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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit Analysen zur Funktion und Bedeutung der ABC-
Transporter in der Taufliege Drosophila melanogaster. Dazu wurden die Aufgaben dieser
Proteine in der Augenpigmentierung, im Vitamintransport und im Lipidmetabolismus genauer
charakterisiert. AuRerdem wurden Enzyme und Proteine, die an der Pigmentierung der Kom-

plexaugen beteiligt sind, analysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die ABC-Transporter White (W), Scarlet (St) und Brown (Bw) in
subzellularen Kompartimenten der Malpighischen Gefalle von Drosophila melanogaster lokali-
siert sind. Dort sind die Proteine funktionell voneinander abh&ngig, denn fir die Stabilisierung
und Integration in die Membran der intrazellularen Vesikel wird ein Dimerisierungspartner beno-
tigt. Analog zum Komplexauge existieren in den Malpighischen GeféaRen die Heterodimere W/St
und W/Bw. Eine bisher noch nicht beschriebene Funktion von W/Bw in den Exkretionsorganen
ist der aktive Transport des essentiellen Vitamins Riboflavin zur intrazellularen Speicherung,
woran auch W/St partiell beteiligt ist. Offensichtlich ist diese Akkumulierung unter Laborkonditio-
nen nicht wichtig fur das Uberleben der Taufliege. Solange durch die Nahrungsquelle geniigend
Riboflavin zur Verfligung steht, sind auch entsprechende Mutanten ausreichend versorgt.

ABCG2, ein humanes Homolog von Drosophila White, das ebenfalls als Riboflavin-Transporter
beschrieben wurde, ist weder im Komplexauge noch in den Malpighischen Gefal3en in der Lage,

die Funktion von White zu tlbernehmen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde erstmals eine detaillierte Untersuchung von Lipidgehalt
und -verteilung in Drosophila melanogaster vorgenommen. Durch die Verwendung der drei
Methoden Dunnschichtchromatographie, Gaschromatographie und Massenspektrometrie konn-
ten Neutrallipide, Phospholipide und die Verteilung der Fettsauren dargestellt werden. Zahlrei-
che Lipidanalysen zeigen, dass das Lipidmuster in Drosophila durch unterschiedliche Faktoren
beeinflusst wird. Von besonderer Bedeutung sind die unerwartete Variabilitat in Wildtypstammen
und der Einfluss des ABC-Transporters White, welcher bei der Verwendung des UAS-GAL4-
Systems fehlexprimiert wird. Daher ist es wichtig, die erhaltenen Ergebnisse durch mehrere
experimentelle Ansatze zu Uberprufen, um sie richtig interpretieren zu kénnen.

Zu beachten ist, dass ein reduzierter Lipidgehalt das Verhalten von Drosophila in vielen Experi-
menten beeinflussen kann, auch wenn es sich dabei aufgrund von unterschiedlicher genetischer
Herkunft der Mutanten mdéglicherweise nicht um einen Phanotyp handelt. Diese Beobachtungen

verdeutlichen, wie wichtig die Auswabhl der richtigen Kontrollen in der Forschung ist.



Zusammenfassung

Innerhalb dieser Lipidanalysen konnten sowohl in zahlreichen Augenpigmentierungsmutanten
als auch bei den knock-downs von ABCA- und ABCG-Transportern interessante Phanotypen
festgestellt werden. Mutationen in einzelnen Untereinheiten des AP-3-Komplexes haben bei-
spielsweise einen drastischen Effekt auf den Protein- und Lipidgehalt. Auch Mitglieder der
ABC-Transporter, die, wie ihre humanen Homologe, den Lipidmetabolismus direkt oder indirekt
beeinflussen, konnten in Drosophila identifiziert werden. Beispiele hierfir sind white und Atet
sowie bisher noch nicht genauer charakterisierte Gene wie CG3164 und CG9664. Hier sind
jedoch weitere Untersuchungen notwendig, um deren Funktion im Lipidstoffwechsel verstehen

zu koénnen.



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Funktion und Bedeutung der ABC-Transporter

ABC-Transporter (ATP binding cassette) stellen eine der gréf3ten bekannten Proteinfamilien dar.
Sie sind in ihrer Struktur evolutionar hochkonserviert und kommen in Archaeen, Prokaryoten und
Eukaryoten vor (Higgins, 1992; Schneider und Hunke, 1998).

Mitglieder dieser Proteinfamilie transportieren unter
der Hydrolyse von ATP eine Vielzahl verschiedener
Substrate Uber biologische Membranen. Ein funktio- g% :
neller fullsize ABC-Transporter besteht gewdhnlich -

aus zwei ATP-Bindedomanen (bzw. Nukleotid-Binde-

domanen, NBD) und zwei Transmembrandomanen

ABC motifs:
(TMD). Die NBD sind auf der cytoplasmatischen Seite S: ‘x::tgi‘;
- T S-Si
lokalisiert, fur die Bindung und Spaltung von ATP ver- A N N
antwortlich und beinhalten charakteristische Struktur- Abb. 1: Aufbau eines ABC-Transpor-
. . . . ter Heterodimers. Das Dimer besteht
motive (ABC-Motive). Die hydrophoben TMD sind aus 12 transmembranen Segmenten
wichtig fur die Substratspezifitat und bestehen aus je- sowie zwei ATP-Bindedomanen mit
ABC-Motiven. ABC: ATP binding cas-
weils sechs bis elf transmembranen, a-helicalen Seg- sette (Tarr et al., 2009).

menten (Dean et al., 2001). Haufig bilden zwei so ge-
nannte halfsize-Proteine mit jeweils einer NBD und einer TMD Homo- oder Heterodimere
(Abb. 1).

In Drosophila melanogaster sind bis heute 56 ABC-Transporter identifiziert worden, die in die
Unterfamilien ABCA bis ABCH eingeteilt werden. Diese Dissertation konzentriert sich auf die
Charakterisierung der Familien ABCA und ABCG. Erstere zahlt in der Taufliege zehn Proteine,
Letztere stellt mit 15 Mitgliedern die gro3te Subfamilie dar (Dean et al., 2001).

Die bekanntesten ABC-Transporter in Drosophila sind White (W), Scarlet (St) und Brown (Bw),
drei Mitglieder der Unterfamilie ABCG, die an der Augenpigmentierung beteiligt sind. Diese
Proteine werden unter 1.2.2 beschrieben. Weitere genauer charakterisierte ABCG-Transporter
sind E23 (early gene at 23) und Atet (ABC-transporter expressed in trachea). E23 wurde auf-
grund seiner Lage im 23E frihen Puff polytédner Riesenchromosomen in larvalen Speicheldriisen
benannt. Seine Transkription wird durch Ecdyson induziert und durch das Rezeptordimer
EcR/Usp (EcR: Ecdyson-Rezeptor; Usp: ultraspiracle) aktiviert. Das Protein E23 hat grolie
Ahnlichkeit zum ABC-Transporter White und stellt einen halfsize-Transporter dar, der entweder
als Homo- oder als Heterodimer fungieren kann (Hock et al., 2000). Transkripte von Atet wurden

10



1 Einleitung

im respiratorischen System und in der Amnioserosa detektiert. Das Protein Atet zeigt ebenfalls
eine starke Ahnlichkeit zu White (Kuwana et al., 1996).

Die humanen ABC-Transporter z&hlen 48 Mitglieder und werden in die Gruppen ABCA bis
ABCG eingeteilt (Dean et al., 2001). Viele dieser Proteine sind von medizinischer Bedeutung, da
sie eine Rolle im Lipidmetabolismus spielen und im Zusammenhang mit lipidassoziierten Krank-

heiten oder anderen spezifischen Erkrankungsbildern stehen (Pohl et al., 2005; s. Tabelle 1).

Transporter | Funktion Krankheit

ABCAl Cholesterin- und Tangier-Krankheit, HDL-Defizienz
Phospholipidtransport

ABCA2 Multidrug-Resistenz unbekannt

ABCA4 Retinoidtransport in Photo- | Stargardt-Krankheit, Retinopathia pigmentosa, Zapfen-
rezeptorzellen (Stédbchen) Stabchendystrophie, altersabhéngige Makuladegeneration

ABCB1 Multidrug-Resistenz Morbus Crohn, Colitis ulcerosa

ABCB2 Peptidtransport Immundefizienz

ABCB3 Peptidtransport Immundefizienz

ABCB4 Gallensauretransport Progressive familiare intrahepatische Cholestase Typ 3

ABCB6 Eisentransport unbekannt

ABCB7 Eisentransport X-chromosomale Sideroblastose und Anamie

ABCB11 Gallensauretransport Progressive familiare intrahepatische Cholestase Typ 2

ABCC1 Multidrug-Resistenz unbekannt

ABCC2 Gallensauretransport Dubin-Johnson-Syndrom

ABCC4 Nukleosidtransport unbekannt

ABCC6 unbekannt Pseudoxanthoma elasticum

ABCC7 Chloridionenkanal Cystische Fibrose

ABCCS8 Sulfonylurea Rezeptor Persistierende hyperinsulindmische Hypoglykamie bei

Kindern

ABCD1 Transport langkettiger Adrenoleukodystrophie
Fettsauren

ABCD3 unbekannt Zellweger Syndrom 2

ABCE1l Oligoadenylat-Bindeprotein | unbekannt

ABCG1 Cholesterintransport unbekannt

ABCG2 Multidrug-Resistenz unbekannt

ABCG5 Steroltransport Sitosterolamie

ABCGS8 Steroltransport Sitosterolamie

Tabelle 1. Auflistung einer Auswahl an humanen ABC-Transportern. Darstellung ihrer Funktion und
der mit ihnen assoziierten Krankheiten. HDL: high-density lipoprotein. Nach Schmitz und Langmann, 2003
und Stefkova et al., 2004.

Die am besten charakterisierten Vertreter der Unterfamilie ABCA, bestehend aus zwolf Protei-
nen, sind ABCA1 und ABCA4. Mutationen in ABCA1 kénnen in der Tangier-Krankheit bzw. in
HDL-Defizienz (high-density lipoprotein) resultieren, da dieses Protein am Cholesterol Transport

und an der HDL-Biosynthese beteiligt ist. ABCA4 transportiert Vitamin A Derivate in die ul3eren
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1 Einleitung

Bereiche der retinalen Stébchen, weshalb Defekte in ABCA4 unter anderem zur Stargardt-
Krankheit fuhren kdnnen (Dean et al., 2001).

Von den funf bekannten humanen ABCG-Transportern sind ABCG1, ABCG2, ABCG5 und
ABCG8 genauer charakterisiert. ABCG1 spielt eine Rolle in der Regulation des Cholesterol-
transports und wurde aufgrund der Sequenzahnlichkeit zu Drosophila White bereits mehrfach
als dessen humanes Homolog bezeichnet (Chen et al., 1996; Savary et al., 1996; Croop et al.,
1997; Nakamura etal., 1999; Klucken etal., 2000; Kirov etal., 2001). Das breast-cancer
resistance protein (BCRP) ABCG2 ist involviert in die Multidrug-Resistenz und transportiert
beispielsweise Riboflavin in die Muttermilch (van Herwaarden et al., 2007). ABCG5 und ABCG8
bilden ein Heterodimer und transportieren Sterole in den Darm und in die Leber, weshalb Mutati-
onen in einem der beiden Gene in der Erbkrankheit Sitosterolamie resultieren kbénnen (Berge
et al., 2000; Dean et al., 2001).

1.2 Die Pigmentierung der Augen in Drosophila melanogaster

Vor genau 100 Jahren berichtete der Zoologe Thomas Hunt Morgan erstmals Uber eine atypi-
sche Taufliege. In seiner Veroffentlichung Sex limited inheritance in Drosophila beschrieb er das
Auftreten eines weil3dugigen Mannchens in einer Kultur von Drosophila melanogaster und seine
Beobachtungen Uber dessen Nachkommen. Dabei fand er heraus, dass white eine rezessive
Mutation auf dem X-Chromosom ist, was den Grundstein fur die Chromosomentheorie der
Vererbung legte (Morgan, 1910). Somit war es erstmals gelungen, ein Gen einem bestimmten
Chromosom zuzuordnen (Green, 2010).

Seit dieser Zeit sind zahlreiche verschiedene Augenfarbenmutanten entdeckt und beschrieben
worden, darunter Fliegen mit Mutationen in ABC-Transportern, in Enzymen oder in anderen an
der Pigmentierung der Augen beteiligten Komplexen. Eine Selektion dieser Proteingruppen ist

Gegenstand dieser Arbeit und wurde auf verschiedene Aspekte hin analysiert.

Das Komplexauge von Drosophila melanogaster besteht aus 800 identischen Photorezeptor-
organen, den Ommatidien (Abb. 2 A). Jedes dieser Einheiten setzt sich zusammen aus der
Cornea am apikalen Ende, acht Photorezeptorzellen (R1 bis R8) mit ihren Rhabdomeren, vier
Kegelzellen, einem Borstenkomplex sowie zwei primaren, sechs sekundéaren und drei tertiaren
Pigmentzellen. Letztere schirmen das Ommatidium in seiner gesamten Lange von den Nachbar-
zellen ab (Ready et al., 1976).
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Ommochrom-Synthese Pteridin-Synthese

Tryptophan Guanin

Pigment- i
Tryptophan 9 I Guzimln
Tryptophan 2,3- vermilion Zelle
Dioxygenase ETP ovel
Formyl-Kynurenin Punch | hydrmaﬁc}_
Kynurenin l HZ'NTP
Formamidase - Xanthommatin purple 1 PTP Synthase
Kynurenin : 6-PTP
Kynurenin Drosopterin *V
Hydroxylase l cinnabar PDA 7,8-Dihydropterin
3-Hydroxykynurenin
* Phenoxazinon
Synthetase Bw
(karmoisin)
**ppa Synthase

\ (sepia) /

Pigmentgranula

Abb. 2: Schematische Darstellung eines Ommatidiums und der Stoffwechselwege in der Augen-
pigmentierung. A: Ein Ommatidium besteht aus Cornea (Co), Photorezeptorzellen (blau) und ihren
Rhabdomeren (schwarz), Kegelzellen (beige, hellblau) und priméren (orange), sekundaren sowie tertidren
(gelb) Pigmentzellen (Cagan und Zipursky, 1992). Der Borstenkomplex und die sekundaren Pigmentzellen
sind in der Abbildung nicht zu sehen. B: Xanthommatin und Drosopterin werden auf unabhéngigen Syn-
thesewegen hergestellt und akkumulieren in den Pigmentgranula im Inneren von Pigmentzellen. 3-OHK:
3-Hydroxykynurenin; 6-PTP: 6-Pyruvoyltetrahydropterin; Bw: Brown; Co: Cornea; GTP: Guanosintriphos-
phat; H,-NTP: Dihydroneopterin Triphosphat; PDA: Pyrimidodiazepin; St: Scarlet; W: White.

Die Farbe der Augen wird von Pigmenten bestimmt, die in den Pigmentgranula im Inneren der
Pigmentzellen akkumulieren (Abb. 2 B). Diese Farbstoffe sind nicht an der Lichtdetektion betei-
ligt, sondern fur die optische Isolation jeder Einheit des Komplexauges von dessen Nachbar-
Ommatidien verantwortlich und erhéhen somit Kontrastsensitivitat und Sehschéarfe (Summers
etal., 1982). Die wildtypische Augenfarbe entsteht durch ein Zusammenspiel von braunen
Ommochromen und roten Pteridinen. Die prominentesten Pigmente in Drosophila sind die
beiden Farbstoffe Xanthommatin (braun) und Drosopterin (rot), die auf unabhangigen Synthese-
wegen hergestellt werden (Abb. 2 B). Xanthommatin wird aus Tryptophan Uber Formyl-
Kynurenin, Kynurenin und 3-Hydroxykynurenin (3-OHK) gebildet (Summers et al., 1982), wéah-
rend Drosopterin aus Guanin Uber Guanosintriphosphat (GTP), Dihydroneopterin Triphosphat
(H-NTP?), 6-Pyruvoyltetrahydropterin (6-PTP?) und 7,8-Dihydropterin oder Pyrimidodiazepin
(PDA?®) entsteht (Kim etal., 2006). An der Bildung und am Transport dieser Pigmente und

! 2-Amino-4-0Oxo0-6-(D-erythro-1',2’,3'-Trihydroxypropyl)-7,8-Dihydropteridin Triphosphat
2 2-Amino-4-Oxo-6-Pyruvoyl-5,6,7,8-Tetrahydropteridin
3 6-Acetyl-2-Amino-3,7,8,9-Tetrahydro-4H-Pyrimido-[4,5-b]-[1,4]Diazepin-4-One
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Pigmentvorstufen sind Enzyme und Proteine beteiligt, die in den folgenden Kapiteln beschrieben

werden.

1.2.1 An der Pigmentierung des Komplexauges beteiligte Enzyme

Der erste Schritt der Xanthommatin-Herstellung, die Bildung von Formyl-Kynurenin aus Trypto-
phan (Abb. 2), wird von der Tryptophan 2,3-Dioxygenase® Vermilion katalysiert (Searles und
Voelker, 1986; Tartof, 1969). Die Aktivitat dieses Enzyms ist im Fettkdrper und in den Malpighi-
schen Gefalien von Larven sowie in den Augen adulter Fliegen detektierbar (Summers et al.,
1982). Die Konvertierung von Formyl-Kynurenin zu Kynurenin wird von der Kynurenin Forma-
midase vorgenommen (Glassmann, 1956), deren zugrunde liegendes Gen bisher noch nicht
identifiziert werden konnte. Maoglicherweise kodieren fur dieses Enzym zwei verschiedene
Genloci (Moore und Sullivan, 1978). Cinnabar, die Kynurenin Hydroxylase®, katalysiert die
Umwandlung von Kynurenin zu 3-OHK (Sullivan et al., 1973). Die Aktivitat dieses mitochondrial
assoziierten Enzyms (Ghosh und Forrest, 1967) ist im Larvalstadium ausschlieflich in den Mal-
pighischen Gefal3en nachweisbar (Sullivan und Sullivan, 1975), wahrend sie in adulten Fliegen
primar im Auge detektierbar ist (Sullivan et al., 1973). karmoisin ist der Genlocus fir die Phen-
oxazinon Synthetase, die 3-OHK zu Xanthommatin konvertiert (Phillips et al., 1970; Lloyd et al.,
1998). Dieses Enzym ist primar im Kopf adulter Fliegen aktiv und mit den Pigmentgranula
assoziiert (Phillips et al., 1973; Summers et al., 1982). Zusatzlich ist auch Xanthommatin selbst
in der Lage, 3-OHK zu oxidieren (Wiley und Forrest, 1981).

Am Anfang der Drosopterin-Synthese wird Guanin zu Guanosintriphosphat (GTP) umgewandelt
(Abb. 2). Daraus wird durch die GTP Cyclohydrolase I, kodiert von Punch, H,-NTP synthetisiert
(Mackay und O’Donnell, 1983), aus welchem daraufhin durch die Sepiapterin Synthase A
(Purple) 6-PTP gebildet wird (Tobler etal., 1979). Aufgrund von seiner Funktion wurde das
letztgenannte Enzym spéter in PTP Synthase umbenannt (Switchenko und Brown, 1985). Aus
6-PTP wird entweder 7,8-Dihydropterin oder durch die PDA Synthase (Sepia) PDA hergestellt.

Beide Intermediate kdnnen anschlieRend zu Drosopterin konvertiert werden (Kim et al., 2006).

* bzw. Tryptophan Oxygenase oder Tryptophan Pyrrolase
® bzw. Kynurenin-3-Monooxygenase
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1.2.2 Die ABC-Transporter White, Scarlet und Brown

Wie bereits erwahnt, sind White (Bingham et al., 1981), Scarlet (Tearle et al., 1989) und Brown
(Dreesen et al.,, 1988) die am besten charakterisierten ABC-Transporter in Drosophila. Diese

Proteine sind in den Membranen der Pigmentgranula

- , , , , , X
lokalisiert und bilden Heterodimere, die Intermediate . 'y-/r

der Pigment-Synthese in das Lumen der Granula 3
transportieren (Abb. 2). Das Substrat von W/St ist ver- ‘NJ

mutlich 3-OHK (Abb. 5 B), wahrend das Dimer W/Bw

eine der Drosopterin-Vorstufen in die Pigmentgranula

transportiert (Mackenzie et al., 2000). Folglich haben

Abb. 3: Phanotyp vom Wildtyp und

st-Mutanten rote Augen, ein Fehlen von Bw resultiert ; :
von Augenpigmentierungsmutanten.

hingegen in einer braunen Augenpigmentierung Im Vergleich zum Wildtyp (links) zeigen
. I scarlet- (oben), white- (rechts) und
(Abb. 3). Da W an beiden Synthesewegen beteiligt ist, brown-Mutanten (unten) eine veranderte

Pigmentierung der Komplexaugen (Ma-

zeigen white-Mutanten unpigmentierte Augen. In bwst- ckenzie et al., 1999).

Doppelmutanten sind ebenfalls beide Pathways beein-

trachtigt, was phanotypisch nicht von white zu unterscheiden ist.

Abgesehen vom Komplexauge konnten W und St auch
in den Malpighischen GefalRen, den Exkretionsorganen
von Drosophila melanogaster (s. 1.3), detektiert werden.
Dort sind die beiden Proteine in den Membranen intra-
zellularer Vesikel lokalisiert (Abb. 4) und zeigen ein iden-
tisches Expressionsmuster. Dariiber hinaus ist die Stabi-
litat von St in w-Mutanten drastisch reduziert und auch W

ist in st-Fliegen nahezu nicht detektierbar. Diese Beob-

achtungen fuhrten zu der Schlussfolgerung, dass St und

Abb. 4: Immunohistochemie von

White an Malpighischen GefaRen, W in den Malpighischen GefaRen kolokalisieren und als

White ist in intrazellularen Vesikeln Dimer funktionieren (Ohmann, 2006).
der Exkretionsorgane detektierbar.
Mafstab: 25 pm (Ohmann, 2006).

Eine Funktion von White in diesen Organen ist der aktive Transport von zyklischem Guanosin-
monophosphat (cGMP; Abb. 5 A), einem zellularen Botenstoff, der fur die Signaltransduktion
verantwortlich ist (Evans et al., 2008). AuRerdem wurde eine Beeintréchtigung des Transports
von Riboflavin (Abb. 5 C; s. 1.5) in die Malpighischen GefaRe von w-Mutanten nachgewiesen
(Sullivan et al., 1979). Dartber hinaus ist die Aufnahme von Tryptophan (Abb. 5 D), Kynurenin
(Abb. 5 E) und Guanin (Abb. 5 F) in Malpighische Gefal3e von w-Mutanten reduziert (Sullivan
und Sullivan, 1975; Sullivan et al., 1980).
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Abb. 5: Struktur von cGMP, 3-Hydroxykynurenin, Riboflavin, Tryptophan, Kynurenin und Guanin.
Die abgebildeten Stoffwechselintermediate sind Substrate fir White. A: cGMP®. B: 3-Hydroxykynurenin
(Kamleh et al., 2009). C: Riboflavin (Bacher et al., 2000). D: Tryptophan (Kamleh et al., 2009). E: Kynure-
nin (Stone und Darlington, 2002). F: Guanin (Kamleh et al., 2008). cGMP: zyklisches Guanosinmonophos-
phat.

Diese Beobachtungen zeigen, dass es sich bei White um einen vielseitigen ABC-Transporter mit
einem umfangreichen Substratspektrum handelt. In keinem der genannten Falle wurde jedoch

bisher Uber einen mdglichen Dimerisationspartner diskutiert.

1.2.3 Der AP-3-Komplex und seine Funktion

Mutationen in Drosophila ruby (Kretzschmar et al., 2000), garnet (Ooi et al., 1997), carmine und
orange (Mullins et al., 2000) resultieren unter anderem in einer Veranderung der Augenfarbe.
Die Gene kodieren fur die Untereinheiten B (ruby), d (garnet), u (carmine) und ¢ (orange) des
AP-3-Komplexes (adaptor protein; Abb. 6). Die-
ses stabile Heterotetramer spielt beispielsweise
eine Rolle im Transport vom Trans-Golgi Netz-
werk zur Plasmamembran und zu den Lysoso- HPS2 (h)
men (Dell’Angelica, 2009; Simpson et al., 1997). pearl (m

)
ruby (d)
Der Komplex ist an der Bildung von intrazellu- apt-6 (c)

mocha (m)
garnet (d)

laren Transportvesikeln und an der Auswahl der carmine (d) _|
apt-7(c) Y orange (d)

Abb. 6: Schematische Darstellung des

Molekiile, die in diese Vesikel aufgenommen

werden sollen, beteiligt (Boehm und Bonifacino, AP-3-Komplexes. Der AP-3-Komplex ist ein
2001). Obwohl jede AP-3-Untereinheit eine an- Heterotetramer aus den Untereinheiten B, 5, p

und o. AP: adaptor protein; apt: Adaptin; c:
dere Funktion hat, zeigen die entsprechenden C. elegans; d: D. melanogaster; h: Mensch;

. . . HPS: H ky-Pudlak Syndrom; m: M
Mutanten &hnliche Phanotypen. Als Erklarung (Raposoelzr::rll/?a?/ksuzo?)n. yndrom; m: Maus

daflr postulierten Zhen und Kollegen (1999),
dass das Fehlen einer der vier Untereinheiten zur Destabilisierung des Komplexes und zur
Degeneration der verbleibenden Proteine fiihrt. Die veréanderte Augenfarbe kommt dabei durch

eine Reduktion der Anzahl an Pigmentgranula zustande (Mullins et al., 2000; Kretzschmar et al.,

6 http://biochem.siuc.edu/web_lessons/bmb_na.htm
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2000). In Abbildung 6 sind neben den Drosophila AP-3-Komplex-Genen auch die bisher identifi-
zierten Isoformen aus dem Menschen, der Maus und aus Caenorhabditis elegans genannt.
Humane Mutationen im AP-3-Komplex stehen im Zusammenhang mit dem Hermansky-Pudlak
Syndrom (HPS), einer seltenen Erbkrankheit (Raposo und Marks, 2007).

1.2.4 VPS- und Rab-Proteine in Drosophila

Auch ein Komplex aus VPS-Proteinen, der so genannte Dor-Komplex, wird in Drosophila fir den
Transport von Proteinen zu Lysosomen und fir die Biosynthese von Pigmentgranula bendtigt

(Sevrioukov etal., 1999). Die kodierenden

buff (m) light (d . .
carnation (d) | IEEREE upsll Wi _vf)s-z;:? E}c] Gene light (VPS41), carnation (VPS33) und
Vpsléa Vpsl8 Vps39 ]
d‘/psl:éa{d} dee;)omnge[d) deep orange (VPS18) sind Homologe der
veslaiel humanen HOPS-Komplex (homotypic fusion
Abb. 7: Schematische Darstellung des HOPS- and vacuole protein sorting) Komponenten
Komplexes. In Drosophila sind VPS33, VPS16, ) i )
VPS18 und VPS41 bekannt. c: C. elegans; d: (Abb. 7), die spate endosomale Reifung und

D. melanogaster; HOPS: homotypic fusion and
vacuole protein sorting; m: Maus; Vps: vacuolar

protein sorting (Raposo und Marks, 2007). 2008). dVps16A kodiert fiir eine weitere VPS-
Untereinheit (Pulipparacharuvil et al., 2005).

lysosomale Fusionen vermitteln (Wilkin et al.,

Es gibt Hinweise auf funktionelle Interaktionen zwischen diesen Proteinen und dem AP-3-Kom-
plex in Drosophila (Warner et al., 1998). Abbildung 7 zeigt neben den Drosophila VPS-Genen

auch die bisher identifizierten Isoformen aus der Maus und aus Caenorhabditis elegans.

Das Protein Claret wird fur die Bildung von Lysosomen-ahnlichen Organellen, so genannten
LROs (lysosome-related organelles), bendtigt. In Drosophila handelt es sich dabei um die
Pigmentgranula (Hadjebi et al., 2008). Drosophila lightoid kodiert fir Rab-RP1 (Rab-related
protein; Rab: ras-related in brain), eine Rab GTPase, die an der Regulation des vesikularen
Transports beteiligt ist (Ma et al., 2004; Raposo und Marks, 2007). Die RLD (RCC1’-like domain)
des claret-Proteins bindet an die Nukleotid-freie Form von Lightoid, also funktioniert Claret als
Lightoid-GEF (guanine nucleotide exchange factor) bzw. als RCC1-GEF fir Rab-RP1 (Hadjebi
et al., 2008). Claret ist auch in der Lage, mit RAB32 und RAB38, den humanen Homologen von
Rab-RP1, zu interagieren (Ma et al., 2004).

! regulator of chromosome condensation 1; ein GEF (guanine nucleotide exchange factor) fur die GTPase Ran (ras-
related nuclear protein)
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1.2.5 Sonstige Proteine, welche die Pigmentierung der Augen
beeinflussen

Proteine, die einen Einfluss auf die Augenpigmentierung haben und keiner der bisher genannten
Gruppen zugeordnet werden kdnnen oder noch nicht annotiert sind, werden in dieser Arbeit als
.sonstige* zusammengefasst. Davon sind pink und zeste bereits annotiert, wahrend die Genloci
von cardinal, pale ocelli und purpleoid noch nicht lokalisiert werden konnten.

Pink wurde als Drosophila Homolog fur die humane BLOC-2 (biogenesis of lysosome-rela-

ted organelles complex) Untereinheit HPS5

(Abb. 8) identifiziert. Mutationen in pink re- HPS6 | HPS6 (h)
. . _ _ HPS5 (h) ruby-eye (m)
sultieren, wie auch Defekte in AP-3-Proteinen ubv-eve? (m) ] HPS5
ruby-eye2 (m) HPS3 (h)
(s. 1.2.3), im Hermansky-Pudlak Syndrom pink (d) HPS3 " cocoa (m)

(Falcon-Pérez etal., 2007; Syrzycka etal., Abb.8:  Schematische Darstellung  von

2007). BLOC-2 ist, wie BLOC-1, BLOC-3 und BLOC-2. pink kodiert fiir das Drosophila Homo-

. . . - log von HPS5. BLOC: biogenesis of lysosome-
AP-3, ein stabiler Proteinkomplex, der ubiqui- related organelles complex; d: D. melanogaster;

h: Mensch; HPS: Hermansky-Pudlak Syndrom;

tar exprimiert wird und sowohl in l6slicher
m: Maus (Raposo und Marks, 2007).

Form als auch membrangebunden vorkommt

(Falcon-Pérez etal., 2007). Die BLOC-Komplexe bestehen aus Untereinheiten, die keine
gemeinsamen Strukturmotive oder Homologien zu Proteinen mit bekannter Funktion zeigen
(Raposo und Marks, 2007). In Abbildung 8 sind neben pink auch die bisher identifizierten
Isoformen aus dem Menschen und der Maus dargestellt.

Allele von zeste beeinflussen die Expression von mindestens drei unverwandten Loci (white,
bithorax und decapentaplegic; Mariani etal., 1985) und sind auch an der Regulation einer
Vielzahl weiterer Gene beteiligt (Pirrotta et al., 1988). Fur eine effiziente Bindung an DNA ist

eine Multimerisierung von Zeste nétig (Chen und Pirrotta, 1993).

Die Gene purpleoid, cardinal und pale ocelli wurden bisher nur in wenigen Publikationen
erwahnt. Beadle und Ephrussi beschrieben beispielsweise 1936, dass Augenimaginalscheiben
von purpleoid, die in den Wildtyp implantiert werden, eine autonome Entwicklung der Pigmen-
tierung zeigen, weshalb es sich bei Purpleoid nicht um ein Enzym handeln kann. Uber cardinal
und pale ocelli wurde berichtet, dass diese Mutationen phéanotypisch ausschliel3lich die Pigmen-

tierung der Augen und der Ocelli beeinflussen (Tearle, 1991).
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1.3 Malpighische Gefalie, die Exkretionsorgane von
Drosophila melanogaster

Das Exkretionssystem von Drosophila melanogaster besteht aus den Malpighischen Gefalzen
und dem Darm (Abb. 9 A). Die Malpighischen Gefal3e, bzw. Tubules, sind fir Osmoregulation
sowie Entgiftung verantwortlich (Dow und Davies, 2003; Wessing und Eichelberg, 1978) und
spielen auferdem eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr (McGettigan et al., 2005). Sie sind
ektodermalen Ursprungs und bestehen aus einem anterioren und einem posterioren Paar, wel-
ches sich jeweils zu einem gemeinsamen Ureter vereinigt und zwischen Mittel- und Enddarm in
den Verdauungstrakt mindet (Wessing und Eichelberg, 1978). Jeder Strang kann in das Initial-,
das Transitional- und das Hauptsegment, den Lower Tubule sowie den oberen und den unteren
Ureter unterteilt werden (S6zen et al., 1997) und hat eine Lange von 2 mm sowie einen Durch-

messer von 35 um (Dow und Davies, 2003).

Initial-Segment —

n 0y
- § )
Transitional-Segment — -

Hauptsegment ——
‘ %‘ Stellate
Mitteldarm —— l g % C el
Ureter E i A e
ey | LN 4
. | 1 \unterer oberer Ureter
‘\ L Ureter
E_ —— Enddarm
).
= / . + i |-
- CAP2, X K Lk a

Abb. 9: Ubersicht uber die Malpighischen GefalRe und die Funktion ihrer Zelltypen. A: Die Malpighi-
schen GeféalRe bestehen aus einem anterioren und einem posterioren Paar, die in definierte Segmente
gegliedert werden kdnnen (Singh und Hou, 2009). B: Prinzipal- und Sternzellen (Stellate cells) umgeben
das Lumen. C: Prinzipalzellen regeln den K*- und H'-Transport, Sternzellen den Austausch von CI” und
H,O. cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat; CAP,,: cardioacceleratory peptide 2b; cGMP: zyklisches
Guanosinmonophosphat; LK: Leukokinin; NO: nitric oxide; X: extrazellulare Agonisten, die cAMP oder
cGMP stimulieren (B und C: O’'Donnell et al., 1996).

Die prominentesten Zelltypen in den Malpighischen Gefalien sind die Prinzipal- und die Stern-
zellen (Abb. 9 B). Letztere sind mesodermalen Ursprungs und interkalieren wahrend der
Entwicklung der Malpighischen Gefal3e zwischen die Prinzipal-Zellen (Denholm et al., 2003;
Jung et al., 2005). Prinzipal-Zellen sind fiir den K*- und H*-Transport verantwortlich, wahrend
Sternzellen den Austausch von CI™ und Wasser regulieren (Abb. 9 C). Diese Vorgange stehen

unter der Kontrolle von Neurohormonen und intrazellularen Second Messengern (O’Donnell
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et al., 1998). Das Hauptsegment ist fiur die Harnsekretion verantwortlich, wahrend der Lower
Tubule reabsorptive Funktion hat (O’Donnell und Maddrell, 1995). Im reabsorptiven Bereich sind
keine Sternzellen vorhanden, weshalb diesem Zelltyp sekretorische Funktion zugeschrieben
wurde (Sozen et al., 1997).

Malpighische GefaRe des Wildtyps von Drosophila
melanogaster zeigen durch verschiedene fluores-
zierende Substanzen, darunter Riboflavin, 3-OHK,
Drosopterin, Tryptophan und Kynurenin, eine gelbe
Farbung (Abb. 10, links). In zahlreichen Augenfar-
benmutanten, wie beispielsweise der white-Mutante

1118

w, sind die Malpighischen Gefalle durch die

Abb. 10: Phanotyp der Malpighischen

Abwesenheit mancher der oben genannten Sub- 1118

GefaRe aus CS und w . Tubules des
stanzen kaum gefarbt oder sogar ganzlich farblos ~ Wildtyps CS sind gelb gefarbt (links), in

white-Mutanten sind sie farblos (rechts).
(Wessing und Eichelberg, 1978; Abb. 10, rechts). MaRstab: 100 um (Evans et al., 2008).

