanten als auch in der Kontrolle zu einer drastisch verringerten Lipid- und Glykogen-
Speichermenge. Nach der Hungerphase ist bei den TAG Werten kein signifikanter Unterschied zwischen
der Kontrolle und den Allelen 35.2 und 35.7 feststellbar. Das Umsetzen auf Standardmedium fihrt zu
einem erneuten Anstieg der TAG-Mengen. Die Mutante zeigt zu diesem Zeitpunkt wieder eine etwas
geringere Lipidspeichermenge als die Kontrolle. Signifikanzniveaus: ns = nicht signifikant, p < 0,05 (*)
p < 0,001 (***)
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Abbildung 58: Gesamtorganismische Trehalose-Spiegel in sieben Tage alten Tieren. Es besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen den Allelen 35.1 bzw. 35.7 und der Kontrolle. Signifikanzniveaus: ns =
nicht signifikant
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Abbildung 59: Uberlebensdauer unter Hungerstress. Sieben Tage alte Tiere wurden in Gruppen
von 30 Individuen in ein Réhrchen mit 0,5 % Agarose (in Wasser) gegeben und alle vier bis 12
Stunden tote Tiere ausgezahlt. Pro Geschlecht und Genotyp wurden funf Réhrchen (150 Fliegen
total) ausgewertet. Das Diagramm zeigt den Anteil lebendiger Fliegen in Abhangigkeit von der
Hungerdauer. Sowohl fur die mutanten Weibchen als auch Mannchen (Allel 35.1 und 35.7) zeigt sich
eine signifikante Linksverschiebung der Uberlebenskurven. Signifikanzniveaus: p < 0,001 (***)
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Abbildung 60: Sensitivitit gegeniiber oxidativem Stress. 30 Tiere (sieben Tage alt) wurden mit
20 mM Paraquat (mit 5 % Saccharose in Wasser) inkubiert und das Uberleben der Tiere
Uberwacht. Pro Genotyp und Geschlecht wurden jeweils flinf Réhrchen (150 Tiere) ausgezahlt.
Paraquat fiihrt schon nach 20 Stunden zu einem Abfall der Uberlebenskurven. Hierbei zeigen sich
die mutanten Tiere (Allel 35.1 und 35.7) sensitiver als die Kontrolle. Signifikanzniveaus: p < 0,001
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Abbildung 61: Sensitivitit gegeniiber Trockenstress. 30 Tiere wurden ohne Futter- und
Wasserquelle in ein Réhrchen gegeben und tote Tiere alle vier bis zwolf Stunden ausgezahlt. Pro
Geschlecht und Genotyp wurden vier Réhrchen ausgezahlt (120 Tiere). Bei den CG9186 mutanten
Weibchen und Mannchen zeigt sich eine héhere Resistenz gegenuber Trockenstress und dadurch
eine statistisch signifikante Rechtsverschiebung der Uberlebenskurven. Signifikanzniveaus:
p< 0,001 (***)
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Tabelle 18: Nahrstoffzusammensetzung der Drosophila-Medien der AG Klein
(Standardmedium 1), AG Jackle (Standardmedium 2), sowie des Wenig Hefe (WH) Mediums.
Angegeben sind Nahrstoff-relevanten Inhaltsstoffe der Medien mit deren Anteil am Nahrwert (in
kjoule) und Menge an Zucker, Protein und Fett (in g). Die Informationen zu den einzelnen
Nahrstoffen stammen von den Verpackungen. Zu dem Wenig Zucker Medium (WZ, (Na et al.,
2013)) koénnen keine genauen Nahrstoff-Angaben gemacht werden, da der Zuckergehalt von
Bacto-Pepton und Bacto Yeast Extract nicht bekannt war.

Nahrwert pro 100 ml g Zucker pro 100 ml g Protein pro 100 ml g Fett pro 100 ml

Medium 1 Medium2 WH Medium1 Medium2 WH Medium1 Medium2 WH Medium1 Medium2 WH

Maisschrot 98,8 11,4 11,4 0,1 0,1 0,1 0,6 0,7 0,7 0,1 0,1 0,1
Sojamehl 17,3 18,2 18,2 0,1 0,1 0,1 04 0,4 0.4 0,2 0,2 0,2
Trockenhefe 22,9 24,5 2,4 0,0 0,0 0,0 0,7 0,7 0,1 0,1 0,1 0,0
Riibensirup 50,7 27,9 27,9 2,6 1,5 1,5 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0
Malzextrakt 54,7 97,3 97,3 2,0 3,6 3.6 0,2 04 0.4 0,0 0,0 0,0
Summe 2444 279,2 257,2 4,8 5,2 5,2 21 2,3 1,7 0,4 0,5 0,3