1.4 Riboflavin, das gelbe Pigment in den Malpighischen
Gefalien

Riboflavin ist die Hauptkomponente des gelben Pigments in den Malpighischen Geféaf3en von
Drosophila melanogaster (Nickla, 1972). Dartiber hinaus ist es, wie bereits erwahnt, sowohl ein

Substrat des humanen ABC-Transporters ABCG2 als auch von Drosophila White.

Riboflavin (Vitamin B2) ist ein Pteridin-Derivat und besteht aus einem aromatischen Isoalloxa-
zinring, der mit Ribitol konjugiert ist (Abb. 5 C). Es ist ein essentielles Vitamin und der direkte
Vorlaufer der Kofaktoren Flavin Mononukleotid (FMN) und Flavin Adenin Dinukleotid (FAD), die
wichtige Komponenten des zellularen Metabolismus darstellen. Durch Phosphorylierung von
Riboflavin durch Flavokinasen entsteht FMN, welches daraufhin durch die FAD Synthetase zu
FAD konvertiert wird (Vogl etal., 2007). Riboflavin wird von Pflanzen und vielen Bakterien
synthetisiert, wofiir ein Molektl GTP und zwei Molekiile Ribulose 5-Phosphat bendétigt werden.
Der Mensch bezieht Vitamin B2 vor allem aus Milch und Gemise (Bacher et al., 2000). Zahl-
reiche Organismen, darunter auch Drosophila melanogaster, sind nicht in der Lage, Riboflavin
herzustellen. Die Taufliege benétigt mindestens 0,8 ug pro Milliliter Nahrungsbrei fir die
Entwicklung. Unterhalb dieser Konzentration sind sowohl GroRe als auch Uberlebensrate der

Larven und Puppen stark reduziert (Sang, 1956).
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1.5 Struktur und Funktion von Lipiden

Zahlreiche humane ABC-Transporter sind entweder direkt in den Transport von Lipiden invol-
viert oder in anderer Weise mit Krankheiten des Lipidmetabolismus assoziiert (s. 1.1).

Lipide werden von verschiedenen Enzymen, Bindeproteinen und Rezeptoren produziert, trans-
portiert und erkannt (Fahy et al., 2005). Sie sind Komponenten von Biomembranen und kommen
als Signalmolekule oder als Energiespeicher vor. William W. Christie definiert Lipide als Fettsau-
ren und deren Derivate sowie Substanzen, die biosynthetisch oder funktionell mit ihnen ver-
wandt sind (Christie und Han, 2003). Die Organe mit der héchsten Lipidkonzentration sind das
Fettgewebe und das Nervensystem (Wenk, 2005). Der Grof3teil der Lipide wird im Endoplasma-
tischen Retikulum synthetisiert und daraufhin zu den verschiedenen Organen und Organellen
transportiert (van Meer, 1989).

Lipidspezies, die fur diese Arbeit von besonderer Bedeutung sind, werden nachfolgend genauer

beschrieben.

1.5.1 Fettsauren

Fettsauren (FS) sind Komponenten, die natirlicherweise tUber die Elongation von einem Acetyl-
CoA (Coenzym A) Startmolekil mit Malonyl-CoA oder Methylmalonyl-CoA durch einen Fettséure
Synthase Komplex entstehen (Fahy et al., 2005). Pflanzliche, tierische oder mikrobiologische FS
bestehen normalerweise aus einer geraden Anzahl von C-Atomen in unverzweigten Ketten
(Abb. 11). Sie besitzen eine Carboxylgruppe an einem Ende und sind entweder gesattigt oder
haben eine oder mehrere Doppelbindungen in cis-Konfiguration an spezifischen Positionen
(Christie und Han, 2003). Freie FS sind als Lipidvorlaufer, Energiequelle und als zellulare
Messenger von groRer biologischer Bedeutung (lipid library®). In veresterter Form, z.B. in Trigly-
ceriden (s. 1.5.2) und Phospholipiden (s. 1.5.3), sind sie verantwortlich fur die charakteristischen

physikalischen und metabolischen Eigenschaften dieser Lipide (Christie und Han, 2003).

Die gesattigte Fettsdure Laurinsaure (12:0) kommt in den meisten Milchfetten, aber nicht in
Membranlipiden vor. Myristinsaure (14:0) ist eine ubiquitdre Komponente der Lipide in nahezu
allen Lebewesen. Die in Tieren, Pflanzen und niederen Organismen am haufigsten auftretende
FS ist Palmitinsdure (16:0), gefolgt von Stearinsaure (18:0), die ebenfalls in den Lipiden fast

aller lebenden Organismen auftritt (lipid library).

In einfach ungesattigten FS fihrt die cis-Doppelbindung zu einem Knick in der Kohlenwasser-

stoffkette um ca. 30°, was eine reduzierte Verdichtung in Membranen oder Kristallstrukturen zur

® http://lipidlibrary.aocs.org/
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Folge hat. Olsaure (18:1-c9; Abb. 11) ist die haufigste einfach ungeséttigte FS in pflanzlichen
und tierischen Geweben. Palmitoleinsaure (16:1-c9) ist eine ubiquitére, aber normalerweise
geringfugig vorkommende FS der tierischen Lipide. Myristoleinsaure (14:1-c9) wird aus Myristin-

saure hergestellt und kommt in der Natur selten vor (lipid library).

CH3(CH,),CH=CH(CH,);COOH
C
/\\/WWCOOH

Abb. 11: Darstellung von Olsaure. Olsaure wird auch als cis-9-Oktadekanséaure oder als 18:1-c9 (n-9)
bezeichnet. c: cis (lipid library).

Lipide aller héheren Organismen beinhalten aufRerdem betréchtliche Mengen an mehrfach
ungesattigten Fettsauren mit zwei oder mehreren Doppelbindungen, die jeweils durch eine
Methylengruppe getrennt sind. Diese FS sind wichtige Bestandteile der Phospholipide und redu-
zieren die Starrheit von Membranen. In der Natur existieren zwei Familien der mehrfach unge-
sattigten FS, die biosynthetisch von Linol- (18:2-¢9,c12) oder o-Linolensaure (18:3-c9,c12,c15)
abstammen. Obwohl es sich bei Linolsaure flir den Menschen um eine essentielle FS handelt,
ist sie die am haufigsten auftretende mehrfach ungesattigte FS in den meisten Lipidklassen.

a-Linolenséure muss ebenfalls mit der Nahrung aufgenommen werden (lipid library).

1.5.2 Triglyceride und Sterole

Triglyceride (Triacylglycerine; Abb. 12 A) bestehen aus Glycerin, von welchem jede Hydroxyl-
gruppe mit einer FS verestert ist. Fast alle wichtigen Fette und Ole aus tierischer und pflanz-
licher Herkunft bestehen zum Grof3teil aus dieser Lipidklasse. Aufgabe der Triglyceride ist die
Lipidspeicherung in Zellen, wo sie in intrazellularen Lipid Droplets (s. 1.5.6) auftreten. Die Fett-
sauren werden durch Hydrolyse, katalysiert von Lipasen, freigegeben, wenn sie bendtigt werden
(lipid library). Ein prazises Gleichgewicht zwischen Lipidsynthese (Lipogenese) und Lipidmobili-
sierung (Lipolyse) sorgt fur den richtigen Gehalt an Speicherlipiden in den Zellen (Gronke et al.,
2007).
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A i
H—C—0OO0CR'
R"COO=C=H
H—C—0OO0CR™
Ili HO

Abb. 12: Struktur von Triglyceriden, Cholesterol und Ergosterol. A: Allgemeine Struktur eines Trigly-
cerids (Christie und Han, 2003). B: Cholesterol. C: Ergosterol, das dominierende Sterol in Drosophila
(B und C: Gunstone und Hersléf, 2000).

Sterole sind die am besten untersuchten Lipidspezies. Sie sind ein wichtiger Bestandteil von
Biomembranen und ein bestimmender Faktor der Membranorganisation (Maxfield und Tabas,
2005). Sauger haben komplizierte Mechanismen entwickelt, um den zellularen Sterolspiegel
durch Regulation von Synthese, Influx und Efflux prazise zu kontrollieren (Simons und Ikonen,
2000). Die strukturell sehr komplexen Lipide sind in Verdauungsprozesse, hormonelle Ablaufe,
die Entwicklung von Gewebe und die Membranpermeabilitdt involviert (Eaton, 2006; Haines,
2001). Cholesterol (Abb. 12 B) ist der haufigste Vertreter der Sterole in Membranen tierischer
Gewebe. Hefen und Pilze haben anstelle von Cholesterol einen gréf3eren Anteil an Ergosterol
(Abb. 12 C). Auch in embryonalen Membranen von Drosophila melanogaster stellt Ergosterol mit
69% das dominierende Sterol dar, wahrend Cholesterol nur 3% zum Gesamtanteil der Sterole
beitragt (lipid library; Rietveld et al., 1999).

1.5.3 Phospholipide und Sphingomyelin

Phospholipide (Glycerophospholipide), zusammen mit Sphingolipiden und Glycosphingolipiden,
sind ebenfalls strukturelle Elemente aller biologischen Membranen (lipid library).

Phospholipide bestehen aus einer polaren Phosphorgruppe und einem Glycerin Rickgrat, die
Uber eine Phosphodiesterbindung verbunden sind (Abb. 13). Zwei Fettsduren sind lUber zwei
Acyl- oder Uber eine Acyl- und eine Alkyl-Bindung an das Glycerin gebunden. Phospholipide
sind die Hauptkomponenten biologischer Membranen und kénnen selbst als Second Messenger
wirken oder als Vorlaufer dieser sekundaren Botenstoffe fungieren (Bleijerveld et al., 2006). Bei
Lysophospholipiden ist nur eine Fettsdure mit dem Ruckgrat verbunden. Diese Lipide spielen
neben der Funktion als Membranphospholipid-Metabolite eine wichtige Rolle als intrazellulére
Signalmolekiile (Schmitz und Ruebsaamen, 2010). Sie regulieren viele verschiedene zellulare

Aktivitdten, wie beispielsweise Zellproliferation und Wundheilung (Fukushima et al., 2001).
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Abb. 13: Schematische Darstellung eines Phospholipids. Phospholipide sind amphiphil und bestehen
aus einer hydrophilen Kopfgruppe und hydrophoben Kohlenwasserstoffketten, den Fettsauren®.

Phosphatidylcholin (PC; Abb. 14 A) ist ein zwitterionisches Lipid und normalerweise das promi-
nenteste Phospholipid in den Membranen tierischer und pflanzlicher Gewebe. Das am zweit-
haufigsten auftretende Phospholipid in Eukaryoten ist Phosphatidylethanolamin (PE; Abb. 14 B).
Es hat eine kleine Kopfgruppe sowie die Fahigkeit, Wasserstoff zu binden und kann enzyma-
tisch zu PC umgewandelt werden. Phosphatidylserin (PS; Abb. 14 C) ist ein schwach saures
Lipid, das in nahezu allen Geweben vorkommt und ausschlie3lich auf der inneren Oberflache
der Lipiddoppelschicht lokalisiert ist. Es ist in viele biologische Prozesse, wie beispielsweise
Apoptose, involviert und bildet auch Komplexe mit Kalzium als Grundlage fir Knochenwachstum.
Phosphatidylglycerol (PG; Abb. 14 D) ist in vielen Geweben nur in Spuren vorhanden und der
biosynthetische Vorlaufer von Cardiolipin (Abb. 14 E). Lysophosphatidylcholin (LPC; Abb. 14 F)
enthalt nur eine Fettsdure pro Molekil und weist eine hohere Ldslichkeit in Wasser auf als die
meisten anderen Lipide. Phosphatidylinositol (PI; Abb. 14 G), welches die optisch inaktive Ino-
sitol-Form myo-Inositol enthalt, kommt in besonders hohen Konzentrationen im Gehirn vor (lipid

library).

? http://kvhs.nbed.nb.ca/gallant/biology/phospholipid_structure.jpg
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Abb. 14: Struktur von verschiedenen Phospholipiden und von Sphingomyelin. A: Phosphatidylcholin.
B: Phosphatidylethanolamin. C: Phosphatidylserin. D: Phosphatidylglycerol. E: Cardiolipin. F: Lysophos-
phatidylcholin. G: Phosphatidylinositol. H: Sphingomyelin (lipid library).

Sphingolipide sind in allen Zelltypen zu finden (Levade et al., 2001), funktionieren als bioaktive
Signalmolekiile und sind an der Regulation des Zellwachstums, an der Zelldifferenzierung, an
Seneszenz und an Apoptose beteiligt (Bartke und Hannun, 2009). Sphingomyelin (Abb. 14 H),
ein Ceramid mit Phosphorylcholin, ist das am haufigsten vorkommende Sphingolipid in tieri-
schen Zellmembranen (lipid library). Sphingosylphosphoethanolamin (SPE; ohne Abbildung) ist
Sphingomyelin mit Ethanolamin als Kopfgruppe (Dr. Gerhard Liebisch, personliche Mitteilung).

1.5.4 Die Funktion von Lipiden in Biomembranen

Die représentative Eigenschaft von Phospholipiden ist, dass sie amphiphil sind (Abb. 13), was
dazu fuhrt, dass sie in wassriger Losung Micellen oder doppelschichtige Aggregate bilden.
Letztere grenzen als Biomembranen den Zellinhalt vom umgebenden Milieu ab (Abb. 15). Die
spezifische Beschaffenheit dieser Membranen hat sich im Laufe der Evolution entwickelt, um
einerseits eine Abgrenzung fir die Diffusion von lonen und anderen Molekdlen in zellulare Berei-
che, in denen sie nicht bendtigt werden, zu sichern. Andererseits sind diese Zellmembranen
stabile molekulare Plattformen fur essentielle metabolische Ereignisse und fir die Aufnahme von

extrazellularen Signalen. Proteine, wie Enzyme oder Transportsysteme, tberspannen die Dop-
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pelschicht und nehmen einen groRen Teil ihrer Oberflache ein. Uber Aminosaurereste interagie-
ren sie elektrostatisch mit den lonengruppen der polaren Lipide, woraus eine meist negative
oder zwitterionische Nettoladung resultiert. Obwohl sich alle Lipide in einer dynamischen Fluktu-
ation befinden, werden Membranlipide, aul3er unter Stresskonditionen, in ihrem Gehalt und in

ihrer Zusammensetzung konserviert (lipid library).

Kanalprotein Extrazellularraum Kohlenhydratkette
Hydrophile Képfe
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Abb. 15: Schematische Darstellung einer Biomembran. Biomembranen sind doppelschichtige Lipid-
aggregate mit integralen Proteinen, Kanalen und assoziierten Oberflachenproteinen™.

Phospholipide sind in der Lipiddoppelschicht asymmetrisch Gber den exo- und cytoplasmati-
schen Bereich verteilt (Simons und lkonen, 1997). PC und Sphingolipide sind meist in der
aueren Membran lokalisiert, wahrend sich Pl und PE priméar auf der Innenseite befinden. Die
richtige Balance zwischen gesattigten, einfach und mehrfach ungesattigten Fettsduren in den
Phospholipiden ist wichtig, um eine optimale Fluiditat der Membran zu gewahrleisten (lipid
library).

Die Zusammensetzung der Membranen beeinflusst ihre Organisation und ihre Eigenschaften,
weshalb Stérungen in Lipidmetabolismus und -transport eine wesentliche Rolle bei Krankheiten
spielen (Maxfield und Tabas, 2005). Einige Beispiele dafir sind neurodegenerative Krankheiten,
Diabetes, Krebs und Infektionskrankheiten, welche teilweise durch Ungleichgewichte in Protein-

Lipid Interaktionen zustande kommen (Wenk, 2005).

19 hitp://de.academic.ru/dic.nsf/dewiki/ 1545499
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1.5.5 Mdglichkeiten zur Detektion von Lipiden

Die Fortschritte, die bis heute in den Feldern Genomics und Proteomics erzielt werden konnten,
sind mit den Lipidomics und Metabolomics noch lange nicht erreicht. In der Natur kommen
zahlreiche verschiedene Lipide vor, welche sich chemisch und strukturell voneinander unter-
scheiden. In den letzten Jahren haben sich viele Mechanismen zur Analyse von Lipiden etabliert,
wobei mit jeder dieser Techniken andere Lipidspezies detektiert werden kdénnen und fur diese
Detektion jeweils andere Voraussetzungen erfiillt werden missen. Dunnschichtchromatographie
(DC) ist eine einfache Methode, mit welcher die meisten Lipidklassen untersucht werden kénnen.
Nachteile sind die geringe Auflosung und eine geringe Sensitivitat. Durch Gaschromatographie
(GC) konnen nach Derivatisierung der polaren Lipide die unpolaren Komponenten analysiert
werden, weshalb die GC eine weit verbreitete Technik zur Feststellung der Fettsdurezusammen-
setzung darstellt. Durch Elektrospray-lonisation Tandem-Massenspektrometrie kénnen polare
Komponenten wie Phospholipide detektiert werden. Weitere Methoden sind beispielsweise High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC) und Nukleare Magnetische Resonanz (NMR)
Spektroskopie. Es gibt jedoch keine Méglichkeit, in einem Experiment umfassend alle Lipidbe-

standteile eines Gewebes zu messen (Wenk, 2005).

1.5.6 Die Bedeutung von Drosophila melanogaster fir die
Lipidforschung

In den letzten Jahren haben sich Modellorganismen wie Caenorhabditis elegans und Drosophila
melanogaster zu auf3erst beliebten Forschungsobjekten fir Analysen der Physiologie von Fett-
leibigkeit entwickelt (Kulkarni und Perrimon, 2005). Durch genomweite Screens konnten sowohl
in den Nematoden (Ashrafi et al., 2003) als auch in der Taufliege (Grénke et al., 2005; Pospisilik
et al., 2010) Gene identifiziert werden, die einen Einfluss auf den Lipidmetabolismus haben. Von
vielen dieser Gene sind Homologe bei Saugern bekannt, die ebenfalls eine Rolle in der Lipid-

homoostase spielen (Kulkarni und Perrimon, 2005).

Analog zu den Adipozyten im Sauger sind es bei Insekten Fettkérperzellen, die Energiereserven
des tierischen Organismus bereitstellen. Beide Zelltypen akkumulieren Triglyceride in intrazellu-
laren Lipid Droplets (Abb. 16 A), was darauf hindeutet, dass die Strategie der Energie- und
Fettspeicherung evolutionar hochkonserviert ist (Gronke et al., 2003; Kulkarni und Perrimon,
2005). Lipid Droplets bestehen aus einer proteinbeschichteten Phospholipid-Monolayer Mem-
bran, welche einen hydrophoben Kern mit den neutralen Speicherfetten umschlief3t. Sie sind
primér passive Speicherstatten fur Fette und Lipidhormon-Vorlaufer, interagieren aber auch mit
zahlreichen Zellkompartimenten und sind ein wichtiger Bestandteil verschiedener zellularer Pro-
zesse (Beller et al., 2006). In Drosophila haben sie einen Durchmesser von 0,5 bis 10 pm und
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kommen in FettkOrperzellen, in Epithelzellen des Mitteldarms und in larvalen Oenocyten vor
(Abb. 16 B; Gutierrez et al., 2007; Beller et al., 2006).

Abb. 16: Schematische Darstellung der Lipid Droplets und ihrer Speicherorte in Drosophila mela-
nogaster. A: Darstellung eines Lipid Droplets''. B: Darstellung einer Larve von Drosophila, in welcher die
Hauptspeicherorte von Lipid Droplets abgebildet sind: Fettkdrper (beige), Oenocyten (pink) und der Darm
(grau; Gutierrez et al., 2007).

Das Larvalstadium von Drosophila ist charakterisiert durch umfangreiche Nahrungszufuhr, wo-
durch die Akkumulation von Lipidreserven fir die Puppenphase ermdglicht wird. Dabei wachsen
die Larven in den letzten 3 Tagen vor der Verpuppung um das 200-fache (Aguila et al., 2007).
AnschlieBend horen die geschlupften Larven auf zu fressen und beginnen zu wandern, um
einen geeigneten Platz fur die Verpuppung zu suchen (Zinke et al., 2002). Die Organisation der
Fettdepots erfordert ein intaktes Zusammenspiel von zentralen Regulatoren des Fressverhaltens
im Nervensystem, neuroendokrinen Signalen und metabolischen Regulatoren von Energieauf-
wand und Fettspeicherung (Kulkarni und Perrimon, 2005). Viele larvale Fettkorperzellen werden
am Ende in den adulten Fliegen durch eine Caspase-Kaskade, welche zum apoptotischen Zell-
tod fuhrt, entfernt (Aguila et al., 2007).

Die Lipolyse in Drosophila wird zweifach reguliert, wobei die Inaktivierung eines der beiden
Kontroll-Pathways zu Fliegen mit Gbermafiger Fett-Akkumulierung und einer begrenzten Fahig-
keit, Lipidreserven zu mobilisieren, fuhrt (Gronke et al., 2007). Die Oenocyten agieren dabei
downstream vom Fettkorper, akkumulieren bei Nahrungsmangel Lipid Droplets und werden
auch daflur bendtigt, das im Fettkdrper gespeicherte Lipid aufzubrauchen. Im S&auger wird bei
Nahrungsmangel durch eine Erhéhung der Aktivitdét von Hormon-sensitiven Lipasen und durch
Expression der adipose triglyceride lipase (ATGL) die Lipolyse von Triglyceriden angekurbelt
(Gutierrez et al., 2007). Das Protein Brummer aus Drosophila ist eine ATGL-&hnliche Lipase, die
in den Lipid Droplets lokalisiert ist und vor allem in Fettkérperzellen exprimiert wird (Gronke et al.,
2005). Die Mobilisierung der Fettreserven in Drosophila wird zusatzlich von dem Lipid Droplet

Protein Lsd2 (lipid storage droplet) beeinflusst, welches mit Perilipin, einem in Sdugern vorkom-

1 http://www.mpibpc.mpg.de/groups/jaeckle/pages/Project_Beller/Lipid%20drop%20chol-free.gif
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menden Inhibitor der Hydrolyse von Triglyceriden, verwandt ist (Grénke et al., 2005). Vermutlich
sind die Oenocyten in Drosophila das Gewebe, das Fettsauren in ahnlicher Weise wie die Leber
bei Sadugern synthetisiert, modifiziert und oxidiert. Oenocyten regulieren auch larvales Wachs-
tum, Lipidgehalt, Nahrungszufuhr und die Entwicklung (Gutierrez et al., 2007).

Die Schlisselkomponenten und die regulatorischen Mechanismen der Lipolyse sind also zwi-
schen Insekten und Saugern hochkonserviert, was Drosophila zu einem wertvollen Modell-
system fur die Erforschung des Lipidmetabolismus macht (Gronke et al., 2007). Trotzdem wur-
den bisher keine detaillierten Analysen von Lipidgehalt und -zusammensetzung der Taufliege

durchgefihrt.

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertation sollten die ABC-Transporter White (W), Scarlet (St) und Brown
(Bw) aus Drosophila melanogaster genauer untersucht werden, um Funktionen dieser Proteine
neben der Pigmentierung der Komplexaugen zu beschreiben. In einer vorhergehenden Diplom-
arbeit konnten St und W bereits in intrazellularen Strukturen der Malpighischen Gefalie loka-
lisiert werden (Ohmann, 2006). Die Funktion von W, St und Bw in diesen Organen genauer zu

charakterisieren, war Teil der vorliegenden Arbeit.

Drosophila White findet seine homologen Proteine in der humanen Unterfamilie ABCG. Im
Rahmen einer Diplomarbeit wurde bereits gezeigt, dass ABCGL1 in vivo nicht in der Lage ist, die
Funktion von White zu tibernehmen (Daller, 2005). Da ABCG2 aufgrund funktioneller Ahnlich-
keiten moglicherweise das humane Homolog von White darstellen kénnte, sollte das Protein nun

auf diesen Aspekt hin untersucht werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war, ein detailliertes Lipidmuster von Drosophila zu erstellen,
wozu unterschiedliche Methoden fir Lipidanalysen an der Taufliege etabliert werden sollten.
Neben der Erstellung einer Ubersicht (iber die Verteilung der Lipidspezies im Wildtyp sollten
auch Analysen verschiedener Mutanten durchgefihrt werden. Nachdem Mutationen in humanen
ABC-Transportern fur Storungen des Lipidstoffwechsels verantwortlich sind, sollten Fliegen mit
Defekten in ABCA- bzw. ABCG-Genen auf Veranderungen von Lipidgehalt und -zusammen-
setzung untersucht werden. Ferner sollte analysiert werden, ob bestimmte Proteine, welche
primér die Pigmentierung der Komplexaugen beeinflussen, ebenfalls im Zusammenhang mit

dem Lipidmetabolismus stehen.
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2.1 Organismen

2.1.1 Bakterienstamme

Stamm Eigenschaften

Herkunft/Referenz

Bacillus subtilis AribB::Erm" | Bacillus subtilis Marburg 168; Deletion der

kassette Erm"

Riboflavin Synthase ribB mit der Resistenz-

Vogl et al., 2007

Escherichia coli XL1-blue | supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi relA1

lac F’[proAB”, lacl? lacZAM15 Tn10 (tet')]

Stratagene/Sambrook
et al., 1989

Tabelle 2: Verwendete Bakterienstamme.

Die Anzucht der Bakterien erfolgte 14 bis 16 Stunden bei 37°C auf Agarplatten oder in FlUssig-

kulturen auf einem Rundschdttler bei 220 rpm.

2.1.2 Fliegenstamme

2.1.2.1 Wildtypstamme

Name Details Herkunft Literatur

BK (Berlin-K) Wildtypstamm Bloomington (8522) | Flybase

CS (Canton S) Wildtypstamm Canton Stammsammlung Lindsley und Grell, 1968
Special

CS-1 (Canton S) Wildtypstamm Canton Bloomington (1) Lindsley und Grell, 1968
Special

CSi2 (CS-is02B) Canton S mit isogenisiertem | Bloomington (9514) | Sharma et al., 2005
II. Chromosom

OR (Oregon R) Wildtypstamm Stammsammlung Lindsley und Grell, 1968

OR-C (Oregon R-C) Wildtypstamm Bloomington (5) Lindsley und Grell, 1968

ORiX (OR-SNPisoX) | Oregon R mitisogenisiertem | Bloomington (6361) Hoskins et al., 2001
X-Chromosom

RAL (RAL-555) Wildtypstamm, sequenziert Bloomington (25198) | Flybase

Tabelle 3: Verwendete Wildtypstamme.
2.1.2.2 Mutanten
Name Details Herkunft Literatur
bw’ brown-Mutante, ABCG-Transporter | Stammsammlung Lindsley und Grell, 1968
(CG17632, 1I) (Bloomington, 245)

bw™ brown-Mutante Bloomington (9475) | Flybase

bw™ brown-Mutante Bloomington (9474) | Flybase

bw? brown-Mutante Bloomington (248) | Lindsley und Grell, 1968

bwst (bw’; st1) brown-scarlet-Mutante Stammsammlung Flybase

(Bloomington, 686)

30




2 Material

Name Details Herkunft Literatur

bwst-2 (bw’; st') | brown-scarlet-Mutante, gekreuzt vorliegende Arbeit
aus st* und bw"

ca' claret-Mutante, RCC1-GEF fur Bloomington (459) | Lindsley und Grell, 1968
Rab-RP1 (CG31037, III)

car' carnation-Mutante, VPS33 Bloomington (19) Lindsley und Grell, 1968
(CG12230, X)

cd* cardinal-Mutante (unannotiert) Bloomington (3052) | Lindsley und Grell, 1968

cm! carmine-Mutante, AP-3p Bloomington (21) Lindsley und Grell, 1968
(CG3035, X)

cn' cinnabar-Mutante, Kynurenin-3-Hy- | Bloomington (263) | Lindsley und Grell, 1968
droxylase (CG1555, 1)

cnbw (cn' bw') | cinnabar-brown-Mutante Stammsammlung Flybase

(Bloomington, 264)

dor! (dor'/C(1) deep orange-Mutante, VPS18 Bloomington (751) | Lindsley und Grell, 1968

DX, y* ) (CG3093, X)

g garnet-Mutante, AP-35 Bloomington (3958) | Lindsley und Grell, 1968
(CG10986, X)

kar® karmoisin-Mutante, Phenoxazinon Bloomington (524) | Lindsley und Grell, 1968
Synthetase (CG12286, III)

Itrl (It" rI™) light-rolled-Mutante Bloomington (1051) | Lindsley und Grell, 1968
It: VPS41 (CG18028, 1I)

Itd* lightoid-Mutante, Rab-RP1 Bloomington (338) | Lindsley und Grell, 1968
(CG8024, 1)

or*®" orange-Mutante, AP-3c Bloomington (2385) | Lindsley und Zimm, 1992
(CG3029, 1I)

p* pink-Mutante (CG9770, 11I) Bloomington (552) | Lindsley und Grell, 1968

pd* purpleoid-Mutante (nicht annotiert) | Bloomington (361) | Lindsley und Grell, 1968

po’ pale ocelli-Mutante (nicht annotiert) | Bloomington (369) | Lindsley und Grell, 1968

prt purple-Mutante, Sepiapterin Bloomington (370) | Lindsley und Grell, 1968
Synthetase A (CG16784, II)

Pu"™ Punch-Mutante, GTP Cyclohydro- Bloomington (1002) | Lindsley und Grell, 1968
lase I (CG9441, 1I)

rb* ruby-Mutante, AP-3p (CG11427, X) | Bloomington (88) Lindsley und Grell, 1968

it rolled-Mutante, MAP-Kinase Bloomington (386) | Lindsley und Grell, 1968
(CG12259, 1I)

st! scarlet-Mutante, ABCG-Transporter | Stammsammlung Lindsley und Grell, 1968
(CG4314, 11I) (Bloomington, 605) | Tearle et al., 1989

v vermilion-Mutante, Tryptophan Bloomington (137) | Lindsley und Grell, 1968
2,3-Dioxygenase (CG2155, X)

w! white-Mutante, ABCG-Transporter Bloomington (145) | Lindsley und Grell, 1968
(CG2759, X)

w'ie white-Mutante, ABCG-Transporter | Stammsammlung | Lindsley und Grell, 1968
(CG2759, X)

w-3 (W) white-Mutante Bloomington (3605) | Lindsley und Grell, 1968

w-5 (W) white-Mutante Bloomington (5905) | Lindsley und Grell, 1968

y w (y*! wit) yellow-white-Mutante Stammsammlung

7%%% zeste-Mutante (CG7803, X) Bloomington (1498) | Lindsley und Grell, 1968

Tabelle 4: Verwendete Mutanten.
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2.1.2.3 RNAi-Linien

Durch das UAS-GAL4-System (Brand und Perrimon, 1993) kénnen bestimmte Gene mithilfe
verschiedener Aktivator-Linien in beliebigen Geweben exprimiert werden (siehe auch Duffy,
2002). Bei Verwendung von RNAi-Linien werden die entsprechenden Gene gezielt herunter-

reguliert.
Name Zielgen/Stamm Typ HZQIS rgr Chromosom Ei?éi::tr;f:/
R1 G2759 w CG2759 ABCG (white) 30033 1] VDRC
R2_1555 cn CG1555 cinnabar 11322 1 VDRC
R3_12286_kar CG12286 karmoisin 37348 I VDRC
R4 9542 CG9542 evtl. Kynurenin | 45622 Il VDRC
Formamidase
R5_G4314 st CG4314 ABCG (scarlet) | 40875 Il VDRC
R6_A8473 CG8473, CG33172 ABCA 49462 1] VDRC
R7_A1819 CG1819, CG34120 ABCA 11673 1lks VDRC
R8 _A1718 CG1718 ABCA 44449 I VDRC
R9_A1718 CG1718 ABCA 44451 i VDRC
R10_A1801 CG1801 ABCA 8655 i VDRC
R11_A1494 CG1494 ABCA 30320 1 VDRC
R12_G3164 CG3164 ABCG 42733 I VDRC
R13_G3164 CG3164 ABCG 42734 I VDRC
R14 G4822 CG4822 ABCG 42729 I VDRC
R15_(G4822 CG4822 ABCG 42730 1] VDRC
R16_(G9892 CG9892, CG31689 ABCG 2584 Il (steril) VDRC
R17_(G9892 CG9892, CG31689 ABCG 2585 Il (letal) VDRC
R18 _G9664 CG9664 ABCG 42465 X VDRC
R19 G9664 CG9664 ABCG 42467 Il VDRC
R20_G3327_E23 | CG3327 ABCG (E23) 2620 1° VDRC
R21_G2969 Atet | CG2969 ABCG (Atet) 42750 1 VDRC
R22_G2969 Atet | CG2969 ABCG (Atet) 42751 I VDRC
R23_A7491 CG7491, CG31731 ABCA 11082 X VDRC
R24 G17632 _bw | CG17632 ABCG (brown) | 44268 I VDRC
R25_G7346 CG7346, CG32091 ABCG 5222 X VDRC
R26_A6052 CG6052 ABCA 5310 1] VDRC
R27_A6052 CG6052 ABCA 5311 I VDRC
R28_A4794 CG4794, CG31213 ABCA 40926 I VDRC
R29_A4794 CG4794, CG31213 ABCA 40927 | VDRC
R30_G18633 CG18633, CG31121 | ABCG 43981 I VDRC
R31_G11069 CG11069 ABCG 51367 Il (letal) VDRC
Kondo_w y w; p[lUASdswhite]**/ | ABCG (white) T Kondo et
y' bw al., 2006
Tabelle 5: Verwendete RNAi-Linien. ® laut VDRC homozygot letal, ist aber lebensféhig. ®laut VDRC homozygot

steril, ist aber fertil. ID: Identifikationsnummer; VDRC: VDRC Stockcenter.
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2.1.2.4 Treiber, Balancer und weitere Stamme

Stamm

Details

Herkunft

Literatur

FM6

Balancer-Stamm, X-Chromo-
som

Stammsammlung

Lindsley und Zimm,
1992

FM6;; D*’TM6B (Tb)

Doppelbalancer-Stamm,
X- und III. Chromosom

vorliegende Arbeit

Lindsley und Zimm,
1992

FM6; ScO/CyO

Doppelbalancer-Stamm,
X-und II. Chromosom

vorliegende Arbeit

Lindsley und Zimm,
1992

wi!: Sp/CyO; D¥TM6B (Th)

Doppelbalancer-Stamm,
II. und III. Chromosom

Stammsammlung

Lindsley und Zimm,
1992

whl: A441/SM6::TM6
(CyO,Th)

Doppelbalancer-Stamm,
II. und III. Chromosom

Stammsammlung

Lindsley und Zimm,
1992

y*lwhl: sp/cyo; D¥TMeB
(Tb)

Doppelbalancer-Stamm
imy w-HG

vorliegende Arbeit

Lindsley und Zimm,
1992

+;: D¥TM6B (Th)

Balancer-Stamm,
III. Chromosom, CS-HG

vorliegende Arbeit

+; ScO/CyO

Balancer-Stamm,
II. Chromosom, CS-HG

vorliegende Arbeit

+; Sp/CyO;st*

Balancer-Stamm, II. Chromo-
som im st'- und CS-HG

vorliegende Arbeit

wi!: daughterless-GAL4
(w;; da-GAL4)

Treiber-Linie zur Expression
in allen Geweben, III

Stammsammlung

Smith und
Cronmiller, 2001

+;; da-GAL4

da-GAL4 im CS-HG

vorliegende Arbeit

wh! Sp/CyO; da-GAL4

da-GAL4, balanciert

vorliegende Arbeit

+: bw'; da-GAL4

da-GAL4 im bw*- und CS-HG

vorliegende Arbeit

D%*TM3 (Sh)

in allen Geweben, 11

y* whl actin-GAL4/TM6B | Treiber-Linie zur Expression | Stammsammlung | Ito et al., 1997
(Th) in allen Geweben, IIT

+;; actin-GAL4/TM6B (Tb) actin-GAL4 im CS-HG vorliegende Arbeit

wixl, actin-GAL4/CyO; Treiber-Linie zur Expression Stammsammlung | Ito et al., 1997

+; actin-GAL4/CyO; st*

actin-GAL4 im st*- und
CS-HG

vorliegende Arbeit

whl: GMR-GAL4

Treiber-Linie zur Expression
in den Augen, II

Stammsammlung

Freeman, 1996

+, GMR-GAL4

GMR-GAL4 im CS-HG, II

vorliegende Arbeit

wi!: p[UAS-scarlet]*’

scarlet cDNA unter
UAS-Kontrolle, 11

Diplomarbeit Julia
Albrecht

Albrecht, 2005

+; p[UAS-scarlet]*’; st*

p[UAS-scarlet] im st*- und
CS-HG

vorliegende Arbeit

+; bw'; p[UAS-brown]°

p[UAS-bw] im bw*- und CS-
HG

vorliegende Arbeit

yhwhl Kia2-3

yellow-white-Stamm mit
Transposase-Aktivitat

Stammsammlung

Lindsley und Zimm,
1992

y[*] W[*]; E[Cary+-G MR-
ABCG1]

Carnegie4-GMR, III

Barbara Daller

y* whl: p[Cary*-GMR-mini- | mini-white DNA in yellow- Diplomarbeit Daller, 2005
white]® Carnegie4-GMR, 11 Barbara Daller
ABCG1 DNA in yellow- Diplomarbeit Daller, 2005

Tabelle 6: Verwendete Treiber, Balancer und weitere Stamme. HG: Hintergrund.
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Die Fliegenstdmme wurden in Glasern mit Standardmedium (Maismehl, Agar, Sojamehl, Melas-
se, Malzextrakt, Hefe und 3 g/l Nipagin als Fungizid) bei 18°C und 65% relativer Luftfeuchtigkeit
gehalten. Experimente und Kreuzungen wurden bei 25°C durchgefiihrt.
Alternativ wurde flr Lipidanalysen auf instant-Futter Formula 4-24 Drosophila Medium Blue
(Carolina Biological Supply Company) verwendet. Dafiir wurden gleiche Mengen des Pulvers
und Wasser (versetzt mit 10 ml/l Nipagin-Losung; s. 2.7) gemischt.

2.2 Medien

Bezeichnung

Zusammensetzung

AXI-Platten

LBamp-Platten mit 50 pl X-Gal-Lésung und 50 pl 1 M IPTG

CSEG-Platten fur Bacillus
subtilis

MgSO,4x 7 H,0; 1,5 mg/l MnSQy,; 22 mg/l Ammoniumeisencitrat; 6 g/l
Natriumsuccinat; 8 g/l Kaliumglutamat; 5 g/l Glukose; 50 mg/l L-Trypto-
phan; 20 g/l Bacto Agar; 1 mg/l Erythromycin; 25 mg/l Lincomycin

Eiablageplatten

gelést in 20 ml Ethanol

250 ml/I Apfelsaft; 2 g/l Bacto Agar; 25 g/l Saccharose; 4 g/l Nipagin

LBg-Medium

1 M NaOH; pH 7

10 g/l Bacto Tryptone; 10 g/l NaCl; 5 g/l Bacto Yeast Extract; 3 ml/l

LBamp-Medium

LBp-Medium mit Ampicillin (50-100 pg/ml)

LBamp-Platten

LBamp-Medium (100 pg/ml Ampicillin) mit 8 g/l Bacto Agar

Tabelle 7: Verwendete Medien.

2.3 Vektoren

Selektionsmarker

Bezeichnung GroRRe | Eigenschaften/Verwendung Resistenz | Herkunft/Literatur
pBluescript II SK- | 3,0 kb | Zwischenklonierung, lacZ in der MCS | Ampicillin | Stratagene
(PSK)
pGEM-T Easy 3,0 kb |Klonierung von PCR-Produkten, lacZ | Ampicillin | Promega
in der MCS
pUAST 9,0 kb | Keimbahntransformation, white als Ampicillin | Brand und Perrimon,

1993

yellow-Carnegie4 | 8,5 kb

Keimbahntransformation, yellow als
Selektionsmarker

Ampicillin

Patton et al., 1992

Tabelle 8: Verwendete Vektoren.

lacZ: Gen fur p-Galactosidase; MCS: multiple cloning site.
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2.4 Oligonukleotide

Bezeichnung | Sequenz 5’— 3’'/Nummer ?nnealmg- Verwendung/Herkunft
emperatur
ABCG2-2100 | ctt ctg ccc agg act caa tgc 50-55°C | Sequenzierung ABCG2
ABCG2-950 gga cta gta tag gaa tgg agc t 50-55°C Sequenzierung ABCG2
AS2 caa cta ctg aaa tct gcc aag 55°C Sequenzierung pUAST
S2 cat tcc acc act gct ccc 55°C Sequenzierung pUAST
SV40 tag tt gtc caa tta tgt 55°C Sequenzierung pUAST
bw-seq1 gac atc ttc gag ctc ttc acc 54°C Sequenzierung brown
GMR3 cgg atc ctc tag agt cga c 53°C Sequenzierung GMR-ABCG2
GMR5 gtc gac tct aga gga tcc g 53°C Sequenzierung GMR-ABCG2
SP6 att tag gtg aca cta tag 55°C Sequenzierung pGEM-T Easy
T3 aat taa ccc tca cta aag gg 55°C Sequenzierung pSK
T7 gta ata cga ctc act ataggg c 55°C Sequenzierung pSK, pGEM-T Easy
wA ggc atc caa gta tcg cca tc 55°C Sequenzierung white
wB gca gtt gaa gaa gtg cag cac 55°C Sequenzierung white
5'bw-EcoRI tag aat tcg ccg gtg agg tga ctg a 55-57°C | 5'Primer flir brown mit einer EcoRI
Schnittstelle
3’bw-Kpnl tag gta ccg cac gag tac tca atg 55-57°C | 3'Primer flir brown mit einer Kpnl
caac Schnittstelle
5'G2-Hpal- gtt aac aaa atg tct tcc agt aat gtc 48-55°C 5’Primer fir ABCG2 mit Kozak-
Kozak gaag Sequenz und einer Hpal Ss
3'G2-Hpal gtt aac cac gtg att ctt cca caa gc 48-55°C | 3'Primer fiir ABCG2 mit einer Hpal
Schnittstelle
5 G2-EcoRI- |gaa ttc aaa atg tct tcc agt aat gtc 48-55°C 5’'Primer fir ABCG2 mit Kozak-
Kozak gaag Sequenz und einer EcoRI Ss
3’G2-Xhol ctc gag cac gtg att ctt cca caa gc 48-55°C | 3'Primer fur ABCG2 mit einer Xhol
Schnittstelle
5 GMR-Smal |atc ccg ggt aca tac ata cta gaa ttg 56°C 5’'Primer fir GMR-ABCG2 mit einer
at Smal Schnittstelle
3'GMR-Smal |tac ccg ggt tgg gct gca ggt cga 56°C 3’Primer fir GMR-ABCG2 mit einer
cgg atc Smal Schnittstelle
rp49 reverse | gcg ggt geg ctt gtt cga tee 55°C Housekeeper
rp49 forward | cca agc act tca tcc gec acc 55°C Housekeeper
bw-forw gcg agc gaa agc gac tca g 50-51°C RT-PCR
bw-rev2 gag ttc gta gcc cag gtc tg 50-51°C RT-PCR
R5-ABCG1 cca tga tgg tgt cgg cac atc 48-55°C RT-PCR
R3-ABCG1 ggc agt tca gac cca aat ccc 48-55°C RT-PCR
R5-ABCG2 ctg gtc tca acg cca tcec tg 48-55°C RT-PCR
R3-ABCG2 gac aca ccacgg ataaactgag 48-55°C RT-PCR
white Dm01841738_m1 60°C TaqMan Assay, Applied Biosystems
scarlet Dm01822899 g1 60°C TagMan Assay, Applied Biosystems
brown Dm01821716_g1 60°C TaqMan Assay, Applied Biosystems
18S rRNA Hs03003631_g1 60°C TaqMan Assay, Applied Biosystems

Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide. Enzymschnittstellen sind hervorgehoben. Ss: Schnittstelle.
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2.5 Antikorper

Antikorper Bemerkungen Herkunft
anti-Scarlet ungereinigtes Antiserum aus Kaninchen, die mit dem Scarlet-Peptid J. Pineda
(a-St) (StNT) immunisiert wurden (StNT reprasentiert 20 Aminosauren des

Aminoterminus des scarlet-Proteins; MSDSDSKRIDVEAPERVEQC).
Verwendung: SINT T2 fir Schnitte und Ganzpraparate

anti-White ungereinigtes Antiserum aus Kaninchen, die mit dem White-Peptid J. Pineda
(a-W) (WECL) immunisiert wurden (WECL reprasentiert eine extrazellulare
Schleife des white-Proteins zwischen den Transmembran-a-Helices 5
und 6; RYANEGLLINQWADVEPGEC)

Verwendung: WECL T2 fur Schnitte und Ganzpraparate

Alexa Fluor sekundarer fluoreszierender Antikérper flr Schnitte und Ganzpraparate Molecular
488 nm GAR Probes

Tabelle 10: Verwendete Antikdrper. GAR: goat anti rabbit; T2: Tier 2.

2.6 Kitsysteme

Bezeichnung Verwendung Herkunft

Big Dye Terminator v 1.1 Cycle Sequenzierung Applied Biosystems
Sequencing Kit

Coomassie Plus Assay Kit Proteinbestimmung (Bradford) Thermo Scientific
peqGOLD TriFast RNA Isolierung Peqlab

pGEM-T Easy Vector System I T/A Klonierung Promega

QlAprep Spin Miniprep Kit Plasmid-Extraktion Qiagen

QIAquick Gel Extraction Kit DNA Isolierung aus Agarosegelen Qiagen

Reverse Transcription System Reverse Transkription Promega

RNeasy Mini Kit RNA Isolierung Qiagen

TagMan Mastermix TagMan-PCR Applied Biosystems

Tabelle 11: Verwendete Kitsysteme.

2.7 Puffer und Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung Verwendung

Acetat-Losung 5 M Eisessig zu 5 M Kaliumacetat bis Plasmid-Minipraparation
pH 4,8

Alkali-SDS-Lésung 200 mM NaOH; 1% SDS (v/v) Plasmid-Minipraparation

Bligh & Dyer 2/3 Methanol, 1/3 Chloroform Lipidextraktion

Carnoy 30 ml Ethanol; 15 ml Chloroform; Fixierung von Paraffinschnitten
5 ml Eisessig

DAPI Stammlésung 1 mg DAPI/ml; 180 mM Tris-HCI, pH 7,5 | Anfarben von Zellkernen

Gel-Ladepuffer, 6-fach 0,001 M EDTA,; 50% Glycerin (v/v); Agarosegelelektrophorese
0,25% Bromphenolblau (w/v);
0,25% Xylencyanol (w/v)

GTE-Puffer 50 mM Glukose; 25 mM Tris/HCI, Plasmid-Minipraparation
pH 8,0; 10 mM EDTA, pH 8,0

Injektionspuffer 5 mM KCI; 0,1 mM NaPO,, pH 6,8 Keimbahntransformation
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Bezeichnung

Zusammensetzung

Verwendung

Kupfersulfatlésung

156,4 g CuSO4x 5 Hy0; 94 ml H3POy,,
auf 11 H,O

Besprihen von Dinnschicht-
chromatographieplatten

LSB (low salt buffer), 10-fach

200 mM Tris/HCI, pH 8,75;
100 mM KCI; 100 mM (NH4),SOy;
20 mM MgSQg; 1 mg/ml BSA

Polymerasekettenreaktion

Nipagin-Lésung

100 mg/ml Nipagin in Ethanol

Fungizid fir instant-Futter und
Sucrose

NL-Mix

1 ml Essigsaure; 20 ml Diethylether;
80 ml Hexan

Laufmittel fir Neutrallipide,
Dunnschichtchromatographie

Paraformaldehyd

4% Paraformaldehyd in PBS (w/v)

Fixierung von Gewebe

PBS (phosphate buffered
saline)

3mM NaH2P04; 7 mM NazHPO4;
130 mM NaCl; pH 7,2

Praparation von Gewebe

PBT (0,1% oder 0,5%)

PBS mit Triton X-100 (v/v; 0,1% oder
0,5%)

Waschen von Gewebe

PL-Laufmittel

10 mM Ammoniumacetat in
Methanol/Chloroform (3:1 v/v)

Laufmittel fir Massenspektro-
metrie

PL-Mix

9 ml 0,25% KCI; 10 ml Methanaol;
25 ml Chloroform; 25 ml Methylacetat;
25 ml 2-Propanol

Laufmittel fur Phospholipide,
Dunnschichtchromatographie

TAE-Puffer, 50-fach

242 g Tris-Base; 57,1 ml Essigsaure;
100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0; auf 11 H,O

Agarosegelelektrophorese
(1-fach)

X-Gal-Lésung 8% X-Gal (w/v) in Dimethylformamid AXI-Platten
Tabelle 12: Verwendete Puffer und Lésungen.
2.8 GroRRenstandards und Enzyme
Enzyme/Standards Verwendung Herkunft
CIAP Dephosphorylierung von Vektoren Fermentas
Expand High Fidelity Polymerase fiir PCR-Reaktionen von Roche
Fragmenten Uber 3 kb
FastStart High Fidelity Polymerase fir PCR-Reaktionen Roche
Restriktionsenzyme Plasmidverdau New England Biolabs
RNase (10 ug/ml) Mini-Praparation Roth
T4 DNA Ligase Ligation Fermentas, New England Biolabs
Taq DNA Polymerase Polymerase flir Test-PCR-Reaktionen vom Lehrstuhl selbst hergestellt
100 bp und 1 kb DNA- GroRenstandards fir Agarosegel- New England Biolabs
Leiter elektrophorese

Tabelle 13: Verwendete GréRenstandards und Enzyme. CIAP: calf intestinal alkaline phosphatase.

2.9 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle Ubrigen Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden von folgenden Firmen bezogen:
Amersham Life Sciences, Appligene, Beckmann, Biometra, BioRad, Biozym, Boehringer, Brand,
Braun, Eppendorf, Fermentas, Fluca, Gibco BRL, Gilson, Invitrogen, Kimberly-Clark, Merck, Nal-
gene, New England Biolabs, Qiagen, Roche, Roth, Sarstedt, Sigma-Aldrich, Stratagene und

Whatman.

Entionisiertes gefiltertes Wasser wurde der Filtrieranlage Milli-Q Plus (Millipore) entnommen.
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Plasmid-Minipraparation (alkalische Lyse)

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde aus einer 2 ml Ubernachtkultur im entspre-
chenden Selektionsmedium (LBamp) Nach dem Protokoll von Sambrook et al. (1989) durchge-
fuhrt. Um RNA zu entfernen, wurde der GTE-Puffer mit 1 yl RNase (1 pug/ul) versetzt. Das DNA-
Pellet wurde in 50 pl H,O gelost.
Bendtigte man DNA mit hdherem Reinheitsgrad, wurde der QlAprep Spin Miniprep Kit verwen-
det. Eluiert wurde mit 30 pl H.O.

3.1.2 Spaltung von DNA durch Restriktionsenzyme

Der enzymatische Verdau von DNA erfolgte in einem Reaktionsvolumen von 10 bis 20 ul nach
den Angaben des Herstellers (New England Biolabs).

3.1.3 Dephosphorylierung von Vektoren

Die Dephosphorylierung von Vektoren wurde mit CIAP (calf intestinal alkaline phosphatase) ent-
sprechend den Herstellerangaben (Fermentas) durchgeflhrt.

3.1.4 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Elektrophorese von DNA-Fragmenten wurde in 0,8-2,0%igen Agarosegelen, denen Ethidi-
umbromid (0,1 mg/l, Roth) beigefiigt wurde, durchgefiihrt. Die zu analysierenden Proben wurden
mit Gel-Ladepuffer versetzt und auf das Gel geladen. Die Auftrennung erfolgte bei 80 bis
120 Volt in dem Elektrophoresepuffer TAE.

Bei der praparativen DNA-Gelelektrophorese wurden die Banden unter UV-Licht ausgeschnitten
und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit aufgereinigt. Eluiert wurde mit 50 pl H,O.

3.1.5 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte zwei Stunden bei Raumtemperatur oder tber Nacht
bei 18°C in einem Reaktionsvolumen von 10 pl entsprechend den Herstellerangaben (Fermen-
tas, New England Biolabs). Das Verhaltnis von Plasmid zu Insert betrug 1 zu 3.

PCR-Produkte wurden 1 bis 2 h bei Raumtemperatur in den Vektor pGEM-T Easy (Promega)
ligiert.
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3.1.6 Hitzeschocktransformation von E. coli

Die heat-shock Transformation von Plasmid-DNA in chemisch kompetente E. coli Zellen wurde
nach dem Protokoll von Ausubel et al. (1996, Unit 1.8.3) durchgefuhrt.

3.1.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)
3.1.7.1 Standard-PCR

Fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurden folgender Standard-Ansatz und folgendes
Programm verwendet:

Ansatz: Programm:

Matrize (ca. 100 ng) X ul Denaturierung 95°C 5 min 1x
10-fach low salt buffer 2,5l Denaturierung 95°C 1 min

40 mM dNTPs 1ul Annealing x°C 1 min >~ 30x
10 yM &’ Primer 1 pl Kettenverlangerung 72°C y min

10 yM 3’ Primer 1yl Kettenverlangerung 72°C 10 min 1x
Taq Polymerase Tyl X: je nach Annealing-Temperatur der verwendeten
ddH,O ad 25 pl Primer; y: je nach Lange des PCR-Produkts.

3.1.7.2 Sequenzierung

Fur die Sequenzierungs-Reaktion wurde der Big Dye Terminator v 1.1 Cycle Sequencing Kit mit
folgendem Ansatz und folgendem Programm verwendet:

Ansatz: Programm:

Matrize (10 ng pro 100 bp) X pl Denaturierung 96°C 10s
5-fach Sequenzierpuffer 4 ul Annealing x°C 5s > 30x
Big Dye 1ul Kettenverlangerung 60°C 4 min

10 pM 5’ oder 3 Primer 1l X: je nach Annealing-Temperatur der verwendeten
ddH,0 ad 20 pl Primer

Vor der Auftrennung der entstandenen DNA-Fragmente wurde der PCR-Ansatz durch Zugabe
von 80 ul H,O, 10 yl 3 M NaAc (pH 4,8) und 250 pl 100% EtOH gefallt. AnschlieRend wurde der
Ansatz 15 min bei 13000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet zweimal mit
70% EtOH gewaschen, bevor es in 20 pl H,O geldst wurde.

Die elektrophoretische Auftrennung wurde bei der Firma Geneart durchgefihrt. Die Datenaus-
wertung wurde mit den Programmen Chromas Lite und DNA Star vorgenommen.

3.1.8 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung mithilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen) erfolgte entsprechend dem Protokoll
fur tierisches Gewebe. Als Ausgangsmaterial wurden 20 Larven des dritten Larvenstadiums (3L)
in 2,0 ml Precellys Cups mit 2,8 mm Keramikkiigelchen (Peqglab) in flissigem Stickstoff schock-
gefroren und bei -80°C gelagert.
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Homogenisiert wurden die Proben in 1 ml RLT Puffer (im Kit enthalten) mit 1% R-Mercapto-
ethanol im Precellys 24 Homogenisator (Peglab) mit dem Programm 5500-2x25-15 (Geschwin-
digkeit - Anzahl Zyklen - Schuttelzeit - Pause zwischen den Zyklen). Die Elution der RNA erfolg-
te mit 50 pl RNase freiem Wasser (im Kit enthalten).

Fir die RNA-Isolierung mit peqGOLD TriFast (Peqlab) wurden die Gewebe in 1 ml TriFast
homogenisiert und dem beiliegenden Protokoll entsprechend weiterverarbeitet. Die RNA wurde
in 50 yl DEPC-H,0 geldst.

Die Konzentration der RNA wurde am Spektrophotometer NanoDrop ND-1000 (Thermo Scien-
tific) oder am Photometer Ultrospec 3000 (Pharmacia Biotech) bestimmt.

3.1.9 Qualitatskontrolle der RNA

Um Degradierungen durch Nukleasen ausschlieRen zu kénnen, wurde die Qualitat der fur die
TagMan-PCR bestimmten RNA am Agilent Bioanalyzer kontrolliert.

3.1.10 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription von 2 ug der isolierten RNA wurde mit Hilfe des Kits Reverse
Transcription System (Promega) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Alternativ wurde 1 uyg RNA mit dem QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) entspre-
chend dem beiliegenden Protokoll in cDNA umgeschrieben.

3.1.11 TagMan-PCR

Unter Assay-on-Demand versteht man ein von der Firma Applied Biosystems hergestelltes und
getestetes Reportersystem mit einer FAM/non fluorescent modifizierten Sonde (genauere Anga-
ben behalt sich der Hersteller vor). Die gemessenen Werte werden mit einem Haushaltsgen,
z.B. der 18S rRNA, normalisiert. Im Assay-on-Demand sind beide Primer (jeweils 18 ym) und
die Sonde (5 um) enthalten. Der PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

TaqMan Mastermix 5,0 ul
Assay-on-Demand 0,5 pl
cDNA 2,5 pl (10 ng/pl)
ddH,0 1,0 pl

Die Amplifikation am TagMan 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) wurde
nach folgendem Programm durchgefihrt:

Abbau dUTP-haltiger DNA-Strange 50°C 2 min 1x
Aktivierung der Polymerase 95°C 10 min 1x
Denaturierung 95°C 15s } 45x
Annealing/Kettenverlangerung 60°C 1 min

Die Daten wurden mit der Sequence Detector Software SDS 2.3 (Applied Biosystems) ausge-
wertet.
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3.2 Keimbahntransformation

3.2.1 Mikroinjektion

Fir die Injektion verwendete Fliegenembryonen stammten aus einer Kreuzung von w'’"®
(PUAST-Konstrukte) bzw. y w (yellow-Carnegie4-Konstrukt; yCar) mit Mannchen der Transposa-
se-Fliegen y w; KiA2-3.

Hoéchstens 30 min alte Embryonen wurden von Eiablageplatten abgesammelt und bei 18°C
weiterbehandelt. Durch Wenden auf einem Klebestreifen wurde das Chorion entfernt, wonach
die Embryonen 7 min Uber Kieselgel getrocknet und daraufhin mit Voltalef-Ol (iberschichtet
wurden. Die Plasmid-DNA (300 ng/ul), versetzt mit griiner Lebensmittelfarbe, wurde mit Hilfe
eines Mikromanipulators in die Nahe der Polzellregion injiziert. Die Haltung der Embryonen
erfolgte auf Eiablageplatten, geschlipfte Larven wurden auf Standardmedium bei 25°C trans-
feriert.

3.2.2 Selektion der transformierten Fliegen

Fir die Selektion der transformierten Fliegen erfolgte eine Kreuzung mit w''’® (pUAST-Kon-
strukte) oder y w (yCar-Konstrukt). In der F{-Generation konnte man Transformanten durch
orange bis rote Augenpigmentierung (pUAST-Konstrukte) bzw. durch wildtypische Korperfarbe
(yCar-Konstrukt) erkennen.

3.2.3 Balancierung der Fliegenstamme

Die Balancierung des P-Elements erfolgte durch Kreuzungen von mannlichen Transformanten
mit den Balancer-Stammen w; Sp/CyO; D*/TM6B, y w; Sp/CyO; D*/TM6B bzw. FM6

3.3 Histologie

3.3.1 Praabsorption der primaren Antikorper

Larven von st' bzw. w'"® wurden in PBS gedffnet, 1 h mit 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert und
je dreimal 10 min mit PBS bzw. 0,5% PBT gewaschen. Die Inkubation in der Antikérperlésung
(1:200 verdunnt in 0,5% PBT mit 5% NGS; NGS: normal goat serum) erfolgte Uber Nacht bei
4°C.

3.3.2 Antikérperfarbung von Ganzpréaparaten (whole mounts)
3.3.2.1 Larvale Gewebe
Nach der Praparation in PBS wurden die Gewebe 1 h in 4% PFA fixiert und anschliel3end

dreimal in PBS und dreimal in 0,5% PBT gewaschen (jeweils 10 min), bevor unspezifische
Bindestellen mit 5% NGS in 0,5% PBT 3 bis 4 h geblockt wurden. Die Inkubation mit dem praab-
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sorbierten primaren Antikdrper (1:3000 in 0,5% PBT mit 1,5% NGS; Praabsorption s. 3.3.1)
erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Anschlielend wurden ungebundene Antikérper durch sechs
Waschschritte mit 0,5% PBT entfernt und die Praparate 3 bis 4 h bei RT im Dunkeln mit dem
sekundaren Antikdrper (Alexa Fluor 488 nm GAR, Verdinnung: 1:200 in 0,1% PBT mit
1,5% NGS) inkubiert. Nach weiteren finf Waschschritten mit 0,1% PBT wurden die Gewebe in
Vectashield (Vector Laboratories) eingebettet.

3.3.2.2 Gehirne adulter Fliegen

Fir die Praparation von Gehirnen wurden die Fliegen vor der Praparation 2,5 h mit 4% PFA in
0,1% PBT fixiert und anschlief3end dreimal 15 min in PBS gewaschen.

Nach der Praparation wurden die Gewebe erneut dreimal 5 min in 0,5% PBT gewaschen und
daraufhin 2 h in 0,5% PBT mit 5% NGS geblockt. Die Inkubation mit dem praabsorbierten
primaren Antikdrper (1:3000 in 0,5% PBT mit 1,5% NGS; Praabsorption s. 3.3.1) erfolgte 40 h
bei 4°C. Daraufhin wurde sechsmal 10 min mit 0,5% PBT gewaschen, bevor die Praparate 3 h
bei RT im Dunkeln mit dem sekundaren Antikorper (Alexa Fluor 488 nm GAR, Verdlnnung:
1:200 in 0,1% PBT mit 1,5% NGS) inkubiert wurden. Nach sieben 10-minltigen Waschschritten
mit 0,5% PBT wurden die Gehirne kurz in 0,1% PBT gesplilt und in Vectashield (Vector Labora-
tories) eingebettet.

3.3.3 Antikorperfarbung von Kryostatschnitten

Vor der Anfertigung von Gefrierschnitten wurden 3L oder Abdomen adulter Fliegen in Tissue-
Tek (Sakura) eingebettet und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die 10 pm-Schnitte wurden
bei -18°C hergestellt und anschlieRend 10 min bei 40°C getrocknet, bevor sie 30 min mit
4% PFA fixiert wurden. Nach drei Waschschritten (gewaschen wurde jeweils fur 5 min) mit PBS
wurden unspezifische Bindestellen 1 h mit 5% NGS in 0,1% PBT geblockt, bevor die Schnitte
uber Nacht bei 4°C mit dem primaren Antikérper (Verdinnung: 1:5000 in 0,1% PBT mit
1,5% NGS) inkubiert wurden. Nachdem ungebundene Antikdrper durch dreimaliges Waschen in
0,1% PBT entfernt wurden, erfolgte die Inkubation (1 bis 2 h bei RT im Dunkeln) mit dem
sekundaren fluoreszierenden Antikorper (Alexa Fluor 488 nm GAR, Verdinnung: 1:200 in
0,1% PBT mit 1,5% NGS). Nach drei weiteren Waschschritten mit 0,1% PBT wurden die Schnit-
te mit Vectashield (Vector Laboratories) Uiberschichtet.

3.3.4 Paraffinschnitte

10 bis 15 Fliegen wurden auf Kragen aufgefadelt und 4 h in Carnoy fixiert. Anschlielsend wurden
sie dreimal 30 min in Ethanol gewaschen und dber Nacht in Methylbenzoat inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Fliegen bei 60°C fir 1 h in Methylbenzoat:Paraffin (1:1) und sechsmal
fur 30 min in Paraffin mit steigendem Reinheitsgrad inkubiert, bevor sie in Paraffin eingebettet
wurden. Die 7 um-Schnitte wurden mit etwas Wasser auf Objekttrager aufgebracht, die mit
Eiweil’-Glycerin beschichtet waren, und kurz bei 42°C gestreckt. Nach dem Absaugen des
Wassers wurden sie Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Durch zwei 30-miniitige
Inkubationsschritte in Xylol bei 55°C wurde das restliche Paraffin entfernt, bevor die Schnitte in
DPX Mountant for histology (Fluka) eingebettet wurden.
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3.3.5 DAPI-Farbung

Malpighische GefalRe aus 3L wurden in PBS prapariert und 15 min in 4% PFA fixiert. Nach zwei
Waschschritten in PBS wurden die Gewebe 15 min in einer 1:500 Verdinnung der DAPI
Stammldsung in 0,1% PBT inkubiert und anschlie®end zweimal mit PBS gewaschen.

3.4 Pigment-Extraktion

3.4.1 Extraktion von Xanthommatin

Fur die Extraktion der braunen Augenpigmente wurden 10 Kopfe von 9 Tage gealterten Mann-
chen in 150 yl 2 M HCI homogenisiert. Nach Zugabe von 1 mg Na,OsS, (Natriumdisulfit) und
200 pl n-Butanol wurden die Proben 10 min bei RT geschittelt und 2 min bei 10000 rpm
zentrifugiert. 100 pl der oberen Phase wurden bei 492 nm am Versamax Tunable Microplate
Reader (Molecular Devices) gegen n-Butanol gemessen (nach Mackenzie et al., 1999).

3.4.2 Extraktion von Drosopterin

Fur die Extraktion der roten Augenpigmente wurden 4 Kdpfe von 9 Tage gealterten Mannchen in
einer Mischung aus 50 pl Chloroform und 50 pl 0,1% wassrigem Ammoniak homogenisiert und
2 min bei 10000 rpm zentrifugiert. 2 yl der oberen Phase wurden am Spektrophotometer
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific) gegen 0,1% wassrigen Ammoniak gemessen (nach
Mackenzie et al., 1999).

3.5 Lipidanalysen

Fliegen fir Lipidanalysen wurden unter kontrollierten Bedingungen aufgezogen. Dazu wurden
adulte Tiere fur wenige Stunden auf Glaser mit Standard Drosophila Medium (bei 25°C) gesetzt
und immer nach der Ablage von ca. 100 Eiern auf neue Glaser geschittelt. Die Nachkommen
(mannliche 3L bzw. 7 Tage alte Mannchen) wurden fur die Analysen verwendet.

Fur die Analysen der Futtervarianten wurden gleiche Mengen der Medien fir die Probenauf-
arbeitung eingesetzt. Zur Untersuchung von Genotypen auf den Futtervarianten wurden Larven
des ersten Larvenstadiums von Eiablageplatten abgesammelt und auf instant-Futter oder Stand-
ardmedium transferiert.

Stdmme vom Bloomington Drosophila Stock Center wurden drei Generationen unter Laborbe-
dingungen gehalten, bevor sie fur Lipidanalysen verwendet wurden.

3.5.1 Homogenisierung und Proteinbestimmung

Proben fir die Lipidextraktion wurden in 2,0 ml Precellys Cups mit 2,8 mm Keramikkigelchen
(Peglab) in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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Homogenisiert wurden die Proben in 1 ml H,O im Precellys 24 Homogenisator (Peglab) mit dem
Programm 5500-2x25-15 (s. 3.1.8). Das Homogenat wurde in ein neues Cup Uberfihrt und
1 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde fir die Lipidanalysen abgenommen.

Fur die Proteinbestimmung wurden zweimal 5 pl des Uberstands mit jeweils 1 ml Bradford-
Losung (Coomassie Plus Assay Kit, Thermo Scientific) gemischt und 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Absorption bei 595 nm im Vergleich zu einer Standardgeraden gab den Protein-
gehalt der Probe an. Dieser betrug 0,90 pg/ul (+/- 0,12) fir zehn méannliche 3L und 0,77 pg/ml
(+/- 0,06) fur 25 sieben Tage alte Mannchen des Wildtyps CS.

3.5.2 Dinnschichtchromatographie (DC)

Fur die Probenaufarbeitung nach Bligh & Dyer (Bligh und Dyer, 1959) wurden gleiche Mengen
an Protein (300 bis 700 pg) in Glaszentrifugenréhrchen tberfihrt und mit H,O auf 800 pl aufge-
fullt. Nach Zugabe von 3 ml Bligh & Dyer (s. 2.7) wurden die Proben gevortext und 1 h bei RT
inkubiert. AnschlieRend wurden 1 ml Chloroform und 1 ml H,O zugegeben und die Proben gut
gevortext. Nach 10-mindtiger Zentrifugation bei 4000 rpm wurden 1800 pl der unteren Phase mit
einer Hamiltonspritze in ein neues Zentrifugenglas tberfuhrt und daraufhin in der Speedvac
komplett eingedampft. Das Pellet wurde durch Vortexen in 200 ul Bligh & Dyer gelést und in
1,5 ml Kurzgewindeflaschen ND9 mit 0,1 ml Mikroeinsatz (6x31 mm) uberfuhrt (beides VWR
International). Die Flaschen wurden mit Kurzgewinde-Schraubkappen PTFE mit zentralem Loch
(6 mm) und Septum ND9 (Starke 1,0 mm; VWR International) verschlossen und bei -20°C
gelagert.

Das Auftragen der Proben erfolgte mit dem ATS 4 (Automatic TLC Sampler, CAMAG) auf
20x10 cm HPTLC Kieselgel 60-Platten (Merck), welche zuvor 15 min bei 180°C gebacken wur-
den. Standards fiir Neutrallipide waren jeweils 0,1 mg/ml Triolein, Olsdure, Lanosterol und
Ergosterol in Hexan/Isopropanol (1:1), fir Phospholipide jeweils 0,1 mg/ml Phosphatidylglyceral,
Cardiolipin (lauft auf gleicher Héhe wie Phosphatidylethanolamin), Phosphatidylinositol, Phos-
phatidylserin, Phosphatidylcholin, Sphingomyelin und Lysophosphatidylcholin in Hexan/Isopro-
panol (1:1). Die Standards wurden von Sigma oder von Avanti Polar Lipids bezogen.

Die Entwicklung am AMD 2 (Automated Multiple Development, CAMAG) erfolgte entweder mit
NL- oder PL-Mix (s. 2.7). AnschlieRend wurden die Platten im Chromalet DS 20 (Desaga)
dreimal mit Kupfersulfatlosung bespriht und daraufhin 20 min bei 180°C gebacken.

Fertige Platten wurden im TLC Scanner 3 (CAMAG) eingelesen und mit dem Programm
wWinCATS (CAMAG) ausgewertet. Die Auswertung erfolgte Uber die Flache der detektierten
Peaks im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle.

3.5.3 Gaschromatographie (GC)

20 ug Protein wurden in Schraubkappenrdéhrchen Uberfiihrt und in der Speedvac pelletiert.
AnschlieRend wurden 50 pl interner Standard (1 pg C13:0 und 1 pg C21:0iso; Supelco) und 2 ml
Methanol hinzugefugt. Die Zugabe von 200 pl Acetylchlorid erfolgte unter Vortexen. Daraufhin
wurden die Rohrchen gut verschraubt und 1 h bei 95°C im Schittelwasserbad inkubiert. Nach-
dem die Proben komplett abgekihlt waren, wurden 400 pl Hexan und 5 ml 6% Kaliumcarbonat-
I6sung hinzugefiigt und die R6hrchen gut gevortext. Nach Zentrifugation (10 min, 4000 rpm)
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wurden 200 pl der oberen Phase mit der Hamiltonspritze abgenommen und in 1,5 ml Kurzgewin-
deflaschen mit Mikroeinsatz (s. 3.5.2) Gberfuhrt.