Wenig Hefe (WH)
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Abbildung 62: Larvale Entwicklungsdauer auf Futter mit wenig Hefe (WH). 50-60 adulte Fliegen
(sieben Tage alt) wurden fur ca. 16 Stunden auf Futter mit wenig Hefe (Medium 2 mit 90 % weniger
Hefe) gehalten und das Auftreten von Puppen gezahlt (Inkubation bei 25 °C). Die mutanten Tiere
(35.1 und 35.7) entwickeln sich signifikant friher bis zur Verpuppung als die Kontrolltiere.
Signifikanzniveaus: p< 0,001 (***)
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Abbildung 63: Rettungsexperiment fir die larvale Entwicklung auf WH-Medium. A: 50-60 adulte
Tiere wurden Uber Nacht auf verschiedene Futter (Standard, WZ, WH sowie WH mit verschiedenen
Zusatzen) gesetzt. Nach genau flinf Tagen wurden Bilder von den Larven aufgenommen. Von den
Larven auf dem WH sowie WH+BP (BP = Bacto Pepton) Futter wurden nach weiteren drei Tagen
(auftreten erster nicht wandernder L3 Larven) erneut Bilder aufgenommen. Auf dem WH Medium
kommt es zu einem verlangsamten Wachstum. Dieder Effekt ist in der Kontrolllinie starker ausgepragt
als in der CG9186 Mutante. Durch Zugabe von delipidierter Hefe (WH+DH) kann das Wachstum
gerettet werden, durch Zugabe von Bacto Pepton nicht. Supplementation des WH Mediums mit Bacto
Yeast Extract (WH+HE) flhrt zu einer partiellen Rettung. Der Mal3stabsbalken entspricht 2 mm. (B):
TLC mit Lipid-Extrakt aus Trockenhefe, delipidierter Hefe und Bacto Yeast Extract. CE= Cholesterol
Ester, FFS = freie Fettsauren, E = Ergosterol.
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Abbildung 64: Messung von Cholesterol in sieben Tage alten adulten Mannchen und L3
Larven. Gemessen wird das Gesamt-Cholesterol und freies Cholesterol, hieraus errechnen sich
die Cholesterolester. Die Entwicklung der adulten Tiere fand entweder auf Standardmedium
(Medium 2) oder WH Medium statt. Die Entwicklung auf WH Medium hat eine signifikant
verringerte Gesamt-Cholesterol Menge zur Folge. Die Allele 35.1 und 35.7 weisen auf
Standardmedium geringere Gesamt-Cholesterol- und Cholesterolester Werte auf als die
Kontrolllinie. Auf WH Medium sind die Unterschiede nicht signifikant. Signifikanzniveaus: ns = nicht
signifikant, p< 0,05 (*), p < 0,05 (**)



Abkurzungsverzeichnis

Bezeichnung Abkiirzung
adipokinetisches Hormon AKH
adipose plasma membrane associated Protein APMAP
ancient ubiquitous protein 1 AUP1
Arginin R
Aspartat D
beziehungsweise bzw.
Bicinchoninsaure (engl. bicinchoninic acid) BCA
Bovines Serum-Albumin BSA
circa ca.
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats CRISPR
computated gene CG
Corpora cardiaca CcC
CRISPR associated endonuclease 9 Cas9
CTP:phosphocholin cytidyltranferase CCT
Cystein C
Deoxyribonucleic acid DNA
Diacylglycerol-O-acyltransferase 2 DGAT2
Diacylglyceroltransferase 1 (DGAT-1, Drosophila Gen: mdy, midway) DGAT-1
Doppelstrangbruch DSB
doppelstrangige RNA dsRNA
Drosophila Insulin Rezeptor dIinR
Drosophila Insulin-like Peptide DILP
Drosophila protein interaction map DPiM
Drosophila RNAi Screening Center DRSC
Dunnschichtchromatographie (engl. thin layer chromatography) TLC
engl. Englisch
Umdrehungen (engl.: rounds per minute) rpm
enhanced green fluorescent protein eGFP
ER-assoziierten Degradation ERAD
Escherichia coli E. coli
et alii etal.
Ethanol EtOH
Ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid EGTA
Ethylenediaminetetraacetic acid EDTA
expression Quantitative Trait Locus eQTL
expression quantitative trait locus eQTL
fatty acid binding protein fabp
Function Analysis and Selection Tool for Single Nucleotide Polymorphisms  FastSNP
Genome Wide Association Studies GWAS
Glycin G

guide RNA gRNA
Histidin H
Hormone-sensitive lipase HSL
Horseradish peroxidase HRP



Abkurzungsverzeichnis
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Insulin producing cell

Insulin/Insulin-like growth factor Signalweg
Insulin-like growth factor

Juvenile hormone epoxide hydrolase

Juvenile hormone-inducible protein 1
kodierende Sequenz (engl.: coding sequence)
komplementare DNA

Lysin

Maximum Intensitats-Projektion

mechanistic Target Of Rapamycin

midway

Mouse lipid droplet associated hydrolase
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
offener Leserahmen (engl.: open reading frame)
Olséaure (engl.: oleic acid)

P450 Oxidoreduktase

Phosphate buffered saline

Polymerase chain reaction

pro analysis

Protein-Protein Interaktion

Revolutions per minute

Ribonucleic Acid

RNA Interferenz

Serin

Silent Information Regulator 2

Single Nucleotide Polymorphism

sterol regulatory element binding protein
Stunde(n)

target of brain insulin

Trehalose

Triacylglycerol

Unpaired 2

Untranslatierter Bereich (engl.: untranslated region)
Upstream activating sequence

Vollentsalztes Wasser

wenig Hefe

wenig Zucker

zum Beispiel

IPC

s

IGF
Jheh
Jhi-1
CDS
cDNA
K

MIP
mTOR
mdy
mLDAH
SDS-PAGE
ORF
OA
POR
PBS
PCR
p.a.

PPI
rpm
RNA
RNAI

S

Sir2
SNP
SREBP
h

tobi

Tre
TAG
Upd2
UTR
UAS
VE Wasser
WH
wz
z.B.
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