Die Analyse der Gesamtfettsduren wurde am Shimadzu 2010 GC-MS System durchgefiihrt.
Fettsauremethylester (FAME) wurden auf einer BPX70 Saule (Lange: 10 m, Durchmesser:
0,10 mm, Filmdicke: 0,20 um; SGE, Griesheim) mit Helium als Tragergas aufgetrennt. Die
Anfangstemperatur von 50°C wurde schrittweise auf 250°C erhoht (40°C/min bis 155°C, 6°C/min
bis 210°C, 15°C/min bis 250°C). Injiziert wurde jeweils 1 pl der Proben.

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm GCMS Lab Solutions (Shimadzu). Zur Erstellung
einer Eichgeraden dienten vier unterschiedlich konzentrierte Kalibratormischungen, bestehend
aus Supelco 37 Component FAME Mix (Supelco) und weiteren Fettsauren (alle Komponenten
s. 4.2.2, Tabelle 17).

3.5.4 Massenspektrometrie (MS)

Bei der Aufarbeitung fiir die Massenspektrometrie wurden 50 pg Protein als Ausgangsmaterial
verwendet. FUr die vier zur Quantifizierung bendtigten Kalibratoren wurden die 50 pug aus mehre-
ren Proben gepoolt und mit 0, 25, 50 bzw. 100 pl Kalibrator-Lésung (PC 34:1, 36:2, 38:4, 40:0;
SM 16:0, 18:1, 18:0; LPC 16:0, 18:1, 18:0; PE 34:1, 36:2, 38:4, 40:6; PS 34:1, 36:2, 38:4, 40:6;
FC, CE 16:0, 18:2, 18:1, 18:0; Avanti Polar Lipids) versetzt. Zu allen Proben und Kalibratoren
wurden 25 ul interner Standard (PC 28:0, PC 44:0, LPC 13:0, LPC 19:0, PE 28:0, PE 40:0,
PS 28:0, PS 40:0, D7-FC, CE 17:0, CE 22:0, PG 28:0, PG 40:0, Pl 34:0, LPE 14:0, Cer 14:0,
Cer 17:0; Avanti Polar Lipids) hinzugefugt. Die Aufarbeitung erfolgte nach Bligh und Dyer, wie
unter 3.5.2 beschrieben. Nach der Zentrifugation wurden jedoch 1200 pl der unteren Phase mit
dem Tecan Genesis RSP 150 (Robotic Sample Processor, Tecan) abgenommen und in 1,5 ml
Kurzgewindeflaschen ND9 (VWR International) tberfuhrt. Anschlie3end wurden die Proben in
der Speedvac pelletiert, um daraufhin in 800 pl PL-Laufmittel aufgenommen zu werden.

Die Proben wurden mit ESI-MS/MS (Elektrospray-lonisation Tandem-Massenspektrometrie) am
Quattro Ultima Triple Quadrupole Mass Spectrometer (Micromass, Manchenster) analysiert, wie
bereits beschrieben (Binder et al., 2006; Liebisch et al., 2004), und von Dr. Gerhard Liebisch
ausgewertet.

3.6 Riboflavin-Experimente

3.6.1 Messung des Riboflavingehalts
3.6.1.1 Bacillus subtilis Wachstumstest

Malpighische GefaRe aus zehn 3L wurden in 35 pl H,O homogenisiert. Der Bacillus subtilis
Stamm AribB::Erm" wurde bis zu einer optischen Dichte von 0,3 herangezogen, wonach 10 bis
10° Zellen auf CSEG-Platten ausplattiert wurden. Das Homogenat wurde auf einen Rundfliter
(6 mm) in der Mitte der Platte aufgetragen. Nach 16 Stunden bei 37°C wurde der Durchmesser
der bewachsenen Flache gemessen.
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3.6.1.2 Fluorimeter

Malpighische Gefalle einer 3L wurden in 200 yl PBS homogenisiert. Nach einer 2-mindtigen
Zentrifugation bei 13000 rpm wurden 180 pl des Uberstands in ein Well einer schwarzen Mikro-
platte 655101/96 (Greiner) Uberfuhrt und am FLUOstar Optima Multifunction Microplate Reader
(BMG Labtech, Anregung: 445 nm, Emission: 526 nm) im Vergleich zu einer Standardgeraden
gemessen. Proben des Wildtyps hatten eine Riboflavinkonzentration von 83 nM (+/- 14).

3.6.2 Riboflavintransport

Malpighische Gefalle aus funf 3L wurden in PBS prapariert und in einer Vertiefung einer 96-Well
Platte gesammelt. Die Gewebe wurden in einem Well mit 100 pl 160 nM "*C-Riboflavin in PBS
fur 10, 30 oder 60 Minuten inkubiert und anschliefend auf eine GN-6 Metricel Membran
(0,45 pym PorengroélRe, Pall-Filtron GmbH) Uberflhrt und mit 2 ml PBS gewaschen. Die Membran
mit den Malpighischen GefalRen wurde in ein Scintillationsgefal mit 5 ml Rotiszint EcoPlus
(Roth) transferiert und im Scintillationszahler Tri-Carb 2810 TR (Perkin Elmer) gemessen (Zahl-
zeit: 5 min, Bereich: 4 bis 156 Kiloelektronenvolt). Das radioaktiv markierte Riboflavin hatte eine
spezifische Aktivitdt von 5,54 MBg/mg und war ein Geschenk von PD Dr. Jirgen Stolz,
Technische Universitat Minchen. Die in dieser Arbeit verwendete Riboflavinlosung (160 nM)
hatte eine Aktivitdt von ca. 1 uCi/ml. Als Kontrolle wurde Glycerin-3-Phosphat (G-3-P; ein
Geschenk von Harald Guldan, Lehrstuhl Sterner), welches nicht aktiv transportiert werden kann,
verwendet. Dieses hatte eine Konzentration von 117,3 uM und bestand zu 1/3 aus heillem
G-3-P mit einer spezifischen Aktivitdt von 66 Bg/mmol. Fur das Kontrollexperiment in dieser
Arbeit wurde es 1:250 in PBS verdinnt.

3.6.3 Lebensspanne

Méannliche Puppen wurden in Glaser mit Watte, getrankt mit 5% Sucrose und 1% Nipagin-L6-
sung in HyO, gelegt. Nach dem Schlipfen wurden die Uberlebenden Fliegen alle 2 Tage auf
neue Glaser gesetzt.

In einem zweiten Versuch wurden zusatzlich zu Sucrose und Nipagin-Lésung 10 pg/ml Ribofla-
vin zugegeben.

3.7 Auswertung

Auswertungen wurden mit Excel 2003 durchgefihrt, die Graphen entweder mit Excel 2003 oder
mit SigmaPlot 11.0 erstellt. Sofern nicht anders angegeben, reprasentieren die Fehlerbalken in
den Graphen die Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Experimenten.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der ABC-Transporter White, Scarlet
und Brown

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Drosophila melanogaster ABC-Transporter White (W),
Scarlet (St) und Brown (Bw) genauer beschrieben werden. Diese Proteine sind, wie bereits ein-
leitend erwahnt (s. 1.2.2), primar verantwortlich fir den Transport von Stoffwechselzwischen-
produkten der Augenpigmente in die Pigmentgranula der Komplexaugen. Das Heterodimer W/St
transportiert eine Xanthommatin-Vorstufe, wahrend W/Bw flir den Transport eines Intermediats
der Drosopterin-Synthese zustandig ist. Somit resultiert das Fehlen jedes dieser drei Proteine in

einer Veranderung der Augenpigmentierung.

4.1.1 Pigmentanalysen von white-, scarlet- und brown-Mutanten

Sowohl phanotypisch als auch durch Analyse von Xanthommatin- und Drosopteringehalt sind
Unterschiede zwischen w-, st- und bw-Mutanten und dem Wildtyp Canton S (CS) festzustellen
(Abb. 17). Die st-Mutante st’ zeigt im Vergleich zu CS eine Reduktion von Xanthommatin auf

30% und somit einen roten Augenphanotyp. Im Gegensatz dazu haben verschiedene bw-Allele

nur 5 bis 16% Drosopterin und weisen auf3erdem einen auf 53 bis 78% verringerten Xanthom-
matingehalt auf.

I Xanthommatin
I Drosopterin

80 ' [
0 l l l
cs bw' bw'® bw'® bw?®

Abb. 17: Phanotyp und Pigmentgehalt 9 Tage alter Mannchen von white-, scarlet- und brown-
Mutanten im Vergleich zu CS. In den getesteten bw-Allelen ist der Gehalt an Drosopterin reduziert,
wahrend in st’ wenig Xanthommatin vorhanden ist. In den beiden w-Mutanten und in den Doppelmutanten
bwst und cnbw sind keine Pigmente detektierbar.

% im Vergleich zu CS
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Da W an beiden Pigmentsynthesewegen beteiligt ist, sind die Augen der entsprechenden

18 und w' unpigmentiert. Auch in den Doppelmutanten bwst und cnbw, in denen

Mutanten w
jeweils beide Pathways beeintrachtigt sind, ist weder Xanthommatin noch Drosopterin detektier-

bar (Abb. 17).

4.1.2 Herstellung von p[UAS-brown] und p[UAS-white]

Zur weiteren Analyse der Funktion von W, St und Bw mithilfe des UAS-GAL4-Systems
(s. 2.1.2.3) wurden die Konstrukte p[UAS-brown] und p[UAS-white] zur Keimbahntransformation
von Drosophila kloniert. Fliegen des Genotyps w; p[UAS-scarlef] standen bereits durch eine

vorhergehende Diplomarbeit zur Verfiigung (Albrecht, 2005).

Zur Herstellung von p[UAS-brown] (Abb. 18) wurde die brown (bw) cDNA (2,0 kb) mit den
Primern 5’bw-EcoRI und 3’bw-KpnI aus Oregon R amplifiziert. Nach TA-Klonierung in pGEM-T
Easy (3,0 kb) wurde das entstandene 2,2 kb-Fragment mit EcoRI und Kpnl ausgeschnitten und
in den Expressionsvektor pUAST (9,0 kb) ligiert. Zur Bestatigung der Richtigkeit von p[UAS-bw]
erfolgte eine Sequenzierung.

Das 11,2 kb-Konstrukt p[UAS-bw] wurde in 230 Embryonen injiziert (s. 3.2.1), davon gelangten
35% ins Larvenstadium. Von diesen entwickelten sich 77% zu adulten Fliegen, woraus zehn

unabhangige stabile Linien etabliert wurden (Tabelle 14).
EcoRI Kpnl

5 bw-EcoRI
—>
brown 2,2 kb | — in pGEM-T Easy —
4_
3’bw-Kpnl

Abb. 18: Klonierung von p[UAS-brown]. Die brown cDNA wurde aus Oregon R amplifiziert, in pGEM-T
Easy und anschlielend mit EcoRI und Kpnl in pUAST kloniert.

Insertions- homozygot

p[UAS-brown] Nr. chromosom lebensfahig Bemerkungen

6 111 ja flir Rescue-Experimente verwendet
10 11 ja letal mit da-GAL4
13-2 I ja
13-3 I nein

16 II ja

18 II ja

19 I nein

20 I nein

21 111 nein

22 I ja

Tabelle 14: Etablierte p[UAS-brown]-Linien. da-GAL4: daughterless-GAL4.
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Fur p[UAS-white] wurde die white (w) cDNA (2,1 kb) mit EcoRI (5’) und Xhol (3’) aus dem Ur-
sprungsvektor pOT2 (1,7 kb; GM14592, Genomics Resource Center) ausgeschnitten (Abb. 19).
Das entstandene 2,4 kb-Fragment wurde in pUAST (9,0 kb) kloniert und anschlielfend sequen-

ziert.
EcoRI Xhol
white

—

EcoRI V Xhol

Abb. 19: Klonierung von p[UAS-white]. Die white cDNA wurde mit EcoRI und Xhol aus pOT2 ausge-
schnitten und in pUAST kloniert.

Das 11,4 kb-Konstrukt p[UAS-w] wurde in 390 Embryonen injiziert (s. 3.2.1), aus 20% davon
schllpften Larven. Von diesen entwickelten sich 74% zu adulten Fliegen, woraus zehn unab-

hangige stabile Linien etabliert wurden (Tabelle 15).

p[UAS-white] Nr. [rieliias- R Bemerkungen
chromosom lebensfahig
3 11 ja letal mit actin-GAL4 und da-GAL4
5 I ja letal mit actin-GAL4 und da-GAL4
13 II nein
15 II ja flr Rescue-Experimente verwendet
16-2 11 ja
16-3 1T ja letal mit da-GAL4
17 1I ja
20 111 ja
21 I ja
22 X ja letal mit actin-GAL4 und da-GAL4

Tabelle 15: Etablierte p[UAS-white]-Linien. da-GAL4: daughterless-GAL4.

4.1.3 Rettung der Augenpigmentierung

Um die Funktionsfahigkeit von p[UAS-white]'® (UAS-w), p[UAS-scarlet]*’ (UAS-st) und p[UAS-
brown]® (UAS-bw) zu Uberpriifen, wurden Experimente zur Rettung der Augenpigmentierung
durchgefuhrt. Dazu wurden als Aktivatoren entweder die ubiquitdren Treiber actin-GAL4 bzw.
daughterless-GAL4 (da-GAL4) oder der augenspezifische Treiber GMR-GAL4 verwendet.

Der white-Rescue wurde mit da-GAL4 bzw. GMR-GAL4 durchgefuhrt (Abb. 20). Wahrend beide
Kontrollen, die Treiber- und die Responder-Linie, etwa 10% des wildtypischen Pigmentgehalts
aufweisen, zeigt der Rescue mit da-GAL4 70% Xanthommatin und 50% Drosopterin. Die

Pigmentierung der Kontrollen ist dabei zurtckzufuhren auf mini-white, den pUAST-Marker fur
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4 Ergebnisse

eine erfolgreiche Transformation. Diese partielle Rettung ist abhdngig vom Insertionsort des
P-Elements und von der Anzahl der vorhandenen Kopien im jeweiligen Stamm. Um sicher zu
stellen, dass nicht die Anzahl der mini-white-Kopien fiir die erfolgreiche Wiederherstellung der
Pigmentierung im Rescue entscheidend ist, sondern die Kombination aus Treiber und Effektor,
wurden fir diesen Versuch als Kontrollen homozygote Stamme verwendet.

Die augenspezifische Treiber-Linie w; GMR-GAL4 besitzt durch die beiden Kopien von mini-
white sogar 45% der Pigmente. Im Rescue mit GMR-GAL4 als Treiber wurde Xanthommatin auf

70% erhoht und der wildtypische Drosopteringehalt vollstandig wiederhergestellt (Abb. 20).

120

100 ~

I Xanthommatin
I Drosopterin
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% im Vergleich zu CS
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20 C: w; UAS-w/+; da-GAL4/+
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Abb. 20: Phanotyp und Pigmentgehalt des white-Rescues und der entsprechenden Kontrollen. Mit
UAS-w und den Treibern da-GAL4 bzw. GMR-GAL4 kann der Gehalt an Xanthommatin und Drosopterin
in white-Mutanten gerettet werden. da: da-GAL4; GMR: GMR-GALA4.

Das Gen brown ist auf dem Il. Chromosom lokalisiert, scarlet hingegen auf dem Ill. Chromosom.
Daher mussten fir die Rescue-Experimente zwei unterschiedliche ubiquitére Treiber verwendet
werden. Die Rettung von brown wurde mit da-GAL4 (I11. Chromosom) durchgefiihrt, die Rettung
von scarlet stattdessen mit actin-GAL4 (II. Chromosom).

Die Kontrolle +; bw'; da-GAL4 weist, ahnlich wie bw?, einen sehr geringen Drosopteringehalt im
Vergleich zu CS auf, welcher im Rescue +; bw'; UAS-bw/da-GAL4 zu 48% wiederhergestellt ist
(Abb. 21). Der Gehalt an Xanthommatin ist in diesem Genotyp nahezu wildtypisch.

Im Gegensatz zur Kontrolle +; actin-GAL4/CyO:; st*, die genau wie st* im Vergleich zu CS nur

30% Xanthommatin aufweist, zeigt +; UAS-st/actin-GAL4; st! eine vollstandige Rettung des
braunen Pigments (Abb. 21).
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Abb. 21: Phanotyp und Pigmentgehalt des brown- bzw. scarlet-Rescues und jeweils einer Kon-
trolle. Mit UAS-bw kann der Drosopteringehalt in bw* partiell gerettet werden, wahrend mit UAS-st der
Xanthommatingehalt in st! vollstandig wiederhergestellt werden kann. ac: actin-GAL4; da: da-GAL4.

4.1.4 Charakterisierung von RNAi-white, -scarlet und -brown

Durch einen knock-down mithilfe entsprechender RNAI-Linien (s. 2.1.2.3) sollten Xanthommatin-
bzw. Drosopteringehalt in den Komplexaugen analog zu den Mutanten reduziert werden kdénnen.
Nach einer Kreuzung von Mannchen der RNAi-Linien mit dem ubiquitaren Treiber +;; actin-GAL4
bzw. dem augenspezifischen Treiber +; GMR-GAL4 waren die Fliegen der F;-Generation im
CS-Hintergrund und konnten fur dieses Experiment verwendet werden. Der Pigmentgehalt der
beiden Treiber-Linien ist mit CS vergleichbar (nicht gezeigt).
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Abb. 22: Pigmentgehalt von white-, scarlet- und brown-knock-down-Fliegen. Durch einen knock-

down mit actin- bzw. GMR-GAL4 kann der Pigmentgehalt in den Augen reduziert werden. ac: actin-GAL4;
GMR: GMR-GAL4.
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Vergleicht man die beiden RNAi-white-Linien, ist erkennbar, dass die Linie des VDRC
(R1_G2759_w) einen starkeren Augenphéanotyp erzeugt als die Linie aus Japan (Kondo_w;
Abb. 22). Dies trifft sowohl fir den knock-down mit actin- als auch mit GMR-GAL4 zu. In
RNAi-scarlet (Linie: R5_G4314_st) liegt der Xanthommatingehalt im Vergleich zu CS mit beiden
Treibern bei 20% und ist sogar noch geringer als in der Mutante st (s. 4.1.1). Im Genotyp
+; R5_G4314 st/IGMR-GAL4 ist auch Drosopterin auf 75% reduziert. Die Ergebnisse des
Gehalts beider Pigmente von RNAi-brown (Linie: R24_G17632_bw) mit den verschiedenen

Treiber-Linien sind vergleichbar mit den in 4.1.1 analysierten bw-Allelen.

4.1.5 Expression von White, Scarlet und Brown

Verschiedene Phanotypen, wie beispielsweise der reduzierte Gehalt an Histamin und Dopamin

1118

im Gehirn von w'*®, st' und bw' (Borycz et al., 2008), lassen eine Expression von White und

mdglicherweise auch von St und Bw im Gehirn vermuten. Dies sollte durch Antikérperfarbungen

an CS und den Mutanten w8

, st und bw* Uberpriift werden. Dazu wurden Gehirne adulter
Mannchen sowohl mit dem St-Antikdrper (a-St) als auch mit dem W-Antikorper (a-W) gefarbt
(s. 3.3.2.2). Dabei konnte jedoch in keinem der Uberpriuften Genotypen ein spezifisches Signal

detektiert werden (nicht gezeigt). Zur Detektion von Bw stand kein Antikdrper zur Verfigung.

In einer vorhergehenden Diplomarbeit wurde die Expression von St und W mittels Immunohisto-
chemie in den Malpighischen GeféaRen (s. 1.3) von Drosophila melanogaster nachgewiesen. In
diesen Organen sind die Proteine nicht in der Zellmembran, sondern wie im Auge in den
Membranen intrazellularer Vesikel lokalisiert. Aul3erdem stellte sich heraus, dass analog zu den
Komplexaugen die Expression von St in w*''® drastisch reduziert ist. Dariiber hinaus ist auch W
in st* sowie in der Doppelmutante bwst nahezu nicht detektierbar. Daher wurde postuliert, dass

St und W in den Malpighischen Gefaf3en als Dimer funktionieren (Ohmann, 2006).

Um diese Vermutung zu bestatigen, wurde versucht, durch die Expression von st im st*-Hinter-
grund, die Stabilitat von W zu retten. Im Rescue +; UAS-st/actin-GAL4; st* ist im Gegensatz zur
Kontrolle +; UAS-st; st* die Stabilitat von St in den Vesikeln der Malpighischen GefaRe wieder-
hergestellt (ohne Abbildung) und zuséatzlich auch W wieder detektierbar (Abb. 23).
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+: UAS-st/actin-GAL4; st o-W +: UAS-st; st' o-W

Abb. 23: Immunohistochemie von White am scarlet-Rescue. In Malpighischen Gefalken von Larven
des st-Rescues sA) ist W im Gegensatz zu den Tubules der Kontrolle (B, Pfeile) stabilisiert. A: +; UAS-
st/actin-GAL4; st', a-W. B: +; UAS-st; st', o-W. W: White. MaBstab: A: 20 um; B: 12 pm.

Diese Instabilitdét von W ohne St deutet darauf hin, dass Bw, der zweite Dimerisierungspartner
von W im Komplexauge, in den Malpighischen Gefal3en keine Rolle spielt, da Bw offensichtlich
nicht in der Lage ist, W in st’ zu stabilisieren. Auch in der Mutante bw’ sind sowohl St als auch
W in einem wildtypischen Mal} nachweisbar (Abb. 24), weshalb Bw offenbar keinen Einfluss auf
die Stabilitat der beiden Proteine hat. Zusatzlich wurden Farbungen von cn’ und cnbw durch-
gefuhrt. In diesen beiden Mutanten sind wildtypische Mengen an W und St vorhanden (ohne
Abbildung).

Um zu Uberprifen, ob brown, wie bereits vermutet (Arndt, 2003), kopfspezifisch ist, wurde eine
RT-PCR durchgefuhrt. Diese zeigte, dass bw im Korper zwar weitaus schwacher als im Kopf

exprimiert, aber trotzdem detektierbar ist (ohne Abbildung).

Abb. 24: Immunohistochemie von White und Scarlet an bw™. In Malpighischen Gefallen der Larven
von bw ist ein wildtypischer Gehalt an St (A, Pfeile) und W (B) detektierbar. A: bw’, a-St. B: bw’, a-W. St:
Scarlet; W: White. Mal3stab: A: 100 pm; B: 20 um.

Ob die auf Proteinebene beobachtete Reduktion von St in w'’"® und W in st’ sowie in bwst

bereits auf eine geringere Transkription zurlickzuflihren ist, sollte durch eine semiquantitative

1118

PCR gezeigt werden. Dazu wurden Larven (3L) von CS, st’, bw’ und w'""® mit den TagMan
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Assays white, brown und scarlet untersucht (s. 2.4 und 3.1.11). Zusétzlich erfolgte eine Analyse

der Mutanten bwst, cn’ und cnbw.
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Abb. 25: Relative Expression von white, brown und scarlet in verschiedenen Mutanten. Anhand von
TagMan-PCR wurde die relative Expression von w, bw und st in Mutanten im Vergleich zu CS gemessen.
Die Balken reprasentieren den Standardfehler.

Durch dieses Experiment konnte gezeigt werden, dass die Expression von white in st' und bwst
auf 65% reduziert ist (Abb. 25). Analog dazu ist auch scarlet in w''"® zu 70% detektierbar. In st’
und auch in cn’ ist brown auf 170% bzw. 160% erhéht, in w’’’® hingegen auf 70% verringert. In
bw’ sind white und scarlet, verglichen mit CS, zu 55 bzw. 70% nachweisbar. In cn’ und in der
Doppelmutante cnbw zeigt sich eine geringfligige Reduktion der Expression von scarlet und
white.

4.1.6 Funktion von White, Scarlet und Brown in den Malpighischen
Gefalken

Bereits 1979 konnte gezeigt werden, dass in w-Mutanten die Aufnahme des essentiellen Vita-
mins Riboflavin (Vitamin B2) in Malpighische Gefal3e beeintrachtigt ist (Sullivan et al., 1979). Im
Folgenden wird analysiert, ob W in diesen Organen als Homodimer in der Lage ist, Riboflavin zu
akkumulieren. Zur Identifizierung eines moglichen Dimerisierungspartners fir diese Funktion

wurden in den folgenden Experimenten verschiedene Mutanten untersucht.

Um aufzuklaren, welche Proteine am Transport des Vitamins beteiligt sind, wurde zuerst der
Riboflavingehalt der Mutanten im Vergleich zu CS bestimmt. Dazu dienten zwei unterschiedliche
Methoden (s. 3.6.1). Einerseits konnte der Gehalt an Vitamin B2 mit einem Fluorimeter (FluoStar
Optima Multifunction Microplate Reader) gemessen werden, andererseits wurde ein bakterieller
Test mit einem Riboflavin-defizienten Stamm von Bacillus subtilis durchgefiihrt. Dieser B. subtilis

Stamm AribB::Erm" benétigt die Zugabe einer bestimmten Menge an Riboflavin, um zu wachsen.
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Erst wenn dieser Schwellenwert Uberschritten wird, ist Wachstum mdglich. Das Fluorimeter

hingegen erlaubt eine exakte Quantifizierung des Riboflavingehalts.
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Abb. 26: Riboflavingehalt der Malpighischen Gefél3e verschiedener Mutanten im Vergleich zu CS.

Der Riboflavingehalt in CS und in den Mutanten wurde mit dem Fluorimeter und einem Bacillus subtilis
Wachstumstest bestimmt.

Unter Verwendung dieser beiden Methoden konnte gezeigt werden, dass w***® und die Doppel-
mutante bwst die geringste Menge des Vitamins in den Malpighischen GefaRen speichern
(Abb. 26). In der Mutante st* ist der Riboflavingehalt im Vergleich zu CS nur leicht reduziert,
wéhrend sich in bw* mit beiden Methoden unterschiedliche Resultate ergeben. Das Fluorimeter
gibt den B2-Gehalt mit 20% an, nur geringfiigig héher als in w*'® und bwst. Der B. subtilis Test
zeigt hingegen, dass der Gehalt an Riboflavin in den Malpighischen GefaRen von bw ausreicht,
um Wachstum zu gewahrleisten. Daher muss er signifikant hoher sein als in w'**® und bwst.
Dasselbe Resultat ergibt sich fur die Doppelmutante cnbw. In Malpighischen GefaRen von cn’ ist
der Gehalt an Riboflavin im Vergleich zum Wildtyp CS nicht verandert.
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Abb. 27: Riboflavingehalt der Malpighischen Gefalle verschiedener Rescues und der entsprechen-
den Kontrollen. Der Mangel an Riboflavin in white und bw" kann mit dem entsprechenden UAS-Konstrukt

und dem Treiber da-GAL4 gerettet werden. Die Quantifizierung erfolgte am Fluorimeter. da: da-GAL4;
GMR: GMR-GALA4.

Durch Expression von white bzw. brown im entsprechenden mutanten Hintergrund wurde ver-

sucht, den reduzierten Gehalt an Vitamin B2 in den Tubules zu retten. Mit dem Konstrukt UAS-w
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und dem ubiquitdren Treiber da-GAL4, nicht jedoch mit dem augenspezifischen Treiber GMR-
GAL4, kann die Menge an Riboflavin in Malpighischen Gefalien von white teilweise wiederher-
gestellt werden (Abb. 27). Im Gegensatz zur Pigmentierung der Komplexaugen ergibt sich durch
die beiden Kopien von mini-white kein partieller Rescue. Fliegen des Genotyps +; bw'; UAS-
bw/da-GAL4 zeigen nahezu eine vollstindige Rettung des Defekts von bw’. Der Riboflavingehalt

in Malpighischen GefalRen von Rescues und Kontrollen wurde nur am Fluorimeter quantifiziert.

1118

Eine mdgliche Erklarung flir den geringen Riboflavingehalt in Malpighischen Gefalien von w
bwst, cnbw und auch bw' ist ein beeintrachtigter Transport des Vitamins. Um dies zu untersu-
chen, wurde ein Experiment zur Aufnahme von radioaktiv markiertem Riboflavin (**C-B2) durch-
geflhrt (s. 3.6.2).
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Abb. 28: Aufnahme von Riboflavin in Malpighische GefaRRe des Wildtyps und verschiedener Mutan-
ten. Alle getesteten Mutanten transportieren innerhalb von 60 min weniger Riboflavin in Malpighische
Gefalle als CS. B2: Riboflavin; MG: Malpighische GefaRe.

Beim Vergleich mit den verschiedenen Mutanten stellte sich heraus, dass Malpighische Gefalle
des Wildtyps CS mehr *C-B2 aufnehmen als die anderen Genotypen (Abb. 28). Nach 10-mini-
tiger Inkubation sind bereits 0,4 pmol neu akkumuliertes Riboflavin detektierbar, nach 30 min
0,7 pmol und nach 60 min 1,4 pmol pro Paar larvaler Malpighischer GefaRRe. In den Mutanten
w'""® und bwst, die beide kaum Riboflavin in den Tubules gespeichert haben, beschrankt sich
die Aufnahme von ™C-B2 auf 0,3 pmol nach 60 min, was vermutlich auf Diffusion zuriickzufiih-
ren ist. Dies wurde durch ein Kontrollexperiment mit '*C-Glycerin-3-Phosphat (**C-G-3-P), wel-
ches nicht aktiv transportiert werden kann, verifiziert (Abb. 29 A). In bw’, cnbw und sogar in st’,

der Mutante in welcher der Gehalt an Riboflavin im Vergleich zu CS kaum reduziert ist, kdnnen
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nur 0,4 pmol Riboflavin nach 60 min akkumuliert werden. Einzig Malpighische GefaRe von cn®
sind in der Lage, etwas mehr **C-B2 aufzunehmen als die der anderen Mutanten (0,6 pmol nach

60 min). Dennoch transportieren Tubules von cn® nur 44%, verglichen mit CS.

Durch Expression von w, bw und st mit ubiquitaren Treibern wurde versucht, die Beeintrach-
tigung des Riboflavintransports in den entsprechenden Mutanten white, bw' und st zu retten.
Malpighische Gefal3e des bw-Rescues sind in der Lage, das externe Riboflavin schneller aufzu-
nehmen als die Tubules des Wildtyps CS (Abb. 29 B). Im Genotyp w; UAS-w/+; da-GAL4/+
kénnen nach 60 min 0,55 pmol mehr Vitamin B2 transportiert werden als in der Kontrolle
(Abb. 29 C) und auch durch UAS-st, aktiviert von actin-GAL4, ist eine Erh6hung der Aufnahme
von Riboflavin, verglichen mit +; actin-GAL4/CyO; st', méglich (Abb. 29 D).
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Abb. 29: Aufnahme von Riboflavin in Malpighische GefaRe von Rescues und den entsprechenden
Kontrollen. Der Defekt im Transport von Riboflavin in bw', white und st kann mit dem entsprechenden
UAS-Konstrukt und einem Treiber gerettet werden. A: Kontrollexperiment, Aufnahme von Riboflavin in
Malpighische GefaRe von CS und w™**® im Vergleich zur Diffusion von Glycerin-3-Phosphat. B-D: Aufnah-
me von Riboflavin durch Malpighische Gefale von Rescues im Vergleich zu CS und einer Kontrolle.
B: bw-Rescue. C: w-Rescue. D: st-Rescue. ac: actin-GAL4; B2: Riboflavin; da: da-GAL4; G-3-P: Glycerin-
3-Phosphat; MG: Malpighische Gefalie.
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4.1.7 Lebensspanne auf Riboflavin-freiem Medium

Malpighische GefaRe von w'’"®

und von weiteren Mutanten sind nicht in der Lage, Riboflavin, ein
essentielles Vitamin, aufzunehmen und zu speichern. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die
Lebenserwartung dieser Mutanten auf einem Riboflavin-freien Medium im Vergleich zum Wildtyp
verkurzt sein muss.

Um dies zu uberprifen, wurden die Lebensspannen verschiedener Mutanten im Vergleich zur
Kontrolle CS auf einem Futter, welches ausschlieRlich aus Wasser, Sucrose und Nipagin-
Lésung besteht (s. 3.6.3), untersucht. Dazu wurden die Mannchen bereits im Puppenstadium

abgesammelt, damit sie nach dem Schllpfen keinen Kontakt zum Standardmedium haben.
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Abb. 30: Lebensspanne von CS und verschiedenen Mutanten auf einem Riboflavin-freien Sucrose-
Medium. Die mittleren Lebensspannen der Mutanten weichen um 2 bis 3 Tage vom Wildtyp ab.

Wie in Abbildung 30 zu sehen ist, hat die Unfahigkeit, Riboflavin aufzunehmen und in den Malpi-
ghischen Gefalken zu speichern, keinen Einfluss auf die Lebensspanne von adulten Fliegen.
w'""®-Mannchen leben beispielsweise auf dem Sucrose-Medium vergleichbar lange wie der
Wildtyp CS. Auch bwst zeigt keine Reduktion der Lebensspanne. Die geringste Lebenser-
wartung haben bw' und cnbw, wihrend von den Mutanten st’ und cn’ in den ersten Tagen mehr
Tiere sterben als von den anderen untersuchten Stdmmen.

Die Zugabe von 10 pg/ml Riboflavin hat keinen Einfluss auf die Lebensspannen der Mutanten

auf Sucrose (ohne Abbildung).

Aulerdem wurden Experimente zur Aufzucht von Drosophila auf einem Riboflavin-freien Medi-

um durchgefihrt. Dazu wurde ein Minimalmedium nach Sang (1956) verwendet, welches auch
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ohne Vitamin B2 hergestellt werden kdnnte. Zur Etablierung dieser Versuche wurden geschlupf-
te Larven des Wildtyps CS von Eiablageplatten auf das Medium (mit Riboflavin) transferiert. Die

beobachteten Uberlebensraten von CS waren jedoch sehr gering und nicht reproduzierbar.

4.1.8 Weitere Phanotypen von white-, scarlet- und brown-Mutanten

Bei der Praparation larvaler Malpighischer Gefale wurde beobachtet, dass sowohl die anterio-
ren als auch die posterioren Strange dieser Organe vor allem in bw’ kiirzer sind als im Wildtyp.
Zur genaueren Charakterisierung wurden DAPI-Farbungen durchgefuhrt (3.3.5) und die Anzahl
der Zellkerne, welche mit der Anzahl der Zellen und der Lange der Gefalle korrelieren sollte,
verglichen.

Anteriore Malpighische Gefalie des Wildtyps CS bestehen aus ca. 210 Zellen pro Strang, wah-
rend die posterioren Tubules um 50 Zellen kleiner sind (Abb. 31). Dasselbe gilt auch fir die

"8 und die Doppelmutante bwst. In cn’ haben nur die anterioren GefaRe etwas weni-

Mutante w
ger Zellkerne als CS, in st’ besteht hingegen auch der posteriore Bereich aus einer reduzierten
Anzahl von Zellen. In den Mutanten cnbw und bw’ sind beide Teile der Malpighischen GefaRe

stark verkUrzt.

250
[ anterior

200 {_‘ I posterior [—

150 % | 1 I

100

Anzahl der Zellkerne

(&)
o

CS st! bw' w''’® bwst cn’ cnbw

Abb. 31: Analyse der Zellkerne im anterioren bzw. posterioren Paar der Malpighischen Gefalie. Die
Anzahl der Zellkerne ist in verschiedenen Mutanten reduziert.

18w st', bw', bwst,

Zur Untersuchung weiterer Phanotypen wurden Paraffinschnitte von CS, w
cn’ und cnbw angefertigt. Dabei wurde in einzelnen Fliegen aller Genotypen, auRer in CS, nach
Alterung auf Sucrose eine leichte Neurodegeneration im optischen Lobus festgestellt. Am
starksten ist diese in der Mutante w'’’® zu beobachten (Abb. 32 A).

In bwst zeigte sich sowohl auf normalem Medium als auch auf Sucrose bei Fliegen jeden Alters
eine starke Degeneration der Retina (Abb. 32 B und C). Um herauszufinden, ob diese Degene-

ration durch die Kombination der beiden Mutationen oder durch den genetischen Hintergrund
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verursacht wird, wurde die Doppelmutante aus bw’ und st’ neu gekreuzt (bwst-2). In bwst-2 ist
jedoch kein Defekt in der Retina festzustellen (Abb. 32 D).

Abb. 32: Phéinotglpische Charakterisierung von white- und bwst-Mutanten. Horizontale Paraffin-
schnitte von w'""® (A) und bwst (B bis D). w''"® zeigt nach 22 Tagen auf Sucrose eine leichte Neuro-
degeneration (A, Pfeile). In bwst ist ein Defekt der Retina zu beobachten (B und C, Pfeile), welcher jedoch
in bwst-2 nicht vorhanden ist (D). A: w''’® nach 22 Tagen auf Sucrose. B: bwst nach 5 Tagen auf
normalem Medium. C: bwst nach 22 Tagen auf Sucrose. D: bwst-2 nach 5 Tagen auf normalem Medium.
La: Lamina; Lo: Lobula; Lp: Lobulaplatte; Me: Medulla; N: normales Medium; Re: Retina; S: Sucrose; d:
Tage. Mal3stab: 40 um in A; 50 um in B-D.

4.1.9 Charakterisierung von ABCG2 als humanes Homolog von White

Aufgrund von groRen Ahnlichkeiten zu Drosophila White wird die humane ABC-Transporter
Unterfamilie ABCG auch als White-Familie bezeichnet. Zu dieser zahlen die funf Proteine
ABCG1, ABCG2, ABCG4, ABCG5 und ABCGS8.

Bei ABCG2 handelt es sich um einen Multidrug-Transporter, welcher analog zu Drosophila
White unter anderem das Substrat Riboflavin transportiert (s. 1.1). Um zu untersuchen, ob
ABCG?2 in vivo White ersetzen kann, indem es die Pigmentierung der Augen rettet, wurden zwei
Konstrukte hergestellt.

Durch p[UAS-ABCGZ2] kann ABCGZ2 mithilfe verschiedener Treiber-Linien in jedem beliebigen
Gewebe der Fliege exprimiert werden. Der Vektor pUAST enthalt jedoch mini-white als Marker,
wodurch die Augenpigmentierung in den erfolgreich transformierten Fliegen partiell wiederherge-
stellt und somit ein moéglicher Effekt von ABCG2 auf die Pigmentierung der Komplexaugen mas-
kiert wird. Daher wurde ABCGZ2 auch in den Vektor yellow-Carnegie4 (yCar) kloniert, in welchem
die Pigmentierung des Korpers als Marker dient (mini-yellow). Daher wird in yCar-GMR-ABCG2-
Transformanten eine potentielle Rettung der Augenpigmentierung durch ABCG2, aktiviert von
dem augenspezifischen Promotor GMR, wie in der Kontrolle y w; p[Cary’-GMR-mini-white]
(Daller, 2005), phanotypisch sichtbar. Eine Expression von ABCG2 in anderen Geweben ist

allerdings mit diesem Konstrukt nicht moglich.
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4.1.9.1 Klonierung von ABCG2-Konstrukten

Zur Herstellung von p[UAS-ABCGZ2] (Abb. 33) wurde die ABCG2 cDNA (1,8 kb) aus dem Vektor
pCMV-SPORT6 (4,4 kb; ImaGenes) amplifiziert, woflr die Primer 5 G2-EcoRI-Kozak (mit der
Drosophila Kozak-Sequenz; Kozak, 1989) und 3'G2-Xhol verwendet wurden. Das entstandene
1,9 kb-Fragment wurde nach TA-Klonierung in pGEM-T Easy mit EcoRI und Xhol ausgeschnit-
ten und in pUAST (9,0 kb) ligiert. Zur Uberpriifung der Richtigkeit erfolgte eine Sequenzierung

des Konstrukts.
EcoRI Xhol
ABCG2

5'G2-EcoRI-Kozak
—_—)
ABCG21,9kb —p in pGEM-T Easy  =———p

<_
aus pCMV-SPORT6 3'G2-Xhol

Abb. 33: Klonierung von p[UAS-ABCGZ2]. Die ABCGZ2 cDNA wurde durch entsprechende Primer mit der
Drosophila Kozak-Sequenz versehen, aus pCMV-SPORT6 amplifiziert, in pPGEM-T Easy und daraufhin mit
EcoRI und Xhol in pUAST kloniert.

Das 10,9 kb-Konstrukt p[UAS-ABCGZ2] wurde in 280 Embryonen injiziert (s. 3.2.1), aus 39%
davon schlupften Larven. Von diesen entwickelten sich 65% zu adulten Fliegen, woraus acht

unabhangige stabile Linien etabliert wurden (Tabelle 16).

p[UAS-ABCG2] Nr, | Insertions- | -homozygot | g o ningen
chromosom | lebensfahig

2 II ja fir Rescue-Experimente verwendet
9 X ja

17 X ja

29 11 nein

30 11 nein

31 11 ja fur Rescue-Experimente verwendet
34 11 ja

38 111 ja

Tabelle 16: Etablierte p[UAS-ABCGZ2]-Linien.

Analog zu yCar-GMR-ABCG1 (Daller, 2005) wurde das Konstrukt yCar-GMR-ABCG2 (11,6 kb)
hergestellt (Abb. 34). Zur Klonierung von GMR-ABCGZ2 in den Expressionsvektor yellow-Carne-
gie4 (yCar; 8,5 kb) wurde das Konstrukt yCar-GMR-mini-white (12,5 kb; Daller, 2005) partiell mit
Smal verdaut und das erhaltene GMR-mini-white-Fragment (4,0 kb) in pSK (3,0 kb) kloniert
(pSK-GMR-mini-white; 7,0 kb). Durch den Verdau mit Stul und eine anschlieRende Religation
wurde mini-white (2,9 kb) aus der MCS (multiple cloning site) von GMR (1,1 kb) entfernt und
pSK-GMR (4,1 kb) erhalten.
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Hpal_ ,Stul
Smal @% al
Stul
i B —
5'G2-Hpal-Kozak 1

—>

4 ABCG2 2,0 kb =P  in pGEM-T Easy \ Hpal ABCG2 Hpal

<+ 5

aus pCMV-SPORT6

3'G2-Hpal @ % Sacl

Smal V Smal

5'GMR-Smal l Sacl
in pGEM-T Easy )
8 7 | GMR ABCG2 GMR
4—

aus pSK-GMR-ABCG2

3'GMR-Smal

Abb. 34: Klonierung von yellow-Carnegie-GMR-ABCG2. 1: yCar-GMR-mini-white; 2. pSK-GMR-mini-
white; 3: pSK-GMR; 4: PCR von ABCG2 aus pCMV-SPORTS6; 5: pGEM-T Easy-ABCGZ2; 6: pSK-GMR-
ABCG2; 7: PCR von GMR-ABCG2 aus pSK-GMR-ABCG2; 8: pGEM-T Easy-GMR-ABCGZ2; 9: yCar-GMR-
ABCG2. yCar: yellow-Carnegie4; mw: mini-white. Details zur Durchfihrung siehe Text.

Mit den Primern 5'G2-Hpal-Kozak und 3'G2-Hpal (Abb. 34) wurde die humane ABCG2 cDNA
(1,8 kb) mit der Drosophila Kozak-Sequenz (Kozak, 1989) versehen, aus dem Vektor pCMV-
SPORT®6 (4,4 kb; ImaGenes) amplifiziert und das entstandene 2,0 kb-Fragment in pGEM-T Easy
(3,0 kb) kloniert (PGEM-T Easy-ABCG2; 5,0 kb). Daraufhin wurde ABCG2 mit Hpal ausgeschnit-
ten und in die MCS von GMR (zwischen Promotor und Poly-A Ende) in pSK-GMR ligiert. Zur
Uberprifung der richtigen Orientierung von ABCG2 in pSK-GMR-ABCG2 (6,1 kb) erfolgte eine
Sequenzierung. Mit den Primern 5’GMR-Smal und 3'GMR-Smal wurde GMR-ABCG2 (3,1 kb)
aus pSK-GMR-ABCG2 amplifiziert und in pGEM-T Easy kloniert (0 GEM-T Easy-GMR-ABCGZ2;
6,1 kb). Durch einen Verdau mit Smal, Sacl und Fspl wurde GMR-ABCG2 aus pGEM-T Easy
isoliert und in den mit Smal und Sacl verdauten Expressionsvektor yCar (8,5 kb) ligiert. Es er-
folgten mehrere Sequenzierungen zur Bestatigung der Richtigkeit des Konstrukts.

Das 11,6 kb-Konstrukt yellow-Carnegie4-GMR-ABCG2 wurde in 270 Embryonen injiziert
(s. 3.2.1), davon gelangten 15% ins Larvenstadium. Von diesen entwickelten sich 60% zu adul-
ten Fliegen, woraus die Stamme y w; p[Cary’-GMR-ABCG2] Nr. 6 und Nr. 8 (beide III. Chromo-

som) etabliert wurden.
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4.1.9.2 Funktionelle Uberpriufung der ABCG2-Konstrukte

Durch p[UAS-ABCGZ2] sollte mdglicherweise mit dem ubiquitdren Treiber da-GAL4 der Augen-
phanotyp im w-Hintergrund gerettet werden kénnen. Dabei muss jedoch, analog zum Rescue
mit UAS-w (s. 4.1.3), der Effekt des Transformationsmarkers mini-white berticksichtigt werden.
Vergleicht man den Pigmentgehalt der beiden Genotypen w;; p[UAS-ABCG2]%/da-GAL4 und
w;; p[UAS-ABCG2]**/da-GAL4 mit dem der parentalen Stamme, wird deutlich, dass mit ABCG2
keine Rettung des w-Phéanotyps moglich ist (Abb. 35). Die Rescue-Fliegen haben weniger
Xanthommatin bzw. Drosopterin als die homozygoten Stamme mit den ABCG2-Konstrukten

durch die beiden Kopien von mini-white.

120

[

o

o
Il

I Xanthommatin
I Drosopterin

[e]
o
|

60 -

% im Vergleich zu CS

w;, 42 w apce2@id® ABCG'Z('Z)W._ apce2EV ApCG2(3D

Abb. 35. Pigmentgehalt des humanen ABCG2-Rescues und der entsprechenden Kontrollen.
p[UAS-ABCGZ2], aktiviert von da-GAL4, ist nicht in der Lage, die Pigmentierung in white zu retten. Die

parentalen p[UAS-ABCGZ2]-Stamme wurden jeweils homozygot getestet. ABCG2: p[UAS-ABCG2]; da:
da-GALA4.

Auch in den Transformanten y w; p[Cary’-GMR-ABCG2] zeigt sich, wie in y w; p[Cary’-GMR-
ABCG1]? (Daller, 2005), kein Rescue, da die Fliegen unpigmentierte Augen aufweisen (Abb. 36,
links). In der Kontrolle y w; p[Cary*-GMR-mini-white]® (Abb. 36 A) betragt der Xanthommatinge-
halt im Vergleich zu CS 35%, wahrend der Drosopteringehalt 16% ausmacht.

Durch eine RT-PCR an adulten Fliegen konnte gezeigt werden, dass sowohl ABCG1 (Abb. 36,
rechts) als auch ABCG2 (ohne Abbildung) in den entsprechenden yCar-Transformanten auf

RNA-Ebene exprimiert werden.
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iz 3 4 B 6 7

_—
—_—
—-—
—
—

Abb. 36: Phanotyp der yCarnegie-Transformanten und Expression von ABCGL1. Nur mini-white kann
unter der Kontrolle von GMR die Augenpigmentierung wiederherstellen (A bis C). ABCG1 wird auf
RNA-Ebene exprimiert (1 bis 7). A: y w; p[Cary+-GMR-mini-White]3. B: yw; p[Cary+-GMR-ABCG1]3. C:
yw; p[Cary+-GMR-ABCG2]6. 1: 100 bp-Leiter. 2 und 4: CS cDNA. 3 und 5: y w; p[Cary"-GMR-ABCGl]3
cDNA. 6: 1 kb-Leiter. 7: Positivkontrolle, Plasmid-DNA yCar-GMR-ABCGL1.

Analog zur Pigmentierung der Komplexaugen kann durch p[UAS-ABCG2] und den Treiber

da-GAL4 der Riboflavingehalt in Malpighischen GefaRen von white-Mutanten nicht gerettet wer-
den (ohne Abbildung).
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4.2 Etablierung von Lipidanalysemethoden fur Drosophila
melanogaster

Nachdem humane ABC-Proteine, wie z.B. ABCG5 und ABCGS8, eine wichtige Rolle im Lipid-
transport spielen (s. 1.1), wurden im Rahmen dieser Dissertation detaillierte Lipidanalysen von
w-, st- und bw-Mutanten sowie von knock-down-Fliegen der Drosophila ABCA- und ABCG-
Transporter durchgefuhrt. Dadurch sollte untersucht werden, ob diese Proteine, &hnlich wie ihre
humanen Homologe, den Lipidmetabolismus beeinflussen. Auf3erdem wurden verschiedene
Augenpigmentierungsmutanten analysiert, um herauszufinden, ob ein Zusammenhang zwischen
der Pigmentierung der Komplexaugen und dem Lipidgehalt oder der Lipidzusammensetzung
besteht.

Fur diese Analysen wurden am Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin,
Klinikum der Universitdt Regensburg, drei unterschiedliche Methoden fir Drosophila melano-
gaster etabliert, welche nachfolgend naher erldutert werden: Dunnschichtchromatographie,
Gaschromatographie und Massenspektrometrie. Damit wurden sowohl mannliche Larven des

dritten Larvalstadiums (3L) als auch 7 Tage alte Mannchen untersucht.

4.2.1 Dinnschichtchromatographie

Die Dunnschichtchromatographie (DC) ist ein physikalisch-chemisches Trennverfahren, durch
welches die Zusammensetzung von Proben analysiert werden kann. Die Proben werden nach
der Aufarbeitung strichférmig auf eine mit Kieselgel (stationdre Phase) beschichtete Tragerplatte
aufgetragen. Anschliel3end werden sie durch Entwicklung mit einem Laufmittel (mobile Phase)
aufgetrennt. Je nach ausgewahltem Laufmittel kann dadurch beispielsweise ein Uberblick tiber

die Verteilung von Neutrallipiden (NL) oder Phospholipiden (PL) gewonnen werden.

Bei Entwicklung der Proben mit dem NL-Mix (s. 2.7) fur Neutrallipide werden Sterole (Standard:
Ergosterol), freie Fettsauren (freie FS; Standard: Olsdure) und Triglyceride (TG; Standard:
Triolein) aufgetrennt (Abb. 37). Zusétzlich ist in Korpern von adulten Mannchen auch Cis-
Vaccenyl-Acetat (CVA), ein mannchenspezifisches Pheromon (Butterworth, 1969; Brieger und
Butterworth, 1970), detektierbar, es wird jedoch im Folgenden nicht in die Auswertungen einbe-

zogen.
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‘ freie FS
h('— Laufmittelfront) 2 /

A I8 (&
_—

Triglyceride

«— CVA

NL-Standard:

. . W Triolein

—_— . — Olsaure ‘

Sterole

s [ anosterol

& = . | Ergosterol

== == = (— Auftragsstelle) J
Abb. 37: Ausschnitt aus einer Neutrallipid-Platte. Mit NL-Mix (s. 2.7) kénnen Sterole, freie FS und
Triglyceride aufgetrennt werden. In adulten Mannchen ist auch CVA detektierbar. Spuren A und B: Proben

des Wildtyps Canton S (adulte Mannchen). Spur C: NL-Standard. CVA: Cis-Vaccenyl-Acetat; FS: Fettsdu-
ren; NL: Neutrallipide.

Durch die Entwicklung einer Platte mit dem PL-Mix (s. 2.7) als mobile Phase werden Phospho-
lipide aufgetrennt (Abb. 38).

(Laufmittelfront —) =

A AR (C

PL-Standard:

Phosphatidylglycerol —
Cardiolipin (auch PE) —|
Phosphatidylinositol —

Phosphatidylserin —

Phosphatidylcholin —
Sphingomyelin — W
Lysophosphatidylcholin —
(Auftragsstelle —) -

Abb. 38: Ausschnitt aus einer Phospholipid-Platte. Mit PL-Mix (s. 2.7) kdnnen die Phospholipide PC,
PS, PE/Pl und PG detektiert werden. Spur A: PL-Standard. Spuren B und C: Proben des Wildtyps
Canton S (adulte Mannchen). PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanolamin; PG: Phosphatidyl-
glycerol; Pl: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin.

Im Gegensatz zu den Neutrallipiden entstehen bei der PL-Auftrennung teilweise keine sauber
separierbaren Peaks bzw. Peaks, die den Substanzen im Standard nicht exakt zugeordnet

werden konnen (Abb. 38). Einzig Phosphatidylcholin (PC) kann sicher identifiziert werden. Der
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Peak zwischen PC und Phosphatidylserin (PS) wird in den Auswertungen als PS bezeichnet.
Die Peaks, die auf der Héhe von Phosphatidylinositol (Pl) und dem Standard Cardiolipin (CL)
nicht trennbar sind, werden als PE/Pl zusammengefasst, da Phosphatidylethanolamin (PE) die
gleiche Laufweite aufweist wie CL. Der Peak zwischen den Standards CL und Phosphatidylgly-
cerol (PG) wird PG zugeordnet.

Die Auswertung von Neutral- und Phospholipiden bei der Dinnschichtchromatographie wird
Uber die Flache der detektierten Peaks im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle vorgenommen und
als Prozent NL (100%) plus PL (100%) dargestellt. Fur Larven (3L) und adulte Mannchen des
Wildtyps Canton S (CS) ergibt sich dabei folgendes Bild (Abb. 39):

90

[ Larven (3L) |
80 ] [ adulte Fliegen (7 Tage)

~
o

D
o

[6)]
o

w A
o o
"

% der NL bzw. PL

N
o

-
o

L [ i

Sterole (NL)  freie FS (NL) Triglyceride (NL) ~ PC (PL) PS (PL) PE/PI (PL) PG (PL)

Abb. 39: Verteilung der Neutral- bzw. Phospholipide in Larven und adulten Fliegen des Wildtyps
CS. FS: Fettsauren; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanolamin; PG: Phos-
phatidylglycerol; PI: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin.

Betrachtet man die Neutrallipide, bestehen Larven zu 81% aus Triglyceriden (TG) und nur zu
einem kleinen Teil aus Sterolen (8%) und freien Fettsauren (11%). In adulten Fliegen betragen
die TG 61% der Neutrallipide, der Anteil an freien FS liegt bei 32% und an Sterolen bei 7%.
Auffallend ist die Reduktion der TG zugunsten der freien FS beim Ubergang vom Larval- zum
Adultstadium. In Larven zeigt sich eine deutliche Dominanz der Speicherform, wahrend in adul-
ten Fliegen eine Erhdhung der Verfugbarkeit von freien FS flr den Energiestoffwechsel festzu-
stellen ist.

Bei den Phospholipiden gibt es in beiden untersuchten Stadien keine deutlich dominierende
Spezies. In Larven liegen PC und PE/PI bei 28 bzw. 26%, PS liegt bei 8% und PG bei 38%. In
adulten Mannchen bestehen die Phospholipide zu 20% aus PC, zu 37% aus PE/PI, zu 10% aus
PS und zu 33% aus PG. Dabei kommt es zu einer Umkehr der PC/PE Ratio mit einer gering-

fuigigen Pradominanz von PC in Larven und von PE/PI in adulten Fliegen.
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Da fur die Analyse von NL bzw. PL verschiedene Laufmittel verwendet werden, kann der abso-

lute Gehalt der NL im Vergleich zu den PL nicht bestimmt werden.

Die hier erzielten Ergebnisse zeigen, dass mit dieser Methode zwar die Neutrallipide sehr gut
aufgetrennt und identifiziert werden kénnen, jedoch nicht die Phospholipide. Deshalb wird in der
folgenden Auswertung der Lipidanalysen die DC nur fir die Neutrallipide eingesetzt. Fir die
Phospholipide wurde eine weitere, zuverlassigere Methode, die Massenspektrometrie, etabliert
(s. 4.2.3).

4.2.2 Gaschromatographie

Die Gaschromatographie (GC) ist eine Verteilungschromatographie, durch die Substanzge-
mische in einzelne Komponenten aufgetrennt werden kdnnen. Bei der Probenaufarbeitung fur
die GC werden polare Lipide derivatisiert, wonach die entstandenen unpolaren freien Fettsauren
im Chromatographen analysiert werden kénnen.

In Tabelle 17 sind alle auswertbaren FS sowie ihre Detektierbarkeit in Larven (3L) und in 7 Tage

alten Mannchen (Adulten) aufgelistet.

Fettsaure Name 3L | Adulte
FS 10:0 Caprinsaure w w
FS 12:0 Laurinsaure ++ ++
FS 13:0 interner Standard

FS 14:0 Myristinsaure ++ ++
FS 14:1-c9 (n-5) Myristoleinsaure ++ ++
FS 15:0 Pentadecanséaure w w
FS 16:0iso Iso-Palmitinséure w w
FS 16:0 Palmitinsaure ++ ++
FS 16:1-c9 (n-7) Palmitoleinsaure ++ ++
FS 16:0-4Me Phytansaure
FS 17:0 Margarinsdure W w
FS 18:0 Stearinsaure ++ ++
FS 18:1-¢9 (n-9) Olsaure ++ ++
FS 18:1-c11 (n-7) Vaccenséaure w
FS 18:2-¢9,c12 (n-6) Linolsaure ++ ++
FS 18:3-c6,c9,c12 (n-6) v-Linolenséure
FS 18:3-¢9,c12,c15 (n-3) a-Linolenséaure ++ ++
FS 20:0 Eicosansaure, Arachinsaure w w
FS 20:1-c11 (n-9) Eicosensaure, Gondosaure
FS 21:0iso interner Standard

FS 20:2-c11,c14 (n-6) Eicosadiensaure
FS 20:3-¢c8,c11,c14 (n-6) Eicosatriensaure, Dihomo-y-linolensaure
FS 20:4-c5,c8,c11,c14 (n-6) Arachidonsaure
FS 20:3-c11,c14,c17 (n-3) -
FS 22:0 Behensaure w w
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Fettsaure Name 3L | Adulte
FS 20:4-c8,c11,c14,c17 (n-3) - -
FS 22:1-c13 (n-9) Erucasaure w
FS 20:5-¢c5,c8,c11,c14,¢17 (n-3) Eicosapentaensaure, Timnodonsaure - --
FS 23:0 Tricosansaure w w
FS 22:4-¢7,c10,¢13,¢16 (n-6) Docosatetraensaure, Adrensaure -
FS 24:0 Lignocerinsaure w w
FS 24:1-c15 (n-9) Nervonsaure --- w
FS 22:5-¢7,¢10,c13,¢16,c19 (n-3) Clupanodonsaure, Docosapentaensaure - -
FS 22:6-c4,c7,¢10,¢13,¢16,c19 (n-3) | Docosahexaensaure, Cervonsaure -

Tabelle 17: Auflistung der im GC-Standard enthaltenen Fettsauren sowie ihrer Detektierbarkeit in
Larven (3L) und in 7 Tage alten M&nnchen (Adulten). ++: detektierbar; w: schwach detektierbar
(< 0,2%); ---: nicht detektierbar. Fettsauren, die fir alle Proben ausgewertet wurden, sind hervorgehoben.
3L: Larven des dritten Larvalstadiums; 4Me: Tetramethyl; c: cis; FS: Fettsaure.

Unterschiede bei den untersuchten Proben findet man sowohl in der Gesamtmenge der
detektierten FS (gemessen in nmol pro eingesetztem Protein) als auch in ihrer Verteilung. Die
Ergebnisse werden daher einerseits als Summe der FS im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle,

andererseits als Verteilung der FS in jedem Genotyp dargestellt.
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[ Larven (3L)
30 [ adulte Fliegen (7 Tage)
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Eicosensaure -
Behensaure A
Erucasaure -
Tricosansaure
Lignocerinsaure -
Nervonsaure

Myristoleinsaure
Pentadecansaure

Abb. 40: Ubersicht tiber die Verteilung aller detektierbaren Fettsauren in Larven und adulten Flie-
gen des Wildtyps CS. Lange der Kohlenwasserstoffkette, Sattigungsgrad und Lage der Doppelbindun-
gen s. Tabelle 17.

Abbildung 40 zeigt eine Ubersicht tiber alle detektierbaren FS in den analysierten Entwicklungs-
stadien des Wildtyps CS. Fur alle weiteren Proben wurden nur die FS ausgewertet, die mehr als
0,2% zum Gesamtlipid beitragen (s. Tabelle 17). Die prominentesten gesattigten FS in Droso-
phila melanogaster sind Myristin- (C 14:0), Palmitin- (C 16:0), Laurin- (C 12:0) und Stearinsaure
(C 18:0). Prasente Vertreter der einfach ungeséattigten FS sind Palmitolein- (C 16:1), OI- (C 18:1)
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und Myristoleinsdure (C 14:1). Die beiden Uberwiegend auftretenden mehrfach ungesattigten FS
sind die 2-fach ungesattigte Omega-6-FS Linolsaure (C 18:2) und die 3-fach ungesattigte Ome-
ga-3-FS a-Linolensaure (C 18:3). Fettsduren mit einer Kettenlange von mehr als 18 C-Atomen
sind nur in Spuren vorhanden.

Auffallend ist dabei einerseits die Verschiebung der gesattigten FS von Palmitinsaure (C 16:0)
zu den kirzeren Spezies Myristin- (C 14:0) und Laurinsaure (C 12:0) zwischen Larval- und
Adultstadium. Andererseits kommt es zu einer Zunahme der einfach ungesattigten Palmitolein-
saure (C 16:1) sowie zu einer Abnahme von Olséure (C 18:1) und der zweifach ungeséttigten
Omega-6-FS Linolsaure (C 18:2). Diese Daten weisen auf eine Verkirzung der Kettenlange und

eine Veranderung des Desaturierungsgrades in Richtung auf C 16:1-Palmitoleate hin.

4.2.3 Massenspektrometrie

Die Elektrospray-lonisation Tandem-Massenspektrometrie (ESI-MS/MS) ist eine Methode zur
Auftrennung von Teilchen entsprechend ihrer Masse. Durch die Kopplung von mehreren Analy-
satoren hintereinander (MS/MS) werden Sensivitat und Selektivitat verbessert. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit werden verschiedene Phospholipid-Spezies sowie deren Sattigungsgrad mit
der Massenspektrometrie (MS) analysiert. Abbildung 41 zeigt die Sattigungsgrade der detektier-
baren Phospholipide in Larven und adulten Fliegen des Wildtyps CS.

100
80 %‘ [ Larven (3L) ) 1
| I adulte Fliegen (7 Tage)
o
c
)
2 60 1
©
=
3, I
E40 T T
o
>
X
20 +
S 8828888288288 8828828828
i i (T g g © S g g
o 5 5|/ 55955 9 5 5|g55|¢ 5 5|95 5|g55|¢g 5
D X = | D X | D X = O X D X =D X <[00 X =D X | O X
= = € = =
O‘_ELIJ‘__CLIJ‘__C—l‘_EU)F_C(D‘__CE:_CO‘_E5‘:
g O ¢l W ¢oja W o0 L @ O Ol O O o o|la O 8|3 &
n.Ew%E &EUJ&E o £ o € E|J q E '5)
@) w W a - (%) o O
a o a o o a £ o a
(2] 1] -
o

Abb. 41: Ubersicht uiber den Sattigungsgrad der detektierbaren Phospholipide in Larven und adul-
ten Fliegen des Wildtyps CS. Cer: Ceramide; LPC: Lysophosphatidylcholin; mehrf.: mehrfach; PC:
Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanolamin; PE-PL: PE Etherlipide (Plasmalogene); PG: Phosphati-
dylglycerol; PI: Phosphatidylinositol; PS: Phosphatidylserin; SPE: Sphingosylphosphoethanolamin; unges.:
ungesattigt.
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Phosphatidylcholin (PC) kommt sowohl in Larven als auch in adulten Fliegen zu tber 60% mehr-
fach ungesattigt vor. In adulten Fliegen ist im Vergleich zum Larvalstadium die Fraktion der ge-
sattigten PC-Spezies erhdht. Bei den Sphingosylphosphoethanolaminen (SPE) ist in beiden
analysierten Entwicklungsstadien eine Dominanz der gesattigten Formen zu beobachten. In
adulten Fliegen ist eine Erh6hung von einfach ungesattigtem SPE zu verzeichnen. Bei Phos-
phatidylethanolamin (PE) dominieren die ungesattigten Spezies im Larvalstadium, in adulten
Fliegen sind allerdings die PE Etherlipide (Plasmalogene), insbesondere die mehrfach unge-
sattigten Formen, als Vorstufen flir die Eicosanoid-Biosynthese erhéht. Phosphatidylserin (PS)
liegt primar mehrfach ungesattigt vor, wobei im Larvalstadium im Gegensatz zu adulten Fliegen
ein groflerer Anteil an einfach ungesattigtem PS detektierbar ist. Phosphatidylglycerol (PG)
kommt in beiden Stadien Uberwiegend ungesattigt vor und liegt bei adulten Fliegen an der
Detektionsgrenze, weshalb es nicht bei allen Ansatzen ausgewertet werden konnte. Von
Phosphatidylinositol (Pl) sind die gesattigten und einfach ungesattigten Spezies in den adulten
Fliegen starker vertreten, wahrend mehrfach ungesattigtes Pl in den Larven dominiert. Bei
Lysophosphatidylcholin (LPC) zeigt sich vor allem in Larven eine Dominanz der ungesattigten
Formen, wahrend im Adultstadium ein hoherer Gehalt an gesattigtem LPC detektierbar ist.
Ceramide (Cer) treten vor allem gesattigt auf, wobei im Larvalstadium ein hdéherer Anteil an

ungesattigten Cer-Spezies zu verzeichnen ist.

Bei der Auswertung der MS-Daten wurde durch den Vergleich der Werte von CS aus unabhan-
gigen Experimenten ersichtlich, dass die Ceramide in allen Proben trotz unterschiedlicher
PL-Gesamtmengen einen relativ konstanten Wert bilden und daher nicht ausgewertet werden
kénnen. Dasselbe Resultat ergab sich flr LPC in Larven.

Ergebnisse der Massenspektrometrie werden einerseits als Summe der Phospholipide (gemes-
sen in nmol pro mg Protein) im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle, andererseits als Verteilung der

PL in jedem Genotyp dargestellt.

4.2.4 Lipidanalysen von Wildtypstdmmen

Um die Variabilitdt von Lipiden in Drosophila melanogaster abschatzen zu kdénnen, wurden
7 Tage alte Mannchen unterschiedlicher Wildtypstamme untersucht. Als Standardkontrolle dien-
te Canton S (CS; Abb. 42 hellgrau).

Wahrend der Proteingehalt relativ stabil und nur in den Stdmmen Berlin-K (BK) und Oregon R-C
(OR-C) auf 85% reduziert ist, sind im Gehalt an Gesamtfettsduren grofle Unterschiede zu
verzeichnen (Abb. 42). CS-1 und CSi2 (gelb) haben um 70 bzw. 45% weniger FS als CS. Auch
die drei getesteten OR Stamme (hellblau) sind sowohl voneinander als auch von der Standard-

kontrolle verschieden und haben einen FS-Gehalt zwischen 35 und 70%. In RAL-Fliegen sind
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die FS auf 58% reduziert. Nur BK hat einen ahnlich hohen Gehalt an FS wie CS. In CS-1, OR
und OR-C lief3 sich eine Erhéhung der Gesamt-PL auf 130 bis 138% feststellen, wobei bei den

einzelnen Werten relativ groRe Schwankungen zu verzeichnen sind.
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Abb. 42: Ubersicht iiber Protein-, Fettsaure- und Phospholipidgehalt adulter Mannchen von Wild-

typstammen im Vergleich zu CS. FS: Fettsauren; GC: Gaschromatographie; MS: Massenspektrometrie;
PL: Phospholipide.

Die DC-Analyse zeigt, dass im Vergleich zu CS in allen Wildtypstammen, aufier in BK, die
Triglyceride reduziert sind (Abb. 43 A). In BK ist hingegen auf eine Erhéhung des Gehalts an
freien FS hinzuweisen, in OR-C und RAL sind diese verringert. Die Sterole sind in allen Wildtyp-
stdmmen etwas, in CS-1 und CSi2 stark reduziert.

Durch die GC konnte festgestellt werden, dass sich nicht nur die Summe der Fettsauren, son-
dern auch deren Verteilung in den getesteten Wildtypstammen stark voneinander unterscheidet
(Abb. 43 B). In CS-1 sind die klirzeren FS Laurin-, Myristin-, Myristolein- und Palmitoleinsaure
zugunsten der FS mit 18 C-Atomen reduziert, wodurch in diesem Stamm Linolsdure den groften
prozentualen Anteil ausmacht. In CSi2 sind hingegen Laurin-, Myristolein- und Linolsaure erhoht
und Palmitinsdure ist vermindert. In BK ist Laurinsdure reduziert und Palmitinsaure ist etwas
hoher als in CS. In den drei OR-Stammen ist Myristinsaure verringert, Linol- und a-Linolensaure
sind erhdéht. In OR-C ist zusatzlich der Gehalt an Palmitoleinsdure reduziert, zugunsten von
Stearin- und Olsdure. RAL-Fliegen zeigen eine Reduktion von Palmitoleinsdure, kompensiert
durch eine Erhéhung von Linolsaure.
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Abb. 43: Lipidanalysen adulter Mannchen von Wildtypstdmmen. A: Dinnschichtchromatographie
(DC), Verteilung der NL im Vergleich zu CS. B: Gaschromatographie (GC), Verteilung der FS. C: Massen-
spektrometrie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung.
FS: Fettsduren; LPC: Lysophosphatidylcholin; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphati-
dylethanolamin; PG: Phosphatidylglycerol; PI: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidyl-
serin; SPE: Sphingosylphosphoethanolamin.
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Die Anteile der einzelnen Phospholipide an den Gesamt-PL sind in den Wildtypstammen weit-
aus konstanter als die Verteilung der FS (Abb. 43 C). In CS-1 und CSi2 ist im Vergleich zur
Standardkontrolle Canton S PC erhdht und SPE reduziert. In CS-1 ist zusétzlich PG vermindert,
in CSi2 stattdessen PE. In den drei getesteten OR-Stammen sind eine Erhéhung von PC und
eine Reduktion von SPE zu verzeichnen. In OR-C ist auRerdem der Gehalt an PG verringert, in
ORiX hingegen PE. Im Stamm RAL ist PC erhoht, kompensiert durch eine Reduktion von SPE,

wahrend in Berlin-K SPE erhdht und PG vermindert ist.

4.2.5 Lipidanalysen von Futtervarianten

Die Zusammensetzung verschiedener Futterquellen kdnnte sich moglicherweise auf Lipidgehalt
und -verteilung von Drosophila auswirken. Daher wurde zur Analyse von Unterschieden im
Gehalt und in der Zusammensetzung der Lipide in Futtervarianten das am Lehrstuhl hergestellte
Standardmedium (s. 2.1.2.4) mit dem instant-Futter Formula 4-24 Drosophila Medium Blue ver-

glichen.

Der Lipidgehalt im instant-Futter ist im Vergleich zum Standardmedium stark reduziert. Wahrend
die Gesamt-PL (MS) 48% betragen, sind die Gesamt-FS im instant-Futter sogar auf 18% ver-
mindert (ohne Abbildung).

Die DC zeigt, dass Sterole, freie FS und Triglyceride im instant-Medium, verglichen mit dem
Standardmedium, jeweils auf weniger als 50% reduziert sind (Abb. 44 A).

Durch die gaschromatographische Analyse wird eine vollig ungleiche Verteilung der Fettsauren
in den Futtervarianten deutlich (Abb. 44 B). Einzig der Gehalt an der 3-fach ungesattigten
a-Linolenséaure liegt in beiden Medien bei 5%. Wahrend im instant-Futter die gesattigten FS
Myristin-, Palmitin- und Stearinsédure starker vertreten sind als im Standardmedium, hat Letzte-
res einen hoheren Gehalt an den ungeséttigten FS Palmitolein-, Ol- und Linolsaure.

Auch die Phospholipide sind in den beiden Futtervarianten unterschiedlich verteilt (Abb. 44 C).
Im Standardmedium ist der Gehalt an Pl und LPC héher, im instant-Futter sind hingegen mehr

PC und PE vorhanden. Der Menge an PS und PG ist in beiden Medien gleich.

Diese drastischen Unterschiede zeigen, dass ein Einfluss der Futterquelle auf den Lipidhaushalt

der Fliege nicht auszuschliel3en ist.
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Abb. 44: Lipidanalysen des instant-Futters im Vergleich zum Standardmedium. A: Dunnschichtchro-
matographie (DC), Verteilung der NL im Vergleich zum SM. B: Gaschromatographie (GC), Verteilung der
FS. C: Massenspektrometrie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht sich auf die ge-
samte Abbildung. FS: Fettsauren; LPC: Lysophosphatidylcholin; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin;
PE: Phosphatidylethanolamin; PG: Phosphatidylglycerol; PI: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS:
Phosphatidylserin; SM: Standardmedium.
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4.3 Charakterisierung der ABC-Transporter White, Scarlet
und Brown - Lipidanalysen

Im Folgenden werden die ABC-Transporter-Mutanten w, st und bw auf Veranderungen von
Lipidgehalt und -zusammensetzung analysiert, um herauszufinden, ob sie, wie ihre humanen
Homologe, in den Lipidtransport involviert sind. Dazu werden vier verschiedene bw- und zwei

w-Allele sowie st’, cnbw, bwst und der Stamm bwst-2 (s. 4.1.8) miteinander verglichen.

4.3.1 Lipidanalysen der Larven von ABC-Transporter-Mutanten

Der Proteingehalt der Larven von ABC-Transporter-Mutanten schwankt im Vergleich zu CS
zwischen 75 und 108% (Abb. 45). Aufgrund von sehr hohen Standardabweichungen ist bei den
Gesamt-FS nur auf eine Erhdhung in w’ um 23% hinzuweisen. Die Summe der Gesamt-PL ist
hingegen in allen getesteten Mutanten verringert. In den vier bw-Allelen liegt der PL-Gehalt zwi-
schen 35 und 72%, in cnbw bei 75%. Auch in den beiden w-Mutanten sind die PL auf 65 bzw.

70% reduziert. Zwischen bwst und bwst-2 ist ein groBer Unterschied im PL-Gehalt zu ver-

zeichnen.
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Abb. 45: Ubersicht tiber Protein-, Fettsaure- und Phospholipidgehalt der Larven von ABC-Trans-
porter-Mutanten im Vergleich zu CS. FS: Fettsauren; GC: Gaschromatographie; MS: Massenspektro-
metrie; PL: Phospholipide.

In der DC zeigen sich, auRer einer geringfiigigen Erhdhung der Triglyceride in bw’®, bw'®, st’
und in den beiden w-Allelen, keine nennenswerten Unterschiede zwischen den Larven der ABC-
Transporter-Mutanten (Abb. 46 A).

Wegen der hohen Standardabweichungen sind in der GC keine Unterschiede detektierbar,

einzig cnbw fallt mit einer Verschiebung von Myristin- zu Olséure auf (Abb. 46 B).
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Abb. 46: Lipidanalysen der Larven von ABC-Transporter-Mutanten. A: Dinnschichtchromatographie
(DC), Verteilung der NL im Vergleich zu CS. B: Gaschromatographie (GC), Verteilung der FS. C: Massen-
spektrometrie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung.
FS: Fettsauren; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanolamin; PG: Phosphati-
dylglycerol; PI: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin; SPE: Sphingosylphospho-
ethanolamin.
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Durch die MS ist in den vier bw-Allelen eine Reduktion von PC und PE sowie eine Erhthung von
SPE zu beobachten (Abb. 46 C). In bw*®, bw*® und bw? ist ein Anstieg von PS festzustellen, in
bw?, bw'® und bw? ist der Gehalt an PG hoher als in der Kontrolle. In bwst ist PC verringert und

1118

SPE sowie PS sind starker vertreten als in CS und in bwst-2. In w—° ist SPE geringfugig erhoht,

in cnbw hingegen PG.

4.3.2 Lipidanalysen von adulten ABC-Transporter-Mutanten

Der Proteingehalt von adulten Mannchen der vier getesteten bw-Allele liegt im Vergleich zu CS
zwischen 75 und 117% (Abb. 47). Die Gesamt-FS sind in bw!, bw'® und bw? unterschiedlich
stark reduziert (auf 41 bis 83%), wahrend die Gesamt-PL in den vier bw-Allelen zwischen 80 und
95% liegen. Bei den beiden bwst-Stammen sind die groRten Ungleichheiten in den Gesamt-PL
zu finden (bwst: 70%, bwst-2: 115%), aber auch im Protein- und FS-Gehalt liegen die Unter-
schiede bei 20%. Die Doppelmutante cnbw hat nur 37% Gesamt-FS im Vergleich zur Kontrolle
und einen Proteingehalt von 85%. In st* sind hingegen Protein- und PL-Gehalt etwas reduziert.
Die beiden w-Allele unterscheiden sich im Gehalt an FS um 38 bzw. 50% von CS, die Gesamt-

PL liegen in w* bei 63% und in w'**® bei 84%, verglichen mit dem Wildtyp.
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Abb. 47: Ubersicht tiber Protein-, Fettsdure- und Phospholipidgehalt der adulten ABC-Transporter-
Mutanten im Vergleich zu CS. FS: Fettsduren; GC: Gaschromatographie; MS: Massenspektrometrie; PL:
Phospholipide.

Die DC zeigt eine Reduktion der freien FS in bw', bw®® und bw?®®, wahrend der Gehalt an TG in
allen vier bw-Allelen unterschiedlich stark reduziert ist (Abb. 48 A). In bwst, bwst-2 und vor allem
in cnbw ist der Gehalt an freien FS und TG verringert. Auch in beiden w-Allelen ist eine
Reduktion der freien FS und der TG zu verzeichnen. Einzig in st* sind keine Unterschiede zu CS

detektierbar.
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Abb. 48: Lipidanalysen der adulten ABC-Transporter-Mutanten. A: Dinnschichtchromatographie (DC),
Verteilung der NL im Vergleich zu CS. B: Gaschromatographie (GC), Verteilung der FS. C: Massenspek-
trometrie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung. FS:
Fettsauren; LPC: Lysophosphatidylcholin; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidyl-
ethanolamin; PG: Phosphatidylglycerol; Pl: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin;
SPE: Sphingosylphosphoethanolamin.
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In bw’ ist Palmitinsaure reduziert, kompensiert durch eine Erhéhung von Laurin-, Stearin-, Linol-
und a-Linolensdure (Abb. 48 B). In bw'® ist der Gehalt an Laurinsaure héher als in CS, in bw'’ ist
Linolsaure erhéht. In bw? sind Myristin- und Myristoleinséaure verringert, Palmitin-, Stearin-, OI-
und Linolsdure hingegen erhoht. In den beiden getesteten bwst-Stammen sind eine Erhéhung
von Laurinsaure und eine Reduktion von Palmitinsdure zu verzeichnen. Linolsaure ist hingegen
nur in bwst etwas hoher als in CS. In cnbw zeigt sich eine Reduktion von Laurin-, Myristin-, und
Myristoleinsdure zugunsten der vier FS mit 18 C-Atomen. In st’ sind Laurin- und Stearinsaure

118 sind ebenfalls Laurin- und Stearinsdure erhoht, in beiden

geringfugig hoher als in CS. In w
w-Allelen ist Myristinsaure reduziert, Linol- und a-Linolensaure hingegen sind héher als in CS.

Die vier bw-Allele haben im Vergleich zum Wildtyp nur eine Reduktion von PS gemeinsam
(Abb. 48 C). In bw' ist Pl erhéht, in bw'® und bw'’® ist PC reduziert und PE erhdht. In bw ist
zusétzlich ein erhdhter Gehalt an SPE detektierbar, wahrend in bw? eine Erhéhung von PC und
Pl zu verzeichnen ist. Die beiden bwst-Stdmme unterscheiden sich im Gehalt an PC und LPC
voneinander. In cnbw ist nur auf eine leichte Reduktion von SPE hinzuweisen, welche auch in

1118

der Mutante st' auftritt. In w ist PE erhoht, in w' stattdessen LPC. In beiden analysierten

w-Allelen sind PC und PS etwas reduziert.

1118

4.3.3 Analyse von CS, st' und w***® auf instant-Medium

1118

Ob sich Auffalligkeiten, wie beispielsweise der reduzierte Triglycerid-Gehalt in w''*°, auch in Flie-

gen zeigen, die auf unterschiedlichen Medien gehalten werden, wurde durch Analysen adulter

"8 und st’, jeweils im Vergleich zu CS, auf den beiden oben genannten Futter-

Mannchen von w
varianten (s. 4.2.5) Uberpruft. Auch die ungleiche Lipidzusammensetzung der beiden Nahrmedi-

en kénnte einen Einfluss auf die Organismen haben.

Trotz des unterschiedlichen Lipidgehalts von Standardmedium und instant-Futter sind keine
signifikanten Unterschiede in Protein, FS- und PL-Gehalt im Wildtyp CS nach Haltung auf der

einen oder der anderen Futterquelle detektierbar (ohne Abbildung).

Adulte st’- und w'""’-Mannchen auf instant-Futter haben etwas mehr Gesamtprotein als der
Wildtyp, wahrend sie nach Aufzucht auf Standardmedium eine leichte Reduktion aufweisen

1118 eine Reduktion der Fettsauren auf

(Abb. 49). Auf beiden getesteten Futtervarianten zeigt w
60%. In adulten st'-Mannchen auf Standardmedium ist der Gehalt an Gesamt-PL reduziert,
wahrend sich auf instant-Futter kein Unterschied zu CS feststellen Iasst. In adulten w’’"®-Fliegen
auf Standardmedium ergibt sich eine leichte Verringerung der PL, auf instant-Futter hingegen

eine Erhéhung.
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Abb. 49: Ubersicht Uber Protein-, Fettsaure- und Phospholipidgehalt adulter Mannchen von CS, st*
und w'® auf Standardmedium oder instant-Futter. FS: Fettsauren; GC: Gaschromatographie; MS:
Massenspektrometrie; PL: Phospholipide.

In allen drei Genotypen sind geringfligig mehr Sterole vorhanden, wenn sie auf instant-Futter
gehalten wurden (Abb. 50 A). w'’"®-Fliegen zeigen eine Reduktion von freien FS und TG nach
Haltung auf beiden Futtervarianten.

1118

Durch die GC-Analyse konnte eine Erhéhung von Stearin-, Linol- und o-Linolensaure in w'''° auf

beiden Nahrungsquellen dargestellt werden (Abb. 50 B). Ols&ure ist in allen Genotypen erhéht,

wenn sie auf instant-Futter gehalten wurden, jedoch nur in w'’"®

signifikant héher als nach
Aufzucht auf Standardmedium. Sowohl in CS als auch in st ist Linolsdure nach Haltung auf
instant-Futter reduziert.

In CS und st’ ist PC verringert, wenn die Fliegen auf instant-Medium gehalten wurden
(Abb. 50 C). SPE ist in diesen beiden Stammen auf instant-Futter hingegen erhdht, was im
Gegensatz zur Reduktion von SPE in st” auf dem normalen Medium steht. Die Erhdhung von PE

1118

sowie die Verringerung von PS in w sind nur nach Haltung auf Standardmedium zu

beobachten. LPC ist in CS auf instant-Futter und in st’ auf beiden Futtervarianten erhoht.
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Abb. 50: Lipidanalysen adulter Mannchen von CS, st* und w'**® auf Standardmedium oder instant-

Futter. A: Dunnschichtchromatographie (DC), Verteilung der NL im Vergleich zu CS. B: Gaschromatogra-
phie (GC), Verteilung der FS. C: Massenspektrometrie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A
bezieht sich auf die gesamte Abbildung. FS: Fettsduren; LPC: Lysophosphatidylcholin; NL: Neutrallipide;
PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanolamin; PG: Phosphatidylglycerol; Pl: Phosphatidylinositol;
PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin; SPE: Sphingosylphosphoethanolamin.
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4.3.4 Rettung und Verifizierung der Lipidph&notypen

In adulten Mannchen von brown- und white-Mutanten konnten vor allem durch Diinnschicht- und
Gaschromatographie Unterschiede in Lipidgehalt und -zusammensetzung festgestellt werden.
Nachdem jedoch insgesamt eine hohe Variabilitdt der Lipidwerte und unterschiedliche Effekte
bei verschiedenen Allelen des gleichen Gens zu beobachten sind (s. 4.3.2), sollten die Lipid-
phanotypen durch Rettungsversuche mit den im Rahmen dieser Arbeit etablierten UAS-Linien

(s. 4.1.2) und dem ubiquitadren Treiber da-GAL4 tberprift werden.

4.3.4.1 Der brown-Phéanotyp

Die Mutante bw" zeichnet sich vor allem durch Reduktionen im Gehalt an Protein, Gesamt-FS,
freien FS und TG in adulten Mannchen aus (s. 4.3.2). AuBRerdem wurde eine signifikante Veran-
derung der FS-Verteilung beobachtet. Der brown-Rescue entstammte einer Kreuzung aus
Mannchen von +; bw'; da-GAL4 und Jungfrauen von +; bw'; UAS-bw.

Der reduzierte Proteingehalt von bw" kann nicht gerettet werden, der wildtypische Gehalt an FS
ist jedoch in +; bw!; UAS-bw/da-GAL4 im Gegensatz zu bw! und den beiden Kontrollen wieder-
hergestellt (Abb. 51). Somit ist die Reduktion der Gesamt-FS als signifikant und mutationsbe-
zogen einzustufen. In der Gesamtmenge der PL war nur ein geringer Unterschied zwischen CS

und bw! vorhanden, der sowohl im Rescue als auch in den Kontrollen gerettet wurde.
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140  Hhw'

120 | EEE +; bw'; UAS-bw/da-GAL4 ||
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Abb. 51: Ubersicht iiber Protein-, Fettsaure- und Phospholipidgehalt von adulten Mannchen des
brown-Rescues und der entsprechenden Kontrollen im Vergleich zu CS. FS: Fettsduren; GC: Gas-
chromatographie; MS: Massenspektrometrie; PL: Phospholipide.

In der DC konnte hingegen kein Rescue des reduzierten Gehalts an freien FS und TG im ent-

sprechenden Genotyp bestatigt werden (Abb. 52 A).

Bei der GC-Analyse stellte sich heraus, dass Fliegen des bw-Rescues den gleichen Phanotyp

zeigen wie CS (Abb. 52 B). Die beiden Kontrollen +; bw'; da-GAL4 und +; bw"; UAS-bw weichen
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jedoch durch eine Reduktion von Laurin-, Myristin- und Palmitoleinsdure sowie eine Erhéhung

von Palmitin- und Olsaure stark von bw! und auch voneinander ab.
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Abb. 52: Lipidanalysen adulter Mannchen des brown-Rescues und der entsprechenden Kontrollen.
A: Dunnschichtchromatographie (DC), Verteilung der NL im Vergleich zu CS. B: Gaschromatographie
(GC), Verteilung der FS; Die Legende in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung. FS: Fettsduren; NL:
Neutrallipide.

4.3.4.2 Der white-Phéanotyp

Adulte white-Mutanten zeigen eine Reduktion der Gesamt-FS, der freien FS und der TG sowie
eine Verschiebung der FS (s. 4.3.2). Der white-Rescue entstammte einer Kreuzung aus Mann-
chen von w; UAS-w und Jungfrauen von w;; da-GAL4. Die entsprechenden Kontrollen wurden
jeweils homozygot getestet, um einen Effekt durch die Anzahl der mini-white-Kopien zu vermei-

den. Zusatzlich zu w8

aus der Stammsammlung des Labors wurden zur Verifizierung des
beobachteten Phanotyps mit w**® Nr. 3605 (w-3) und w'**® Nr. 5905 (w-5) zwei weitere w'®-

Stdmme vom Bloomington Drosophila Stock Center Uberpriift.
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Der Proteingehalt kann im Rescue nicht gerettet werden, sondern ist in allen Stammen, be-
sonders in w;; da-GAL4 reduziert (Abb. 53). Der Gehalt an Gesamt-FS ist in diesem Genotyp
hoher als im Rescue und in der weiteren Kontrolle w; UAS-w, die Gesamt-PL sind stattdessen
niedriger.

Im Protein- und PL-Gehalt ist kein Unterschied zwischen den drei getesteten w*''8-Stammen

vorhanden. Der Gehalt an Gesamt-FS ist jedoch in w-3 und w-5 noch etwas geringer als in w*'%,
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Abb. 53: Ubersicht iiber Protein-, Fettsaure- und Phospholipidgehalt von adulten Mannchen des
white-Rescues und der entsprechenden Kontrollen im Vergleich zu CS. FS: Fettsduren; GC: Gas-
chromatographie; MS: Massenspektrometrie; PL: Phospholipide.

Auch in der DC ist keine erfolgreiche Rettung des white-Phanotyps zu verzeichnen (Abb. 54 A).
Die freien FS sind im Rescue und in den Kontrollen noch weiter reduziert als in CS und w*'8,
Die wildtypische Menge an TG ist in w;; da-GAL4 wiederhergestellt, jedoch nicht im Rescue. Die
beiden neu bestellten w'**®-Stamme unterscheiden sich durch eine Reduktion der freien FS von
w8 aus der Stammsammlung. Im Gehalt an TG ist auBerdem ein signifikanter Unterschied
zwischen w-3 und w-5 festzustellen.

Bei der gaschromatographischen Analyse sind leichte Unterschiede detektierbar, die drei w*'-
Stamme zeigen aber, auRer der Erhéhung von Stearinséaure in w*''8, das gleiche Verteilungs-
muster (Abb. 54 B). Die FS im Rescue und in den entsprechenden Kontrollen unterscheiden
sich nicht nennenswert voneinander.
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Abb. 54: Lipidanalysen adulter Mannchen des white-Rescues und der entsprechenden Kontrollen.
A: Dunnschichtchromatographie (DC), Verteilung der NL im Vergleich zu CS. B: Gaschromatographie
(GC), Verteilung der FS. Die Legende in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung. FS: Fettsduren; NL:
Neutrallipide.

4.3.5 Lipidphanotyp von RNAi-white, -scarlet und -brown

Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits Lipidanalysen bzw. Rescue-Experimente an w-, st- und
bw-Mutanten durchgefihrt (s. 4.3.2 und 4.3.4). Nun sollten die beobachteten Phanotypen in
adulten Mannchen durch einen gezielten knock-down bestétigt werden. Dazu standen fir white
zwei verschiedene RNAI-Linien zur Verfiigung, von denen die Linie vom VDRC (R1_G2759_w)
im Auge einen etwas starkeren Phanotyp erzeugt als die Linie aus Japan (Kondo_w; s. 4.1.4).
Zum besseren Vergleich mit den Mutanten sind die Ergebnisse von w'''®, bw' und st* erneut
dargestellt. Da w-Mutanten eine Veranderung des Lipidgehalts zeigen, wurden alle Genotypen
nicht wie dblich im w-Hintergrund, sondern durch Kreuzung mit Weibchen der Treiber-Linie
+;; da-GAL4 im CS-Hintergrund getestet (s. auch 4.5).

86



4 Ergebnisse

1118 sowie in den beiden RNAi-w-Stammen und der

Auler einem wildtypischen Proteingehalt in w
Reduktion der Gesamt-FS in w''®, die mit RNAi-w (VDRC) bestétigt werden kann, zeigen sich

bei den RNAi-Fliegen vollig andere Ergebnisse als bei den Mutanten (Abb. 55).
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Abb. 55: Ubersicht iiber Protein-, Fettsaure- und Phospholipidgehalt von adulten white-, scarlet-
und brown-knock-down-Fliegen. Kontrolle: CS bzw. +;; da-GAL4/+. FS: Fettsauren; GC: Gaschromato-
graphie; MS: Massenspektrometrie; PL: Phospholipide.

In RNAi-w (VDRC) sind, wie in w''!8, eine Reduktion von freien FS und TG festzustellen
(Abb. 56 A), zusatzlich sind in RNAi-w (VDRC) die Sterole verringert. In RNAIi-bw ist nur eine
Verringerung der freien FS zu beobachten, die mit bw* korreliert.

Auch in der GC wird mit RNAi-w (VDRC) durch die Reduktion von Myristin- zugunsten von
Stearin-, Linol- und o-Linolensaure ein &hnlicher Phanotyp beobachtet, wie in w*'*® (Abb. 56 B).
Zusatzlich sind in RNAI-w (VDRC) jedoch eine Verringerung von Laurin- und Myristoleinsaure
sowie ein erhéhter Gehalt an Olsdure zu verzeichnen. RNAi-bw zeigt analog zu bw' eine
Erh6hung von Linolsaure.

Betrachtet man die Verteilung der Phospholipide, sind in RNAi-st, im Gegensatz zu st', eine
Erhdhung von SPE sowie eine Verringerung von PC zu verzeichnen (Abb. 56 C). In RNAi-bw

sind ein héherer Gehalt an PC und PI sowie eine geringfligige Reduktion von SPE detektierbar.

Zu beachten ist dabei, dass im Auge mit beiden RNAi-white-Linien eine Verringerung des Pig-
mentgehalts festzustellen ist (s. 4.1.4), der Lipidph&notyp jedoch nur mit der Linie des VDRC
erzeugt werden kann. RNAIi-bw zeigt ebenfalls nur den Augenphéanotyp, wahrend der Lipidgehalt

weder mit bw* noch mit einem der anderen bw-Allele (s. 4.3.2) tibereinstimmt.
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Abb. 56: Lipidanalysen von adulten white-, scarlet- und brown-knock-down-Fliegen. A: Dinn-
schichtchromatographie (DC), Verteilung der NL im Vergleich zur Kontrolle. B: Gaschromatographie (GC),
Verteilung der FS. C: Massenspektrometrie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht
sich auf die gesamte Abbildung. Kontrolle: CS bzw. +;; da-GAL4/+. FS: Fettsauren; LPC: Lysophosphati-
dylcholin; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanolamin; PG: Phosphatidylgly-
cerol; Pl: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin; SPE: Sphingosylphosphoetha-
nolamin.
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4.4 Analyse von Augenpigmentierungsmutanten

Neben den ABC-Transportern White, Scarlet und Brown werden in der vorliegenden Dissertation
verschiedene Drosophila melanogaster Mutanten analysiert, die im Vergleich zu wildtypischen
Fliegen eine Veranderung der Augenpigmentierung zeigen. Dabei sollte durch detaillierte Lipid-
analysen uberprift werden, ob ein Zusammenhang zwischen der Pigmentierung der Komplex-
augen und dem Lipidmetabolismus besteht.

In die Augenpigmentierung sind Transportproteine und Enzyme involviert, aber auch zahireiche
andere Faktoren beeinflussen den Pigmentgehalt der Komplexaugen. Die im Folgenden analy-
sierten Fliegenstdmme gehdren zu den Gruppen der an der Pigmentsynthese beteiligten Enzy-
me, der AP-3-Proteine oder der VPS- und Rab-Proteine. Als ,sonstige” werden Mutanten zu-

sammengefasst, die keiner dieser Gruppen zugeordnet werden kdénnen.

4.4.1 Analyse von Enzym-Mutanten

Im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Enzyme sind kodiert von vermilion (v), cinnabar (cn),
karmoisin (kar), Punch (Pu) und purple (pr). Die Tryptophan Oxygenase Vermilion, die Kynure-
nin Hydroxylase Cinnabar und die Phenoxazinon Synthetase Karmoisin sind in die Xanthom-
matin-Herstellung involviert, wahrend die GTP Cyclohydrolase I Punch und die 6-PTP Synthase
Purple an der Drosopterin-Synthese beteiligt sind (s. 1.2.1).

4.4.1.1 Pigmentanalysen von Enzym-Mutanten

Die entsprechenden Enzym-Mutanten cn’, kar? und v’ haben weniger Xanthommatin als CS in
den Pigmentgranula der Komplexaugen (Abb. 57). In cn” und V' ist das braune Pigment, wie in
st', auf 25 bis 30% verringert, in kar? hingegen nur auf 55%. Pu"" und pr’ zeigen stattdessen
primar eine Reduktion des roten Pigments auf 10 bzw. 30%, wobei in beiden Mutanten auch

Xanthommatin auf 70 bzw. 60% reduziert ist.
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Abb. 57: Phanotyp und Pigmentgehalt der Mutanten von Enzymen, die an der Pigmentsynthese
beteiligt sind. In cn®, kar® und v* ist Xanthommatin reduziert, wahrend Pu™ und pr' vor allem weniger
Drosopterin aufweisen.

Durch einen gezielten knock-down kann ein &hnlicher Phénotyp wie in den Mutanten cn® und
kar? erreicht werden (Abb. 58). In RNAi-cinnabar (Linie: R2_1555_cn) ist der Xanthommatinge-
halt nach Aktivierung mit actin- und mit GMR-GAL4 jeweils auf 65% reduziert, im Gegensatz zu
25% in cn. In kar? zeigt sich eine Reduktion von Xanthommatin auf 50%, welche auch mit
RNAi-karmoisin (Linie: R3_12286 kar) und dem ubiquitaren Treiber actin-GAL4 erreicht wird.
Mit dem augenspezifischen Treiber GMR-GAL4 lasst sich der Gehalt an braunem Pigment hin-
gegen nur auf 80% verringern. Die Aktivierung von R4_CG9542 mit actin-GAL4 hat eine leichte
Erhohung von Drosopterin zur Folge. Bei CG9542 wurde vermutet, dass es fur die Kynurenin

Formamidase kodiert, dann ware jedoch eine Reduktion von Xanthommatin zu erwarten.
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Abb. 58: Pigmentgehalt von cinnabar-, karmoisin- und CG9542-knock-down-Fliegen. Durch einen
knock-down der entsprechenden Gene mit actin- bzw. GMR-GAL4 kann der Pigmentgehalt der Augen
reduziert werden. CG9542 kodiert mdglicherweise fur die Kynurenin Formamidase. ac: actin-GAL4; GMR:
GMR-GALA.
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4.4.1.2 Lipidanalysen der Larven von Enzym-Mutanten

In den Darstellungen der Lipidanalysen von Enzym-Mutanten wird die Doppelmutante cnbw, die
bereits unter 4.3.1 und 4.3.2 beschrieben wurde, zum Vergleich mit cn’ erneut aufgefiihrt.

In Larven der Mutante Pu’" ist der Proteingehalt, verglichen mit CS, auf 70% reduziert und auch
in cnbw, kar’ sowie pr' ist eine leichte Reduktion auf 80 bis 85% zu beobachten (Abb. 59). Die
Summe der FS ist nur in cn’ mit 62% und in cnbw mit 75% niedriger als in der Kontrolle, wah-
rend die Gesamt-PL in cn’, kar?, Pu" und v’ nur 52 bis 62% und in cnbw 75% des wildtypischen
Gehalts betragen.
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Abb. 59: Ubersicht liber Protein-, Fettsédure- und Phospholipidgehalt der Larven von Enzym-Mutan-
ten im Vergleich zu CS. FS: Fettsauren; GC: Gaschromatographie; MS: Massenspektrometrie; PL: Phos-
pholipide.

Durch die DC wurde eine Erhdhung der TG in kar’ und Pu” festgestellt, wahrend in v’ eine
Reduktion dieser Speicherlipide zu verzeichnen ist (Abb. 60 A).

Die bei der GC detektierten Unterschiede in der Verteilung der FS sind in den meisten Fallen
aufgrund von hohen Standardabweichungen nicht aussagekraftig (Abb. 60 B). In cnbw ist, wie
bereits erwéhnt, eine Verschiebung von Myristin- zu Olsdure zu beobachten. In kar’ sind
Myristin- und Palmitoleinsdure reduziert, zugunsten von Palmitin- und Stearinsaure. In Pu ist
der Gehalt an Palmitoleinsdure hoher als in CS und Linolséure ist verringert. In pr’ ist ebenfalls
Linolsaure leicht reduziert.

Durch massenspektrometrische Analyse ergeben sich eine leichte Verringerung von PE in kar?
und eine Erhéhung von SPE in kar? und Pu" sowie von PS in kar? (Abb. 60 C). In cnbw und Py’
ist der Gehalt an PG héher als in CS, in Pu' ist auRerdem PC reduziert.
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Abb. 60: Lipidanalysen der Larven von Enzym-Mutanten. A: Dinnschichtchromatographie (DC), Ver-
teilung der NL im Vergleich zu CS. B: Gaschromatographie (GC), Verteilung der FS. C: Massenspektro-
metrie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung. FS:
Fettsauren; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanolamin; PG: Phosphatidyl-
glycerol; Pl: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin; SPE: Sphingosylphospho-
ethanolamin.
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4.4.1.3 Lipidanalysen von adulten Enzym-Mutanten

Von den untersuchten adulten Enzym-Mutanten ist der Proteingehalt im Vergleich zu CS nur in
pr’ nennenswert reduziert (Abb. 61). Im Gegensatz dazu zeigen alle Genotypen eine drastische
Reduktion der Gesamt-FS auf 37 bis 62%. Die Phospholipide sind in kar* sowie in Pu’" auf 60%

und in cn’ sowie in v’ auf 80% reduziert.
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Abb. 61: Ubersicht tiber Protein-, Fettsaure- und Phospholipidgehalt der adulten Enzym-Mutanten

im Vergleich zu CS. FS: Fettsduren; GC: Gaschromatographie; MS: Massenspektrometrie; PL: Phospho-
lipide.

Die DC zeigt, dass im Vergleich zu CS in cn’, wie in cnbw, freie FS und TG verringert sind
(Abb. 62 A). Auch in kar?, Pu"" und pr' sind sowohl freie FS als auch TG reduziert. In v’ sind eine
Reduktion der TG und eine Erhdhung der Sterole detektierbar.

In cn’ sind Myristin- und Myristoleinsdure zugunsten der vier FS mit 18 C-Atomen reduziert
(Abb. 62 B). In cnbw ist zusatzlich eine Reduktion von Laurinsaure zu beobachten. In kar?, Pu",
pr’ und v’ sind eine Verringerung von Myristinsiure sowie eine Erhéhung von Ol- und Linolséure
festzustellen.

Bei der MS sind eine Erhéhung von PE und eine Reduktion von PC und PS in cn’ detektierbar,
in cnbw ist hingegen der Gehalt an SPE verringert (Abb. 62 C). In kar’ ist eine Erhdhung von
LPC zu verzeichnen, in Pu’" ist PE reduziert und LPC ist hoher als in CS. In pr’ ist SPE etwas

verringert, in v’ hingegen sind PC und PS reduziert und SPE sowie LPC erhéht.
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Abb. 62: Lipidanalysen der adulten Enzym-Mutanten. A: Dinnschichtchromatographie (DC), Vertei-
lung der NL im Vergleich zu CS. B: Gaschromatographie (GC), Verteilung der FS. C: Massenspektrome-
trie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung. FS: Fett-
sauren; LPC: Lysophosphatidylcholin; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanol-
amin; PG: Phosphatidylglycerol; Pl: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin; SPE:
Sphingosylphosphoethanolamin.
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4.4.1.4 Lipidphanotyp von RNAi-cinnabar, RNAi-karmoisin und RNAiI-CG9542

Durch einen gezielten knock-down wurde untersucht, ob die in adulten Fliegen von cn® und kar?
beobachteten Phanotypen bestatigt werden kdnnen. Zusatzlich wurde das Gen CG9542 analy-
siert, welches maoglicherweise fir das Enzym Kynurenin Formamidase kodiert.

In den Méannchen ist der Proteingehalt nur in RNAi-cn geringfiigig erhoht (Abb. 63). Mit RNAi-cn
und RNAi-kar kann die in cn® und in kar® beobachtete Reduktion der Gesamt-FS partiell besta-
tigt werden. Bei den Gesamt-PL zeigen sich jedoch in den RNAI-Fliegen von den Mutanten stark
abweichende Ergebnisse. CG9542 kodiert moglicherweise fur die Kynurenin Formamidase. Bei
einem knock-down dieses Gens sind eine leichte Reduktion der Gesamt-FS auf 82% sowie eine

Erhoéhung der PL auf 132% zu verzeichnen.
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Abb. 63: Ubersicht liber Protein-, Fettsdure- und Phospholipidgehalt von cinnabar-, karmoisin- und
CG9542-knock-down-Fliegen. Kontrolle: CS bzw. +;; da-GAL4/+. FS: Fettsduren; GC: Gaschromatogra-
phie; MS: Massenspektrometrie; PL: Phospholipide.

Bei der DC zeigen die Mutanten cn® und kar? eine Reduktion von freien FS und TG, was mit den
RNAI-Fliegen nicht bestétigt werden kann (Abb. 64 A). In diesen sind stattdessen die Sterole
vermindert.

Durch die GC wurden bei RNAi-cn und RNAi-kar eine Reduktion von Myristin- und ein hdherer
Gehalt an Linolsaure detektiert, was mit den Ergebnissen der beiden Mutanten Ubereinstimmt
(Abb. 64 B). In +;; R4_9542/da-GAL4 ist eine Reduktion von Laurin- und Myristinsdure sowie
eine Erhéhung von Linolsdure festzustellen. In der Kontrolle +;; da-GAL4/+ ist der Gehalt an
Linolsaure signifikant hoher als in CS.

Durch massenspektrometrische Analyse sind bei RNAi-cn und RNAi-kar keine Phanotypen zu
beobachten, die mit den entsprechenden Mutanten korrelieren (Abb. 64 C). +;; R4_9542/da-
GAL4 zeigt, aulRer einer Reduktion von PS und LPC, die gleiche Verteilung der PL wie die
Kontrolle +;; da-GAL4/+.
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Abb. 64: Lipidanalysen von cinnabar-, karmoisin- und CG9542-knock-down-Fliegen. A: Dinn-
schichtchromatographie (DC), Verteilung der NL im Vergleich zur Kontrolle. B: Gaschromatographie (GC),
Verteilung der FS. C: Massenspektrometrie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht
sich auf die gesamte Abbildung. Kontrolle: CS bzw. +;; da-GAL4/+. FS: Fettsauren; LPC: Lysophosphati-
dylcholin; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanolamin; PG: Phosphatidylgly-
cerol; PIl: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin; SPE: Sphingosylphosphoetha-
nolamin.
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4.4.2 Analyse von AP-3-Mutanten

Der AP-3-Komplex setzt sich zusammen aus den vier Untereinheiten f3, 6, p und o, welche von
ruby (rb, B), garnet (g, 9), carmine (cm, 1) und orange (or, o) kodiert werden (s. 1.2.3). Die ent-

sprechenden Mutanten rb’, g’, cm’ und or*”" wurden auf Pigmentgehalt sowie Auffalligkeiten in

Lipidgehalt und -zusammensetzung untersucht.

4.4.2.1 Pigmentanalysen von AP-3-Mutanten

Das Fehlen jeder einzelnen Untereinheit des AP-3-Heterotetramers flihrt im Vergleich zum

Wildtyp zu einer drastischen Reduktion des Xanthommatin- und Drosopteringehalts (Abb. 65).
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Abb. 65: Phanotyp und Pigmentgehalt der AP-3-Mutanten. Das Fehlen einer der vier Untereinheiten
des AP-3-Komplexes resultiert in einer deutlich reduzierten Augenpigmentierung.
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In der Mutante cm’ sind beide Pigmente im Vergleich zu CS auf 40 bzw. 35% verringert,
wahrend in g’ und rb’ Drosopterin auf jeweils 20% und somit weitaus starker reduziert ist als

Xanthommatin mit 38 bzw. 52%. In or*"" sind sogar nur 20 bzw. 15% der Pigmente detektierbar.
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4.4.2.2 Lipidanalysen der Larven von AP-3-Mutanten

Bereits im dritten Larvalstadium ist in allen vier AP-3-Mutanten eine Reduktion des Proteinge-
halts auf 70% zu beobachten (Abb. 66). Die Gesamt-FS sind nur in g’ und rb’ leicht vermindert,

wahrend die PL in g und or*®" auf 50% des wildtypischen Gehalts reduziert sind.
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Abb. 66: Ubersicht iber Protein-, Fettsaure- und Phospholipidgehalt der Larven von AP-3-Mutan-
ten im Vergleich zu CS. FS: Fettsauren; GC: Gaschromatographie; MS: Massenspektrometrie; PL: Phos-
pholipide.

In der DC der Larven von AP-3-Mutanten sind, aufRer einer geringfiigigen Erhéhung der TG in g’,
keine Unterschiede zu CS detektierbar (Abb. 67 A).

Auch bei der GC sind nur ein leicht erhdohter Gehalt an Laurinsdure und eine starke Vermin-
derung von Linol- und o-Linolens&ure in cm’ sowie eine Erhdhung von Palmitoleinséure in rb’ zu
beobachten (Abb. 67 B).

Bei der MS ist auf eine Reduktion von PC in or*" zugunsten von SPE und PS hinzuweisen

(Abb. 67 C). Letzteres ist auch in g’ erhdht, PE stattdessen verringert.
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Abb. 67: Lipidanalysen der Larven von AP-3-Mutanten. A: Dinnschichtchromatographie (DC), Vertei-
lung der NL im Vergleich zu CS. B: Gaschromatographie (GC), Verteilung der FS. C: Massenspektrome-
trie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung. FS: Fett-
sauren; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanolamin; PG: Phosphatidylglyce-
rol; Pl: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin; SPE: Sphingosylphosphoethanol-
amin.
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4.4.2.3 Lipidanalysen von adulten AP-3-Mutanten

In adulten Fliegen von Mutanten aller vier Untereinheiten des AP-3-Heterotetramers ist der
Proteingehalt im Vergleich zu CS auf 70 bis 75% reduziert (Abb. 68). Auch die Summe der
Gesamt-FS ist in diesen Mutanten drastisch vermindert und belauft sich auf 38 bis 43%. Einzig
im Gehalt an Gesamt-PL unterscheiden sich die Mutanten voneinander. In cm’ findet sich eine
starke Reduktion auf 55%, in or**" auf 78%, wahrend sich g’ und rb’ dhnlich wie der Wildtyp CS

verhalten.
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Abb. 68: Ubersicht iiber Protein-, Fettsaure- und Phospholipidgehalt der adulten AP-3-Mutanten im
Vergleich zu CS. FS: Fettsduren; GC: Gaschromatographie; MS: Massenspektrometrie; PL: Phospholipi-
de.

Die DC-Analyse zeigt, dass in allen vier AP-3-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp die freien
Fettsduren und insbesondere die TG reduziert sind (Abb. 69 A).

In cm’ ist der Gehalt an Myristin-, Myristolein- und Palmitoleinsaure verringert, Stearin-, Ol- und
Linolsdure sind hingegen erhdht (Abb. 69 B). In g’ ist Myristinsaure vermindert, Stearin-, Ol-,
Linol- und o-Linolensaure indessen sind héher als in CS. In der Mutante or*" zeigt sich eine
Erhéhung von Laurin-, Linol- und a-Linolenséaure. In rb’ ist Myristinséure reduziert, wahrend Ol-,
Linol- und a-Linolensaure erhoht sind.

Die MS zeigt in g eine starke Erhéhung von PC und eine Reduktion von SPE, verglichen mit CS
(Abb. 69 C). In cm’ und or*" ist LPC erhoht, auRerdem ist in or*" und auch in rb’ ein Anstieg

von PE zu verzeichnen. PS ist in allen AP-3-Mutanten leicht reduziert.
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Abb. 69: Lipidanalysen der adulten AP-3-Mutanten. A: Dinnschichtchromatographie (DC), Verteilung
der NL im Vergleich zu CS. B: Gaschromatographie (GC), Verteilung der FS. C: Massenspektrometrie
(MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung. FS: Fettsau-
ren; LPC: Lysophosphatidylcholin; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanol-
amin; PG: Phosphatidylglycerol; Pl: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin; SPE:
Sphingosylphosphoethanolamin.
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4.4.3 Analyse von VPS- und Rab-Mutanten

Zu den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten VPS-Genen zahlen carnation (car, VPS33), deep
orange (dor, VPS18) und light (It, VPS41; s. 1.2.4). Die Mutante /" dient als Kontrolle, um zu
iiberpriifen, ob die Effekte in der Doppelmutante /trl (I’ r") auf das Allel /" zuriickzufiihren sind.
Das Gen rolled kodiert fir eine MAP-Kinase (mitogen-activated protein), die unter anderem fir
die Entwicklung der Photorezeptorzelle R7 bendtigt wird (Biggs et al., 1994). lightoid (Itd) kodiert
fur die Rab GTPase Rab-RP1, welche mit Claret (Ca; RCC1-GEF fir Rab-RP1) interagiert
(s. 1.2.4).

4.4.3.1 Pigmentanalysen von VPS- und Rab-Mutanten

In der Mutante car’ sind der Xanthommatingehalt im Vergleich zu CS auf 50% und der Droso-
pteringehalt auf 15% reduziert (Abb. 70). In dor’ betragt der Gehalt beider Pigmente nur 10 bzw.
5%, verglichen mit dem Wildtyp. In r" ist nur Drosopterin auf 70% vermindert, wahrend der
Gehalt beider Pigmente in /trl weniger als 20% ausmacht. In /td’ sind Xanthommatin auf 25%

und Drosopterin auf 58% verringert, in ca’ betragt der Pigmentgehalt nur 25 bzw. 20%.
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Abb. 70: Phanotyp und Pigmentgehalt von VPS- und Rab-Mutanten. Die VPS-Mutanten car’, dor’ und
Itrl haben im Vergleich zu CS einen reduzierten Pigmentgehalt. Ein Fehlen eines der beiden inter-
agierenden Proteine Ca und Ltd fiihrt ebenfalls zu einer veranderten Augenpigmentierung. Die Mutante r/’
dient als Kontrolle fur /trl.
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4.4.3.2 Lipidanalysen der Larven von VPS- und Rab-Mutanten

In Larven der Mutanten ca’ und /td” zeigen sich Reduktionen im Proteingehalt auf 70%, vergli-
chen mit CS (Abb. 71). In /td" ist auRerdem der Gehalt an Gesamt-FS auf 70% verringert,
welcher in dor’ und ca’ auf 125% erhéht ist. Die Gesamt-PL hingegen sind in dor’ und auch in
car’ auf 50% reduziert. Zwischen der Doppelmutante /trl, der entsprechenden Kontrolle ri’ und

dem Wildtyp CS ergeben sich keine Unterschiede.
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Abb. 71: Ubersicht iiber Protein-, Fettsaure- und Phospholipidgehalt der Larven von VPS- und
Rab-Mutanten im Vergleich zu CS. FS: Fettsauren; GC: Gaschromatographie; MS: Massenspektrome-
trie; PL: Phospholipide.

Bei der DC sind, verglichen mit CS, in ri" und ltrl Erhdhungen der TG, in /trl zusatzlich ein
Anstieg der freien FS zu verzeichnen (Abb. 72 A). In ca’ sind freie FS und TG erhoht, in /td” sind
Letztere reduziert.

AuRer einer geringfiigigen Erhéhung von Palmitoleinsdure in /td’, welche einhergeht mit einer
Reduktion von Linol- und a-Linolensaure, sind durch gaschromatographische Analyse keine
nennenswerten Verschiebungen der FS-Spezies in den Larven der VPS- und Rab-Mutanten
festzustellen (Abb. 72 B).

Durch die MS kann in car’ eine leichte Reduktion von PC und PE zugunsten von SPE und PS
nachgewiesen werden (Abb. 72 C). In dor’ ist ebenfalls PE reduziert und SPE sowie PS sind
erhoht. Zwischen /trl, It' und der Kontrolle CS sind keine Unterschiede detektierbar. In ca’ ist der
Gehalt an PC verringert und SPE ist erhoht, wahrend in /td” PC und PG geringfiigig reduziert

sind.
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Abb. 72: Lipidanalysen der Larven von VPS- und Rab-Mutanten. A: Dinnschichtchromatographie
(DC), Verteilung der NL im Vergleich zu CS. B: Gaschromatographie (GC), Verteilung der FS. C: Massen-

spektrometrie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Lege

nde in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung.

FS: Fettsauren; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanolamin; PG: Phosphati-
dylglycerol; PI: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin; SPE: Sphingosylphospho-

ethanolamin.
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4.4.3.3 Lipidanalysen von adulten VPS- und Rab-Mutanten

In den adulten VPS- und Rab-Mutanten sind, aufder der Erhéhung auf 130% in dor’ und der
Reduktion auf 83% in ca’, keine Unterschiede im Proteingehalt zu verzeichnen (Abb. 73). Die
Gesamt-FS sind indessen, verglichen mit CS, in allen getesteten Mutanten auf 30 bis 60%
reduziert. Die Gesamt-PL sind in car’ und in ca’ verringert, wéhrend sie in /trl und in dor’ gering-

fiigig, in r” hingegen stark erhoht sind.

200
180 cs
- 1 car' (carnation)

o 160 I dor’ (deep orange)
O 140 I T I /trl (light/rolled)
2 T vz " (rolled)
S 120 B ca’ (claret)
2 100 I T 0 it (lightoid)
oS T ?
() 80 | |
>
% 60 g — H ==
> 40 % -

22 +— é —

Proteingehalt Gesamt-FS (GC) Gesamt-PL (MS)

Abb. 73: Ubersicht liber Protein-, Fettsdure- und Phospholipidgehalt der adulten VPS- und Rab-
Mutanten im Vergleich zu CS. FS: Fettsduren; GC: Gaschromatographie; MS: Massenspektrometrie; PL:
Phospholipide.

Bei der DC ist eine unterschiedlich starke Reduktion der freien FS in allen Mutanten, aufer in
dor’, zu beobachten (Abb. 74 A). In dor’ sind die Sterole etwas erhéht. Im Vergleich zu CS sind
in dor’, Itrl, ca’, Itd" und insbesondere in rl’ die Triglyceride reduziert.

Die gaschromatographische Analyse ergibt in allen Mutanten eine Verschiebung der FS in den
langerkettigen ungeséttigten Bereich (Abb. 74 B). In car’ sind Laurin-, Myristin- und Myristo-
leinsaure reduziert, Stearin-, Ol- und Linolsaure erhoht. Die Mutante dor’ zeigt eine Reduktion
von Myristin- und Palmitinsaure, wahrend eine Erhéhung von Ol-, Linol- und o-Linolens&ure vor-
liegt. In ftrl, rI" und auch in ltd” sind Myristin-, Myristolein- und Palmitoleinsdure vermindert und
Ol- sowie Linols&ure erhdht. Zusatzlich ist in /trl und rl” a-Linolensaure héher als in CS und in r/’
ist eine Erhdhung von Stearinsdure zu verzeichnen. In ca’ sind Laurin-, Myristin- und Myristole-
inséure schwécher vertreten als in der Kontrolle, zugunsten von Ol-, Linol- und a-Linolenséaure.
Bei der MS zeigt sich in car’ eine Reduktion von PC und PS, wahrend eine Erhéhung von SPE,
Pl und LPC vorliegt (Abb. 74 C). In dor’ sind PC und PS verringert, PE ist hingegen erhéht. So-
wohl in /tr als auch in rl” ist SPE vermindert und PE etwas héher als in CS. PC ist nur in r/’ leicht
erhéht, LPC hingegen reduziert. In ca’ ist der Gehalt an PC und PS geringer und LPC ist starker
vertreten als in CS. /td” weist einen reduzierten Gehalt an PC und PS sowie eine Erhéhung von
LPC auf.
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Abb. 74: Lipidanalysen der adulten VPS- und Rab-Mutanten. A: Dinnschichtchromatographie (DC),
Verteilung der NL im Vergleich zu CS. B: Gaschromatographie (GC), Verteilung der FS. C: Massenspek-
trometrie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung. FS:
Fettsauren; LPC: Lysophosphatidylcholin; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidyl-
ethanolamin; PG: Phosphatidylglycerol; Pl: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin;
SPE: Sphingosylphosphoethanolamin.
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4.4.4 Analyse von sonstigen Mutanten

Zu den ,sonstigen* Mutanten zahlen der Genlocus cardinal (cd), welcher mdglicherweise zusam-
men mit kar fur die Phenoxazinon Synthetase kodiert (Sullivan et al., 1974), das Gen pink (p),
welches als Drosophila Homolog fiir die humane BLOC-2 Untereinheit HPS5 beschrieben wurde,
sowie pale ocelli (po), purpleoid (pd) und zeste (z). Von diesen finf Genen sind cd, po und pd

noch nicht annotiert (s. 1.2.5).

4.4.4.1 Pigmentanalysen von sonstigen Mutanten

In der Mutante cd® ist, &hnlich wie in kar? (s. 4.4.1.1), nur der Xanthommatingehalt beeinflusst
und auf 40% reduziert (Abb. 75). Auch in po? und z%°*® ist nur das braune Pigment betroffen und
in beiden Fallen auf 70 bis 75% verringert, was jedoch phanotypisch nicht vom Wildtyp zu unter-
scheiden ist. In p* machen Xanthommatin und Drosopterin 35 bis 40% aus, wahrend in pd*

Ersteres auf 50% und Letzteres auf 20% reduziert ist.
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8 120 - I Xanthommatin
> 100 I Drosopterin
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Abb. 75: Phanotyp und Pigmentgehalt von Augenpigmentierungsmutanten, die keiner der anderen
Gruppen zugeordnet werden konnen. In cd’, po? und z*** ist nur der Gehalt an Xanthommatin reduziert,
wahrend in p und pd* beide Pigmente vermindert sind.
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4.4.4.2 Lipidanalysen von Larven der sonstigen Mutanten

Im Proteingehalt ergeben sich in Larven der entsprechenden Mutanten keine nennenswerten
Unterschiede zu CS (Abb. 76). Die Gesamt-FS sind in cd* auf 132%, in p* auf 140% und in z**%
auf 147% erhoht. Die PL hingegen sind in cd auf 63%, in po? auf 50%, in pd* auf 70% und in

7%%% quf 80% reduziert.
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Abb. 76: Ubersicht liber Protein-, Fettsaure- und Phospholipidgehalt der Larven von sonstigen
Mutanten im Vergleich zu CS. FS: Fettsduren; GC: Gaschromatographie; MS: Massenspektrometrie; PL:
Phospholipide.

Durch dunnschichtchromatographische Analyse zeigt sich im Vergleich zu CS eine Erh6hung
der freien FS in cd' (Abb. 77 A). AuRerdem sind in allen analysierten Mutanten die TG gering-
fugig erhoht, die Sterole sind nur in pd* etwas reduziert.

Die deutlichsten Unterschiede, die durch die GC festgestellt werden konnten, sind eine Erhé-
hung von Palmitoleinséure sowie eine Reduktion von Linol- und o-Linolenséure in cd' und p*
(Abb. 77 B).

Mit der MS wurde in cd® eine Verringerung von PE, kompensiert durch héhere Anteile an SPE
und PG, detektiert (Abb. 77 C). Dasselbe gilt auch fiir po?, in dieser Mutante wurde jedoch

zusatzlich eine geringfiigige Erhéhung von PS festgestellt. In p* und z%°*® ist PG erhéht.
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Abb. 77: Lipidanalysen der Larven von sonstigen Mutanten. A: Dinnschichtchromatographie (DC),
Verteilung der NL im Vergleich zu CS. B: Gaschromatographie (GC), Verteilung der FS. C: Massenspek-
trometrie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung. FS:
Fettsduren; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanolamin; PG: Phosphatidyl-
glycerol; Pl: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin; SPE: Sphingosylphospho-
ethanolamin.
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4.4.4.3 Lipidanalysen der adulten sonstigen Mutanten

Auch in den adulten sonstigen Mutanten konnen keine bemerkenswerten Unterschiede zu CS
im Proteingehalt festgestellt werden (Abb. 78). Die Gesamt-FS sind in po? und pd’ auf 42 bzw.
45% und in cd’, p’ sowie z%°* auf 75 bis 85% reduziert. Bei den Gesamt-PL ergibt sich eine
Erhéhung auf 120% in pd’, in den anderen vier Mutanten hingegen eine Reduktion auf 73 bis
80%.
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Abb. 78: Ubersicht iiber Protein-, Fettsaure- und Phospholipidgehalt der adulten sonstigen Mutan-
ten im Vergleich zu CS. FS: Fettsauren; GC: Gaschromatographie; MS: Massenspektrometrie; PL: Phos-
pholipide.

In der DC zeigen sich im Vergleich zu CS in po? und pd’ Reduktionen der freien FS und der TG,
in po? sind auch die Sterole verringert (Abb. 79 A).

Durch die GC kann in cd’ ein erhdhter Gehalt an Olsaure festgestellt werden (Abb. 79 B). In po?
und pd’ sind Myristin- und Palmitoleinséure verringert, Ol-, Linol- und o-Linolenséure stattdes-
sen erhoht. In p’ ist ein geringfiigiger Anstieg von Linolsdure zu verzeichnen, wahrend in z%%
Laurin- und Linolsaure etwas erhdht sind und Palmitoleinsaure reduziert ist.

a693

Bei der MS ergibt sich in cd’, po? p’ und z°°*® eine Reduktion von PC, in cd’ und p’ ist PE
erhdht (Abb. 79 C). In pd’ zeigt sich eine Verringerung von SPE, wahrend PS in allen
analysierten Mutanten leicht reduziert ist. Der Gehalt an LPC ist in allen Genotypen, auer in pd’,
hoher als in CS. In po? ist eine geringfiigige Erhdhung von Pl und SPE festzustellen. Letzteres

a693

ist auch in z*” etwas hoher als im Wildtyp.
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Abb. 79: Lipidanalysen der adulten sonstigen Mutanten. A: Dinnschichtchromatographie (DC), Vertei-
lung der NL im Vergleich zu CS. B: Gaschromatographie (GC), Verteilung der FS. C: Massenspektrome-
trie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung. FS: Fett-
sauren; LPC: Lysophosphatidylcholin; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanol-
amin; PG: Phosphatidylglycerol; Pl: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin; SPE:
Sphingosylphosphoethanolamin.
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4.5 Charakterisierung von ABCA- und ABCG-Transportern

Einige der humanen ABC-Transporter, wie beispielsweise ABCA1, ABCG1, ABCG5 und ABCGS,
sind am Lipidtransport beteiligt (s. 1.1). Daher sollten im Folgenden die homologen Gene der
ABCA- und ABCG-Unterfamilien aus Drosophila untersucht werden, wozu durch die RNAI-
Fliegenbank des VDRC Stock Centers RNAi-Linien fir einen gezielten knock-down der
entsprechenden Gene zur Verfligung standen (s. 2.1.2.3). Durch Veranderungen im Lipidmuster
kénnen moglicherweise ABC-Transporter der Taufliege mit vergleichbaren Funktionen identi-

fiziert werden.

Da White einen Einfluss auf Lipidgehalt und -zusammensetzung hat (s. 4.3), wurden RNAI-
Méannchen von Linien auf dem Il. oder Ill. Chromosom mit Jungfrauen des ubiquitaren Treibers
+;; da-GAL4 gekreuzt, um die Nachkommen jeweils im CS-Hintergrund zu erhalten. Als Kontrolle
diente +/y;; da-GAL4/+ aus einer Kreuzung von +;; da-GAL4 mit w***8-Mannchen.

Bei den drei Stdmmen mit Insertion auf dem X-Chromosom wurden Jungfrauen der RNAi-Linien
mit +;; da-GAL4-Mannchen gepaart. In diesem Fall entstammte die Kontrolle w/y;; da-GAL4/+

einer Kreuzung von w**-Jungfrauen mit +/y;; da-GALA4.

Die verwendeten RNAi-Linien des VDRC Stockcenters sind von R1 bis R31 durchnummeriert.
Im Folgenden wird beispielsweise die durch da-GAL4 aktivierte RNAI-Linie R10_A1801, also der
Genotyp +;; R10_A1801/da-GAL4, als ,R10" bezeichnet. Wird neben der CG-Nummer normaler-
weise ein anderer Name verwendet, steht dieser als Abklrzung in Klammern dahinter, z.B.

R21(Atet). Der korrekte Genotyp ist in den Legenden der entsprechenden Abbildungen zu finden.

4.5.1 Lipidanalysen von ABCA-Transportern

Zur Untersuchung der Drosophila melanogaster ABCA-Transporter wurden elf RNAi-Linien ge-
testet. Davon sind fur die Gene CG1718 (Abb. 80, hellblau), CG6052 (gelb) und CG4794
(orange) jeweils zwei verschiedene Linien fir die Analysen verwendet worden. Fir CG8908 und
GC5944 (CG32186) standen keine RNAIi-Stamme zur Verfigung.
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4.5.1.1 Lipidanalysen der Larven von RNAI-ABCA

In Larven von R26 und R27 (beide CG6052) sowie von R28 und R29 (beide CG4794) ist der
Proteingehalt hoher als in der entsprechenden Kontrolle, in R23 hingegen reduziert (Abb. 80). In
der Summe der FS sind zwischen allen Genotypen keine nennenswerten Unterschiede zu ver-
zeichnen. Nur die beiden aktivierten RNAi-Linien von CG4794 unterscheiden sich signifikant
voneinander. Die Gesamt-PL sind in allen Genotypen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen
erhoht, was jedoch in den meisten Fallen aufgrund von hohen Standardabweichungen nicht aus-
sagekraftig ist. Einzig in R23 ist auf eine betrachtliche Erhéhung der PL auf 177% hinzuweisen.
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Abb. 80: Ubersicht iber Protein-, Fettsaure- und Phospholipidgehalt der Larven von RNAi-ABCA
im Vergleich zur Kontrolle. Kontrolle: +;; da-GAL4/+ bzw. w;; da-GAL4/+. FS: Fettsduren; GC: Gaschro-
matographie; MS: Massenspektrometrie; PL: Phospholipide.

In der DC ist eine leichte Reduktion der Sterole in jeweils beiden analysierten RNAi-CG6052-
und RNAI-CG4794-Stammen festzustellen (Abb. 81 A). Auch die TG sind in R26, R27 und R28
vermindert. In R23 sind TG und freie FS hdher als in der Kontrolle.

Bei der GC sind keine nennenswerten Verschiebungen in den Larven aller RNAI-ABCA-Fliegen
zu verzeichnen (Abb. 81 B).

Durch massenspektrometrische Analysen zeigen sich in allen RNAi-ABCA-Larven Reduktionen
von PS sowie eine Erhéhung von PC im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 81 C). In den meisten
Genotypen, aul3er in R8 und R11, ist auch SPE geringflgig reduziert. In w;; da-GAL4/+ ist PS

etwas niedriger, PG und PI sind hingegen héher als in der zweiten Kontrolle +;; da-GAL4/+.
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Abb. 81: Lipidanalysen der Larven von RNAi-ABCA. A: Dinnschichtchromatographie (DC), Verteilung
der NL im Vergleich zur Kontrolle. B: Gaschromatographie (GC), Verteilung der FS. C: Massenspektrome-
trie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung. Kontrolle:
+;; da-GAL4/+ bzw. w;; da-GAL4/+. FS: Fettsduren; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phos-
phatidylethanolamin; PG: Phosphatidylglycerol; Pl: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phospha-
tidylserin; SPE: Sphingosylphosphoethanolamin.
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4.5.1.2 Lipidanalysen der Adulten von RNAI-ABCA

Bei der Analyse der adulten RNAi-ABCA-Fliegen im Vergleich zur Kontrolle kann nur in R29 ein
auf 142% erhohter Proteingehalt festgestellt werden (Abb. 82). Die Summe der FS ist in R10,
R26, R27, R28, R29 und R23 nennenswert reduziert. In den weiteren Genotypen, aul3er in R11,
ist eine geringfugige Verminderung der FS detektierbar. Die PL sind, wie schon bei den Larven,
in allen getesteten knock-downs unterschiedlich stark erhoht.
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Abb. 82: Ubersicht iber Protein-, Fettsaure- und Phospholipidgehalt der adulten RNAi-ABCA-Flie-
gen im Vergleich zur Kontrolle. Kontrolle: +;; da-GAL4/+ bzw. w;; da-GAL4/+. FS: Fettsauren; GC: Gas-
chromatographie; MS: Massenspektrometrie; PL: Phospholipide.

Bei der DC zeigt sich eine Erhdhung der freien FS und der TG in R7. Letztere sind auch in R9
hoher als in der Kontrolle (Abb. 83 A). In R11 sind Sterole und TG erhdht, wéahrend in R26 eine
Verringerung der freien FS zu verzeichnen ist. In beiden RNAIi-CG4794-Genotypen wurde eine
Reduktion der TG festgestellt. In R23 sind freie FS und TG reduziert.

Die GC zeigt eine Reduktion von Myristinsaure und eine Erhéhung von Palmitoleinsaure in R7
(Abb. 83 B). In R10 und R23 sind Laurin- sowie Myristinsdure vermindert und Linolsaure ist
erhoht. In R23 sind zusétzlich alle weiteren FS mit 18 C-Atomen héher als in +;; da-GAL4/+.

In R7 ist PS reduziert, wahrend in R11 eine Erhéhung von PC und eine Reduktion von PS und
LPC detektierbar sind (Abb. 83 C). In R23 ist PC drastisch und PI geringfligig hoéher als in
w;; da-GAL4/+, wahrend eine Reduktion von SPE, PS und LPC vorliegt.
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Abb. 83: Lipidanalysen der adulten RNAIi-ABCA-Fliegen. A: Dunnschichtchromatographie (DC), Vertei-
lung der NL im Vergleich zur Kontrolle. B: Gaschromatographie (GC), Verteilung der FS. C: Massenspek-
trometrie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung.
Kontrolle: +;; da-GAL4/+ bzw. w;; da-GAL4/+. FS: Fettsauren; LPC: Lysophosphatidylcholin; NL: Neutralli-
pide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanolamin; PG: Phosphatidylglycerol; Pl: Phosphatidyl-
inositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin; SPE: Sphingosylphosphoethanolamin.
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4.5.2 Lipidanalysen von ABCG-Transportern

Die Lipidanalysen der ABCG-Transporter wurden mit 17 RNAi-Linien durchgefihrt. RNAi-w, -st
und -bw sind bereits unter 4.3.5 aufgefuhrt, von CG3164 (Abb. 84, gelb), CG4822 (rot), CG9892
(grau), CG2969 (dunkelgriin) und CG9664 (orange) wurden jeweils zwei verschiedene Linien fir
die Untersuchungen verwendet. Fir CG17646, CG9663 und CG5853 standen keine RNAI-
Linien zur Verflgung.

Die parentalen Stamme R16_G9892 und R17_G9892 sind homozygot steril bzw. letal, daher
konnten nur adulte knock-down-Fliegen des Gens CG9892 getestet werden. Dasselbe gilt auch
fur R31_G11069. Die Linien R12_G3164 und R13_G3164 zeigen beide nach Aktivierung durch
da-GAL4 Letalitat im Puppenstadium, von R22(Atet) sind bereits friihe Larven letal. Mit der zwei-
ten verwendeten RNAI-Atet-Linie kbnnen nach Aktivierung durch da-GAL4 zwar Larven getestet
werden, diese sind jedoch nicht in der Lage, sich zu verpuppen. Dabei wurde darauf geachtet,
fur die Analysen wandernde Larven im gleichen Entwicklungsstadium zu verwenden wie bei den
anderen Genotypen. Adulte Mannchen von R18 wurden bereits nach 2 Tagen getestet, da Flie-
gen dieses Genotyps nur vereinzelt 7 Tage tberleben.

4.5.2.1 Lipidanalysen der Larven von RNAI-ABCG

In Larven von R21(Atet) sind im Vergleich zur Kontrolle drastische Unterschiede zu verzeichnen,
namlich eine Erhéhung des Proteingehalts auf 170%, der FS auf 220% und der PL auf 150%
(Abb. 84). Auch in R20(E23) und R30 ist der Gehalt an Protein hoher als in der Kontrolle. In R25
ist der Proteingehalt reduziert und die Gesamt-FS sind erhéht. In R12 und R13 (beide RNAI-
CG3164) sowie in R18 und R25 ist ein Anstieg der Phospholipide zu verzeichnen.
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Abb. 84: Ubersicht uber Protein-, Fettsdure- und Phospholipidgehalt der Larven von RNAi-ABCG
im Vergleich zur Kontrolle. Kontrolle: +;; da-GAL4/+ bzw. w;; da-GAL4/+. FS; Fettsduren; GC: Gaschro-
matographie; MS: Massenspektrometrie; PL: Phospholipide.
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Abb. 85: Lipidanalysen der Larven von RNAiI-ABCG. A: Diinnschichtchromatographie (DC), Verteilung
der NL im Vergleich zur Kontrolle. B: Gaschromatographie (GC), Verteilung der FS. C: Massenspektrome-
trie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung. Kontrolle:
+;; da-GAL4/+ bzw. w;; da-GAL4/+. FS: Fettsauren; LPC: Lysophosphatidylcholin; NL: Neutrallipide; PC:
Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanolamin; PG: Phosphatidylglycerol; Pl: Phosphatidylinositol; PL:
Phospholipide; PS: Phosphatidylserin; SPE: Sphingosylphosphoethanolamin.
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In R14, jedoch nicht in R15 (beide RNAI-CG4822), sind freie FS und TG vermindert (Abb. 85 A).
R20(E23) zeigt einen reduzierten Gehalt an freien FS. In R21(Atet) sind Sterole und freie FS
geringfugig erhoht, im Gehalt an Triglyceriden sind hingegen drastische Erhdhungen festzustel-
len. Auch in R25 sind die TG erhdéht.

Eine bemerkenswerte Verschiebung der FS ist in den beiden RNAI-CG3164-Genotypen zu ver-
zeichnen (Abb. 85 B). Sowohl in R12 als auch in R13 sind Myristin-, Myristolein- und Palmitole-
insaure erhodht, wahrend Palmitin- und Linolsdure reduziert sind. In R21(Atet) ist Palmitolein-
saure etwas hoher als in der Kontrolle, wahrend Linol- und Stearinsaure verringert sind. Bei R25
sind ein geringerer Gehalt an Myristin- und eine Erh6hung von Palmitoleinsédure im Vergleich zu
w;; da-GAL4/+ festzustellen.

Die MS zeigt in allen getesteten RNAi-ABCG-Larven, insbesondere in R12 und R13 (beide
RNAI-CG3164), eine Erhdéhung von PC und eine Reduktion von PS im Vergleich zu +;; da-
GAL4/+ (Abb. 85 C). PS ist auch in der Kontrolle w;; da-GAL4/+ sowie in R18 und R25 reduziert.
In diesen drei Genotypen ist au3erdem ein Anstieg von PG detektierbar. In R12 und R13 ist eine

Verminderung von Pl zu verzeichnen.

4.5.2.2 Lipidanalysen der Adulten von RNAI-ABCG

In keinem Genotyp der adulten RNAI-ABCG-Fliegen kann eine nennenswerte Veranderung des
Proteingehalts festgestellt werden (Abb. 86). In R14, R15 (beide RNAi-CG4822), R18, R19
(beide RNAI-CG9664), R20(E23) sowie R30 sind die FS geringfugig reduziert. In R14, R20(E23),
R31, R25 und R18 ist hingegen eine Erhéhung der PL zu verzeichnen, in R18 sogar auf 175%.
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Abb. 86: Ubersicht iiber Protein-, Fettsaure- und Phospholipidgehalt der adulten RNAi-ABCG-Flie-
gen im Vergleich zur Kontrolle. Kontrolle: +;; da-GAL4/+, w;; da-GAL4/+ bzw. w;; da-GAL4/+ 2d. d:
Tage; FS: Fettsauren; GC: Gaschromatographie; MS: Massenspektrometrie; PL: Phospholipide.
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Abb. 87: Lipidanalysen der adulten RNAi-ABCG-Fliegen. A: Dunnschichtchromatographie (DC), Ver-
teilung der NL im Vergleich zur Kontrolle. B: Gaschromatographie (GC), Verteilung der FS. C: Massen-
spektrometrie (MS), Verteilung der PL-Spezies. Die Legende in A bezieht sich auf die gesamte Abbildung.
Kontrolle: +;; da-GAL4/+, w;; da-GAL4/+ bzw. w;; da-GAL4/+ 2d. d: Tage; FS: Fettsauren; LPC: Lysophos-
phatidylcholin; NL: Neutrallipide; PC: Phosphatidylcholin; PE: Phosphatidylethanolamin; PG: Phosphati-
dylglycerol; PI: Phosphatidylinositol; PL: Phospholipide; PS: Phosphatidylserin; SPE: Sphingosylphospho-
ethanolamin.
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Bei der DC-Analyse der adulten RNAi-ABCG-Fliegen zeigt sich in R14 und R15 (beide RNAI-
CG4822) eine Erhdhung von Sterolen, freien FS und TG (Abb. 87 A). In R16 und R17 (beide
RNAI-CG9892) sind die TG leicht erhoht. In R18 und R19 (beide RNAI-CG9664) sind die freien
FS vermindert, wahrend in R18 zusatzlich die TG reduziert sind. In R25 wurde eine Erh6hung
der TG festgestellt. Auch beim Vergleich der Kontrollen w;; da-GAL4/+ nach 7 bzw. 2 Tagen
zeigen sich Unterschiede. In 7 Tage alten Mannchen sind weniger Sterole und TG, aber mehr
freie FS detektierbar als nach 2 Tagen.

Durch die GC ist in R20(E23) eine Erhéhung von Linolsdure zu verzeichnen (Abb. 87 B). In R25
sind Laurin- und Myristinsaure reduziert, stattdessen sind Palmitin- und Olsaure hoher als in
+;; da-GAL4/+. In R18 sind ebenfalls Laurin- und Myristinsaure vermindert, dafur sind Stearin-,
Linol- und a-Linolensdure erhéht. Nach 2 Tagen ist in der Kontrolle w;; da-GAL4/+ der Gehalt an
Laurin-, Myristin- und Myristoleinsaure geringer als nach 7 Tagen, kompensiert durch eine Er-
héhung von Palmitin-, OI- und Linols&ure.

In R16 und R17 (beide RNAIi-CG9892) ist SPE hoher als in der Kontrolle, in R16 ist PS, in R17
hingegen PC verringert (Abb. 87 C). Bei R18 ist eine Erhdhung von PC, PE und PI, einherge-
hend mit einer Reduktion von SPE und LPC, zu verzeichnen, wahrend in R19 keine Unter-
schiede zur Kontrolle detektierbar sind, obwohl in beiden Féallen dasselbe Gen (CG9664)
herunterreguliert wird. In R30 ist PI reduziert, in R31 hingegen ist eine Verringerung von PS
festzustellen. Bei R25 zeigt sich ein erhdhter Gehalt an PC und Pl, wahrend SPE und PS
vermindert sind. In der Kontrolle w;; da-GAL4/+ ist nach 2 Tagen der Gehalt an PC erhoht,
stattdessen sind SPE, PE und PS schwacher vertreten als in 7 Tage alten Mannchen desselben

Genotyps.
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5 Diskussion

5.1 Die ABC-Transporter White, Scarlet und Brown

5.1.1 Die Funktion von White, Scarlet und Brown im Komplexauge

Gegenstand dieser Dissertation ist die detaillierte Charakterisierung der ABC-Transporter White
(W), Scarlet (St) und Brown (Bw). Uber diese Proteine ist bisher bekannt, dass sie funktionell
interagieren und Stoffwechselzwischenprodukte der Augenpigmente in die Pigmentgranula der
Komplexaugen transportieren (s. 1.2.2). Dabei sind sie in den Membranen dieser Granula im
Inneren von Pigmentzellen lokalisiert und bilden Heterodimere (Mackenzie et al., 2000). W/Bw
transportiert eine der Vorstufen von Drosopterin, wahrend W/St vermutlich flr den Transport von
3-OHK (3-Hydroxykynurenin) verantwortlich ist. Anhand von diesen neueren Erkenntnissen zur
Lokalisation der Proteine und den Ergebnissen von Transplantationsexperimenten aus dem Jahr
1936 kann 3-OHK als Substrat fir W/St identifiziert werden. Augenimaginalscheiben der Mutan-
te cinnabar (cn) waren nach Transplantation in st- oder w-Mutanten in der Lage, Komplexaugen
mit Xanthommatin hervorzubringen (Beadle und Ephrussi, 1936). Da cn selbst nicht in der Lage
ist, 3-OHK zu synthetisieren, muss das letzte Stoffwechselintermediat vor Xanthommatin in den
Mutanten st und w ausreichend vorhanden sein und kann vom Heterodimer W/St in die trans-
plantierte Imaginalscheibe von cn transportiert, darin gespeichert und anschlieRend zum brau-

nen Pigment konvertiert werden.

Anhand von Pigmentanalysen wurde im Rahmen dieser Dissertation gezeigt, dass Drosopterin
im Vergleich zum Wildtyp Canton S (CS) in bw-Mutanten auf 5 bis 15% reduziert ist, wahrend in
der st-Mutante st' nur 30% Xanthommatin detektiert werden kann (s. 4.1.1). In der Doppel-
mutante bwst ist keines der beiden Augenpigmente nachweisbar, was zeigt, dass Drosopterin
und Xanthommatin bei der Extraktion nicht vollstandig voneinander trennbar sind, sondern sich
zu einem bestimmten Teil Uberlagern. Die zusatzliche Reduktion von Xanthommatin in den ver-
schiedenen bw-Allelen ist einerseits zurlckzuflhren auf eine geringere AugengrofRe dieser
Mutanten im Vergleich zur Kontrolle (Danneel und Schumann, 1966). Andererseits wurde
beobachtet, dass Malpighische Gefalze von bw-Fliegen zeitweise mehr 3-OHK enthalten als CS,
was bedeuten kdnnte, dass dieses Intermediat nicht in normalem MalRe zu Xanthommatin
konvertiert werden kann (Eichelberg, 1968). Mdglicherweise hat somit ein Fehlen von Bw auch
einen indirekten Effekt auf die Transportfahigkeit des Heterodimers W/St.
Durch Uberexpression von entsprechenden UAS-Konstrukten oder durch gezielte Herunterregu-
lierung der Gene kdnnen diese Phanotypen partiell gerettet bzw. wiederhergestellt werden
(s. 4.1.3 und 4.1.4). Dabei funktioniert der w-Rescue mit dem augenspezifischen Treiber GMR-
GAL4 zwar letztendlich besser als mit dem ubiquitdren Treiber da-GAL4 (daughterless-GAL4),
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jedoch sind im homozygoten parentalen Stamm w; GMR-GAL4 durch die Kopien von mini-white
bereits 45% beider Pigmente vorhanden. Aul3erdem féllt auf, dass nach ubiquitarer Expression
von white mehr Xanthommatin synthetisiert wird, bei augenspezifischer Expression jedoch mehr
Drosopterin. Das deutet darauf hin, dass White im Korper primér zum Transport von Xanthom-
matin-Vorstufen benétigt wird, das Heterodimer W/Bw als Pigmenttransporter aber vor allem im
Auge aktiv ist. Offensichtlich exprimiert da-GAL4 die UAS-Konstrukte nicht so stark im Auge wie
GMR-GAL4. Des Weiteren ist zu beobachten, dass bereits ein Pigmentgehalt von weniger als
10% eine starke Farbung der Komplexaugen hervorruft, weshalb zur genauen Quantifizierung
von Xanthommatin und Drosopterin immer eine Extraktion der Pigmente durchgeflihrt werden
muss.

Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl die drei UAS-Konstrukte als auch die vier RNAI-Linien

funktionsfahig sind und fur weitere Experimente verwendet werden kdnnen.

5.1.2 Neuronale Funktion von White und Scarlet

Verschiedene Phanotypen weisen auf eine Funktion von White und mdglicherweise auch von
den beiden Dimerisierungspartnern Bw und St im Gehirn von Drosophila hin. Im Rahmen dieser

Arbeit konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die w-Mutante w''®

nach Alterung auf
Sucrose eine leichte Neurodegeneration aufweist (s. 4.1.8). AuRerdem beeinflusst die Uber- bzw.
Fehlexpression von W das Sexualverhalten der Fliegen (Zhang und Odenwald, 1995; Anaka
et al., 2008). Dartber hinaus wurde im Gehirn von w-, st- und bw-Mutanten eine Reduktion der
biogenen Amine Histamin, Dopamin und Serotonin festgestellt (Borycz et al., 2008). Serotonin
entsteht aus Tryptophan und spielt eine wichtige Rolle im Lernverhalten der Taufliege, weshalb
w-Mutanten diesbeziiglich beeintrachtigt sind (Sitaraman et al., 2008). AuBerdem zeigt w'''®
nicht nur aufgrund der Beeintrdchtigung des visuellen Systems, sondern auch wegen der
fehlenden Funktion des Gens im zentralen Nervensystem ein verandertes Aggressionsverhalten
(Hoyer et al., 2008). Zusatzlich wurde eine Expression von white auch in den Képfen augen- und
ocellenloser Fliegen nachgewiesen (Campbell und Nash, 2001).

Mittels Immunohistochemie konnten W und St im Rahmen dieser Dissertation nicht im Gehirn
detektiert werden (s. 4.1.5). Mdglicherweise ist die endogene Expression der Proteine zu
schwach, um die spezifische Farbung vom Hintergrund abzuheben. Die Gene w, st und bw sind
auf RNA-Ebene zwar im Kopf starker exprimiert als im Gesamtorganismus, das Signal im Gehirn
ist jedoch schwécher als in der ganzen Fliege (Flyatlas'?), was gegen eine Lokalisation von W,

St und Bw in diesem Organ spricht.

12 http://www.flyatlas.org
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5.1.3 White und Scarlet kolokalisieren in den Malpighischen GefalRen

Abgesehen vom Komplexauge konnten die Proteine W und St in einer vorhergehenden Diplom-
arbeit sowohl im dritten Larvalstadium (3L) als auch in Puppen und adulten Fliegen in den Malpi-
ghischen Gefalten nachgewiesen werden (Ohmann, 2006). Auch durch RNA-Datenbanken und
Microarray-Experimente wurde gezeigt, dass die Gene w, st und bw in diesen Exkretionsorga-
nen im Vergleich zum Gesamtorganismus stark exprimiert sind (Flyatlas; Wang et al., 2004).
Analog zum Auge sind die Proteine in den Malpighischen Gefalden nicht in den Zellmembranen,
sondern in den Membranen subzellularer, granularer Vesikel lokalisiert (Ohmann, 2006). Diese
Beobachtung konnte spater durch gezielte Expression von w in Prinzipal-Zellen der Malpighi-
schen Gefale bestatigt werden (Evans et al.,, 2008). Aufgrund eines ahnlichen Expressions-
musters von St und W sowie einer drastischen Reduktion der Detektierbarkeit ohne das jeweils
andere Protein wurde vermutet, dass diese beiden Proteine auch in den Tubules dimerisieren
(Ohmann, 2006). Eine reduzierte Stabilitdt von St in w-Mutanten wurde bereits im Komplexauge
beobachtet (Mackenzie et al., 2000). Die Dimerisierung in den Malpighischen Gefalten konnte
nun durch weitere Experimente bestatigt werden. Exprimiert man Scarlet im mutanten Hinter-
grund (st'), ist einerseits St wieder detektierbar, andererseits ist auch W wieder stabilisiert und
kann nachgewiesen werden (s. 4.1.5). Wie bereits beschrieben, wird in w-Mutanten scarlet
normal exprimiert (Tearle etal., 1989) und auch in st' konnten keine Veranderungen in der
Transkription des white-Gens beobachtet werden (Levis et al., 1984). Vergleichsweise wurde im
Rahmen dieser Arbeit durch TagMan-PCR zwar eine geringfiigige Reduktion von scarlet in w''*®
und von white in st' sowie in der Doppelmutante bwst festgestellt, jedoch ist damit bewiesen,
dass die Instabilitat generell auf Proteinebene zu beobachten ist (s. 4.1.5). Somit werden die
beiden Proteine St und W nicht nur fur die Funktionsfahigkeit des Heterodimers, sondern auch
fur die Lokalisation und Stabilisation des Dimerisationspartners in der Membran benétigt.

In welchen intrazellularen Strukturen die Proteine dimerisieren, konnte bisher nicht eindeutig
geklart werden. Es kénnte sich dabei um Lysosomen oder um andere vesikulare Strukturen
handeln. Vermutlich sind diese Kompartimente, wie die Pigmentgranula der Komplexaugen
(Ziegler-Gunder und Jaenicke, 1959), in den entsprechenden Mutanten zwar vorhanden, kénnen

aber aufgrund der Abwesenheit von St und W nicht angefarbt und somit nicht visualisiert werden.

Brown ist neben Scarlet ein weiterer bekannter Dimerisierungspartner von White im Komplex-
auge. Ob dieses Protein in den Malpighischen GefalRen exprimiert wird oder nicht, ist bisher
nicht bekannt. Da fir Bw kein spezifischer Antikorper zur Verfigung stand, konnte die Expres-
sion des Proteins in den Tubules nicht analog zu W und St nachgewiesen werden. Offensichtlich
ist Brown nicht in der Lage, White in den Malpighischen GefaRen der Mutante st* in der Form zu
stabilisieren, dass es mittels Immunohistochemie nachweisbar ist (Ohmann, 2006). AuRerdem

ist in den Tubules der bw-Mutante bw* die Detektierbarkeit von W und St nicht verandert, nur die
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Expression der beiden Gene w und st ist geringfiigig reduziert (s.4.1.5). Dennoch ist bw
zumindest auf RNA-Ebene auch im Koérper von adulten Fliegen detektierbar und ist somit nicht
kopfspezifisch (diese Arbeit; Wang et al., 2004). Darlber hinaus deutet die erhdhte Expression
von brown in st*-Larven (s. 4.1.5) darauf hin, dass die Abwesenheit von St dazu flhrt, dass mehr
bw-Protein zur Dimerisierung mit W gebildet wird. Die Erhéhung von brown-RNA in der
cinnabar-Mutante cn® kénnte durch eine Riickkopplung bedingt sein. Da in cn' das Substrat
3-OHK fiir das Heterodimer W/St nicht zur Verfligung steht, wird mdglicherweise mehr Bw zum

Transport von Drosopterin-Vorstufen gebildet.

5.1.4 Die Funktion von White, Scarlet und Brown in den Malpighischen
Gefalzen

Es wurde bereits mehrfach berichtet, dass ABC-Proteine in den Transport von Riboflavin (Vita-
min B2) involviert sind. Das humane Protein ABCG2 ist ein Multidrug-Transporter, der, wie
bereits erwahnt, Riboflavin in die Muttermilch sekretiert (van Herwaarden et al., 2007). Aufgrund
von Beobachtungen, dass Drosophila white-Fliegen farblose Malpighische Gefalte haben, wurde
eine Veranderung der Aufnahmefahigkeit von Riboflavin in diesen Mutanten postuliert. Durch
Transportexperimente konnte bestatigt werden, dass im Vergleich zum Wildtyp die Akkumulation
des Vitamins in Malpighischen GefaRen von w-Mutanten drastisch reduziert ist (Sullivan et al.,
1979). Auch in Drosophila hydei speichern Malpighische Gefalte des Wildtyps im Gegensatz zu
w-Mutanten eine Substanz, bei der es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um Riboflavin handelt
(van Breugel, 1987).

Anhand von zwei unterschiedlichen Methoden zur Quantifizierung des Riboflavingehalts konnte

1118 ynd in der Doppelmutante bwst nur eine

im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass in w
geringe Menge an Riboflavin in den Malpighischen Gefal3en gespeichert wird (s. 4.1.6). Somit ist
W zwar an der Speicherung dieses Vitamins beteiligt, aber dabei nicht in der Lage, als
Homodimer zu agieren. Das Protein bendtigt entweder St oder Bw als Dimerisierungspartner.
Sowohl in bw! als auch in der Doppelmutante cnbw ist nur geringfiigig mehr Riboflavin in den
Malpighischen GefaRen detektierbar als in den beiden oben genannten Mutanten. In st* und cn®
sind hingegen nahezu wildtypische Mengen des Vitamins gespeichert. Die Defekte in w- und
bw-Fliegen kénnen durch ubiquitare Expression von w bzw. bw im entsprechenden mutanten
Hintergrund gerettet werden, mit UAS-bw sogar nahezu vollstéandig. Diese Ergebnisse zeigen,
dass zur Speicherung von Riboflavin hauptsachlich das Heterodimer W/Bw (ca. 80%), jedoch

auch in geringerem MalRe W/St (ca. 20%) befahigt ist.
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Durch Experimente mit radioaktiv markiertem Riboflavin wurde eine Beeintrachtigung des
Transports dieser Substanz in die Malpighischen GefaRe der Mutanten w'*®, bwst, cnbw, bw*

1118 und bwst auf Diffusion

und st* aufgezeigt (s. 4.1.6). Dass die Aufnahme des Vitamins in w
zurtckzufuhren ist, wurde durch ein Kontrollexperiment mit Glycerin-3-Phosphat nachgewiesen.
Dieses kann zwar nicht aktiv in das Gewebe transportiert werden, ist jedoch nach 60 min
Inkubation trotzdem in den Malpighischen Gefalien detektierbar. Durch entsprechende UAS-
Konstrukte und ubiquitére Treiber kénnen die Transportdefekte in bw', st' und in der w-Mutante
gerettet werden (s. 4.1.6). Bezeichnenderweise ist im Genotyp +; bw'; UAS-bw/da-GAL4 eine
schnellere Aufnahme von Riboflavin méglich als im Wildtyp CS, obwohl mit UAS-bw der Rescue
der Augenpigmentierung nicht so effizient ist, wie mit UAS-st und UAS-w (s. 4.1.3). Offen-
sichtlich ist die endogene Expression von bw in den Malpighischen Gefallen nur sehr schwach
und kann somit in diesen Organen leichter durch ein UAS-Konstrukt gerettet werden als im Auge.
Dass Bw lange nicht im Korper von Drosophila detektiert werden konnte (Arndt, 2003; Dreesen
et al., 1988), ist vermutlich auch auf das geringere absolute Expressionslevel von brown im Ver-
gleich zu white und scarlet in den Tubules zurtuckzuflhren. Die Experimente dieser Dissertation
beweisen jedoch, dass das Protein Bw in den Malpighischen Gefalden exprimiert wird und dort

mit W dimerisiert, um Riboflavin zu transportieren.

Somit konnte gezeigt werden, dass primar das Heterodimer W/Bw fir die Aufnahme von
Riboflavin in intrazellulare Vesikel der Malpighischen GefalRe und die darauffolgende Speiche-
rung verantwortlich ist. Der vergleichsweise langsame Transport in st', der Mutante in welcher
beinahe wildtypische Mengen des Vitamins gespeichert sind, ist erklarbar durch die bereits
diskutierte Instabilitdt von W ohne den Dimerisationspartner St. Aufgrund der drastischen
Reduktion von W in st* sind nur wenige W-Molekile vorhanden, die mit Bw dimerisieren kénnen.
Diese W/Bw Heterodimere sind nicht in der Lage, innerhalb von 60 min eine groRe Menge
externes Riboflavin in die Malpighischen GefaRRe zu transportieren. In st'-Larven ist der Ribofla-
vingehalt jedoch nahezu wildtypisch, da den wenigen W/Bw Dimeren in diesem Fall hinreichend

Zeit zur Verfligung stand, das Vitamin zu akkumulieren.

Ein weiterer Phanotyp der verschiedenen Augenfarbenmutanten ist eine reduzierte Anzahl an
Zellkernen und folglich eine geringere Groflie der Malpighischen GefalRe (s. 4.1.8). Diese Ergeb-
nisse widersprechen den Angaben, dass die Anzahl der Zellen in jedem Bereich der Tubules
von Drosophila sehr konstant ist (S6zen et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit konnte eine
starke Verklrzung sowohl der anterioren als auch der posterioren Malpighischen Gefalze von
bw' im Vergleich zu CS aufgezeigt werden. Dasselbe ist auch in der Doppelmutante cnbw zu
beobachten, jedoch nicht in bwst, obwohl in st' die posterioren Tubules ebenfalls kiirzer sind als

in CS. Somit ist dieser Phanotyp nicht durch die entsprechenden Allele bedingt, sondern vermut-
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lich durch genetische Veranderungen, die im Laufe der Zeit in den Mutanten akkumulierten.
Diese Reduktion der Zellen in den Malpighischen GefalRen kénnte zusatzlich zum verringerten

Gehalt an Riboflavin bzw. zum eingeschrankten aktiven Transport dieses Vitamins beitragen.

3-OHK wird im Auge von W/St transportiert und ist auch in den Malpighischen GefalRen ein
mdgliches Substrat fiir dieses Heterodimer, da es in den verschiedenen Entwicklungsstadien der
entsprechenden Mutanten eine vom Wildtyp abweichende Verteilung zeigt. Wahrend die Xanth-
ommatin-Vorstufe in der larvalen Phase kaum vorhanden ist, akkumuliert sie im Puppenstadium,
um unmittelbar danach wieder ausgeschieden zu werden. Dabei ist die zwischenzeitliche Akku-
mulation ausschlieRlich darauf zurtickzufiihren, dass im Puppenstadium keine Exkretion méglich
ist (Howells und Ryall, 1975; Howells et al., 1977). AuBerdem wurde beschrieben, dass Malpi-
ghische Gefalie von st- und w-Mutanten nicht in der Lage sind, exogenes Tryptophan und Kynu-
renin aufzunehmen (Sullivan und Sullivan, 1975; Sullivan et al., 1980). Moglicherweise werden
die Zellen erst dazu befahigt, diese Substanzen zu transportieren, wenn flr die Speicherung
oder Exkretion der Stoffwechselintermediate gesorgt ist (Mackenzie et al., 2000).

Analog dazu sind Malpighische Gefalte von w- und bw-Fliegen im Vergleich zum Wildtyp Ore-
gon R (OR) nur partiell in der Lage, Guanin in die Zellen aufzunehmen (Sullivan et al., 1979).
Mdglicherweise werden Drosopterin-Vorstufen in den Exkretionsorganen zwischengespeichert,
um fur die spatere Pigmentsynthese zur Verfligung zu stehen. Obwohl Pteridine und Riboflavin
durch den Pyrimidinring chemisch verwandt sind (Eichelberg, 1969) und von den gleichen Vor-
ldufern abstammen, kénnen viele Insekten Ersteres synthetisieren, wahrend Letzteres essentiell
ist (Nickla, 1972). Es wurde postuliert, dass diese Substanzen das gleiche System zur Aufnah-
me und zur Speicherung verwenden (Summers et al., 1982), was durch die Experimente der
vorliegenden Arbeit bestatigt werden konnte. Mdglicherweise wird auch cGMP nicht aus-
schlieRlich von W, sondern aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu Guanin (s. 1.2.2) vom

Heterodimer W/Bw in die Malpighischen Gefale transportiert.

5.1.5 Riboflavin und seine Bedeutung fiur Drosophila melanogaster

Bei Riboflavin handelt es sich um ein essentielles Vitamin, das im Futter vorhanden sein muss,
um eine ungehinderte Entwicklung von Drosophila im Larven- und Puppenstadium zu gewahr-
leisten (Sang, 1956). Daher liegt die Vermutung nahe, dass eine Speicherung von Riboflavin in
Malpighischen Gefallen oder eine externe Verfligbarkeit des Vitamins Uber die Nahrung auch im
Adultstadium von grof3er Bedeutung fiir die Lebensspanne der Fliegen ist. Um diese Annahme
zu uberprifen, wurde ein Experiment durchgefihrt, bei dem Mannchen verschiedener Geno-
typen auf einem Riboflavin-freien Sucrose-Medium gealtert wurden (s. 4.1.7). Dadurch konnte

jedoch gezeigt werden, dass eine reduzierte Lebenserwartung der adulten Fliegen nicht auf die
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Unfahigkeit, dieses Vitamin transportieren und speichern zu kénnen, zurtckzufuhren ist. Auch
die Zugabe von 10 pg/ml Riboflavin zu der Zucker-Lésung hat keinen signifikanten Einfluss auf
die Lebensspanne der Mutanten auf Sucrose. Vermutlich ist es den Fliegen aber nicht mdglich,
das Vitamin in dieser Form aufzunehmen.

Denkbar ist, dass minimale Mengen an Riboflavin fir Drosophila ausreichen, um zu Uberleben
oder dass das Vitamin im Adultstadium gar nicht mehr benétigt wird und nur in der Larvalphase
wichtig ist. Da die ABC-Transporter St und W in den Malpighischen Gefalen nicht in den
Zellmembranen detektiert werden konnten, sind sie vermutlich nicht am Transport von Substan-
zen in die Zellen beteiligt. Méglicherweise ist die passive Diffusion von Riboflavin der Mechanis-
mus, der die ausreichende Versorgung mit diesem Vitamin in allen Mutanten gewahrleistet.
Wahrscheinlich diffundiert Riboflavin entlang des Konzentrationsgradienten in die Zellen der
Malpighischen GefalRe bis ein bestimmter intrazellularer Gehalt erreicht ist. Aus dem Lumen der
Zellen wird es im Wildtyp anschlieliend durch W/Bw (und zu einem geringen Anteil auch durch
W/St) aktiv in die Vesikel transportiert und dort gespeichert. Somit wird Platz geschaffen fir die
Diffusion weiterer Riboflavin-Molekile in die Zellen. Solange eine ausreichende Menge des Vita-
mins im Futter zur Verfugung steht, wie es durch das Labormedium der Fall ist, haben Mutanten,
die nicht zum aktiven Transport und zur Speicherung befahigt sind, keine Nachteile. Die Ribofla-
vinreserven in Larven konnten jedoch vor allem in der freien Wildbahn von Bedeutung sein, weil
das Vitamin dort moglicherweise nicht immer in genigendem Male zur Verfugung steht. Auch
durch seine starke Lichtsensitivitat (Edwards et al., 1999) kdnnte das Vitamin im Futter bisweilen
ein limitierender Faktor sein. Versuche zur Haltung von Fliegen auf einem Riboflavin-freien Mini-
malmedium nach Sang (1956) waren aufgrund von mangelnder Reproduzierbarkeit nicht aus-
wertbar.

Die Diffusion der Substanzen in die Zellen der Tubules bis zu einer bestimmten Konzentration
wulrde auch erklaren, warum die Aufnahme von Tryptophan, Kynurenin und Guanin in Malpighi-
sche Gefalle von w-Mutanten reduziert ist (Sullivan et al., 1979 und 1980). Wenn die Interme-
diate nach der Diffusion entlang der entsprechenden Synthesewege weiter metabolisiert und
abschlielend zur Speicherung in intrazellulare Kompartimente transportiert werden kénnen, ist
eine weitere Diffusion mdglich. Da dies in der w-Mutante nicht gewahrleistet ist, diffundieren die
Vorstufen ins Zytoplasma und akkumulieren dort bis zu einer bestimmten Sattigungsgrenze, was
eine weitere Diffusion verhindert. Durch diese Theorie liee sich auch begriinden, warum in
w-Fliegen trotz der Transportdefekte keine Reduktionen des Tryptophangehalts nachgewiesen

werden konnten (Green, 1949).

AulRerdem ware denkbar, dass neben W/Bw und W/St zusétzliche Transportwege existieren, um

die Versorgung mit Riboflavin sicherzustellen.
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5.1.6 Bedeutung der intrazellularen Speicherung von
Stoffwechselintermediaten

Riboflavin ist ein Vitamin, das beim Menschen erfolgreich als Migraneprophylaxe eingesetzt wird
(Condo et al., 2009) und in Arabidopsis thaliana Resistenzentwicklung gegen Parasiten induziert
(Dong und Beer, 2000). Hohe Dosen dieses Vitamins haben offensichtlich keine nachteiligen
Auswirkungen auf Sauger (Fukuwatari et al.,, 2009), sondern kénnen beispielsweise die durch
Lipopolysaccharide verursachte Mortalitat bei Mausen reduzieren (Shih et al., 2010).

Im Gegensatz dazu wurde aber auch von zahlreichen toxischen Effekten dieses Vitamins berich-
tet. Die Bestrahlung von Tumorzellen in Anwesenheit von Riboflavin induziert z.B. apoptotischen
Zelltod (Edwards und Silva, 2001). AuRerdem zeigt das Vitamin in Anwesenheit von Licht zeit-
und konzentrationsabhangige Mutagenitat durch die Produktion von reaktiven Sauerstoffmo-
lekilen und Superoxidradikalen (Kale, 1992). Diese hochreaktiven Spezies konnen im Sauger
beispielsweise die Erythrozytenmembran schadigen und Hamolyse verursachen, Linsenschadi-
gungen hervorrufen, Enzyme inaktivieren, DNA- und RNA-Molekiile brechen, Protein-Vernetzun-
gen erhéhen sowie Bilirubin, Harnsdure, Aminosauren und Hyaluronsaure zerstéren (Frati et al.,
1997). Moglicherweise wird Uberschissiges Riboflavin in Drosophila durch Akkumulierung in
den intrazellularen Kompartimenten fir den Organismus unschadlich gemacht oder dort zur

Exkretion vorbereitet.

Auch die Regulation der Speicherung von 3-OHK und den weiteren Intermediaten des Trypto-
phanmetabolismus hat vermutlich verschiedene Bedeutungen flir Drosophila. Einerseits wird
3-OHK zwar, wie die Drosopterin-Vorstufen, zwischengespeichert, um fir die Xanthommatin-
Synthese wahrend der Puppenphase zur Verfliigung zu stehen (Wessing und Eichelberg, 1978),
andererseits ist die intrazellulare Speicherung von manchen Substanzen in Malpighischen
Gefalen wichtig, um sie dadurch ungefahrlich zu machen. Schon mikromolare Konzentrationen
von 3-OHK zeigen eine toxische Wirkung auf Neuronen in Zellkultur (Okuda et al., 1996) und
auch in vivo flhrt die Injektion geringer Mengen an Tryptophan, Kynurenin oder 3-OHK in der
Fleischfliege Neobellieria bullata zu schweren neurologischen Stérungen (Cerstiaens et al.,
2003). AuRBerdem fordert 3-OHK durch die Oxidation von a-Crystallin die Kataraktbildung in
humanen Linsen (Korlimbinis et al., 2006). Im Sauger akkumulieren bei bestimmten Stérungen
der Nierenfunktion viele Substanzen, die normalerweise ausgeschieden werden, im Blut.
Darunter auch einige Stoffwechselintermediate des Kynurenin-Synthesewegs, die partiell fir die
Nierenfehlfunktionen verantwortlich sind (Pawlak et al., 2001). Darlber hinaus wurden bei vielen
Krankheitsbildern, die mit schweren neurologischen Fehlfunktionen assoziiert sind, erhéhte Kon-
zentrationen von Tryptophanmetaboliten beim Menschen gefunden. Dazu zahlen beispielsweise
Parkinson, Alzheimer, Multiple Sklerose, Chorea Huntington und das Tourette-Syndrom (Okuda
et al., 1998; Stone, 2001).
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5.1.7 ABCG1 und ABCG2 als humane Homologe von White

Aufgrund von Sequenzahnlichkeiten wurde ABCG1 bereits mehrfach als humanes Homolog zu
Drosophila White beschrieben (s. 1.1). Da jedoch ABCG2, genauso wie White, am Transport
von Riboflavin beteiligt ist, ware dieses Protein méglicherweise der passende Kandidat aus der
ABCG-Unterfamilie fur das humane Homolog von W. Durch mehrere in vivo Experimente wurde
im Rahmen dieser Dissertation und einer vorhergehenden Diplomarbeit (Daller, 2005) gezeigt,
dass sowohl ABCGL1 als auch ABCG2 zwar auf RNA-Ebene in Drosophila exprimiert werden
kénnen, jedoch beide nicht in der Lage sind, die Funktion von W zu Gbernehmen und eine Pig-
mentierung der Komplexaugen hervorzubringen (s. 4.1.9). Moglicherweise kénnen die humanen
Gene in der Fliege zwar transkribiert und translatiert werden, aber die Homologie der Proteine
zu W ist zu gering fir die Ubernahme seiner Funktion. Bei strukturellen Unterschieden in
Proteinbereichen, die fur den Transport von Pigmentvorstufen von Bedeutung sind, kdnnte die
Funktion von ABCG1 bzw. ABCGZ2 in Drosophila beeintrachtigt werden. Daruber hinaus ist W im
Komplexauge nicht in der Lage, als Homodimer zu arbeiten, wahrend ABCG1 vermutlich als
Heterodimer mit ABCG4 agiert (Cserepes et al., 2004). Moglicherweise wirde ABCG1 einen
passenden Dimerisationspartner bendtigen, um die entsprechenden Pigmentvorstufen transpor-
tieren zu konnen. Wenn das humane Protein nicht mit Scarlet oder Brown dimerisieren kann,
koénnte dies zur Folge haben, dass ABCG1 nach der Translation nicht stabil in die Membran
integriert und daher wieder abgebaut wird. ABCG2 funktioniert stattdessen bekanntermalien als
Homodimer oder als Homotetramer (Xu et al., 2004). ABC-Transporter aus Drosophila sind
allerdings in intrazellularen Strukturen lokalisiert, die humanen Proteine hingegen in der Plas-
mamembran. Vermutlich wird ein spezifisches Signal fiir die richtige Lokalisierung von ABCG2
bendtigt, das in der Taufliege nicht vorhanden ist. Die Transportrichtung sollte hingegen kein
Problem darstellen. Humane ABC-Transporter sind bekanntermalien Exporter, die Substrate
aus dem Zytoplasma in den Extrazellularraum transportieren. Die entsprechenden Proteine in
Drosophila sind zwar offensichtlich Importer, exportieren jedoch die Substanzen ebenfalls aus
dem Zytoplasma in das Lumen von intrazellularen Vesikeln.

Kirzlich wurde publiziert, dass auch die Proteine ABCG1 und ABCG4 aus Mausen nicht in der
Lage sind, die Pigmentierung der Augen in Drosophila wiederherzustellen (Tarr et al., 2009),

was die Experimente der vorliegenden Dissertation bestatigt.

5.2 Etablierung von Lipidanalysemethoden

Es ist bekannt, dass einige humane ABC-Transporter in den Lipidtransport involviert sind (s. 1.1).
Um entsprechende Proteine in der Taufliege zu erforschen, sollten im Rahmen dieser Arbeit ver-

schiedene Methoden der Lipidanalyse flr Drosophila etabliert werden. Am Institut fir Klinische
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Chemie und Laboratoriumsmedizin (Klinikum der Universitat Regensburg) standen daflr die drei
Methoden Dulinnschichtchromatographie (DC), Gaschromatographie (GC) und Massenspektro-
metrie (MS) zur Verflgung (s. 4.2). Dabei sollte priméar ein Uberblick Giber die Verteilung und den
Gehalt verschiedener Lipidspezies am Gesamtlipid von Drosophila melanogaster geschaffen
werden. AulRerdem konnen durch Analysen von entsprechenden Mutanten und knock-down-
Fliegen der Drosophila ABCA- und ABCG-Proteine mdglicherweise besonders interessante

ABC-Transporter mit deutlichen Auswirkungen auf das Lipidspektrum identifiziert werden.

5.2.1 Analyse der Lipide im Wildtyp Canton S

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, die drei Methoden Dinnschichtchromatographie, Gas-
chromatographie und Massenspektrometrie zur Analyse von Lipidgehalt und -zusammensetzung
der Taufliege Drosophila melanogaster zu etablieren. Damit kann ein breites Spektrum an Lipid-
spezies identifiziert und quantifiziert werden.

Die Standardabweichungen bei diesen Analysen sind teilweise jedoch sehr hoch, was mégli-
cherweise durch stérende Einflisse der Kutikula auf die Reproduzierbarkeit bedingt sein kdnnte,
welche auch bei Lipidanalysen spater Stadien von C. elegans beobachtet wurden (Prof. Gerd
Schmitz, personliche Mitteilung). Auch die nicht auswertbaren Ceramid- bzw. Lysophosphati-

dylcholin-Werte in der MS (s. 4.2.3) kdnnten dadurch verursacht sein.

Mithilfe der DUnnschichtchromatographie (DC) wurden Sterole, freie Fettsauren (freie FS) und
Triglyceride (TG) untersucht und verglichen (s. 4.2.1). Im dritten Larvalstadium (3L) und in adul-
ten Mannchen des Wildtyps Canton S (CS) machen die TG, wie in den meisten Insekten (Stan-
ley-Samuelson et al., 1988), den Hauptanteil dieser Lipide aus. In adulten Fliegen erhéht sich
der Anteil an freien FS fiur den Energiestoffwechsel. Sterole tragen in beiden analysierten Ent-
wicklungsstadien nur einen geringen Teil zum Gesamtlipid bei.

Die verlassliche Auswertung der Phospholipide (PL) anhand der DC-Daten war nicht mdglich, da
die detektierten Lipide den im Standard enthaltenen Substanzen nicht genau zugeordnet werden
konnten. Daher wurde flir diese Analysen die Massenspektrometrie (MS) verwendet, womit
sowohl die Summe der PL als auch deren Verteilung analysiert werden konnte (s. 4.2.3). Phos-
phatidylethanolamin (PE) ist mit Gber 50% das dominierende Phospholipid in Larven (3L),
gefolgt von Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylinositol (Pl). Die weiteren PL Sphingosyl-
phosphoethanolamin (SPE), Phosphatidylserin (PS) und Phosphatidylglycerol (PG) sind jeweils
zu weniger als 10% detektierbar. In adulten Fliegen ist PE ebenfalls mit einem Anteil von mehr
als 50% am starksten vertreten.

Die Summe und die Verteilung der Gesamt-FS wurden anhand von Gaschromatographie (GC)

untersucht (s. 4.2.2). Die prominentesten FS in Larven und adulten Fliegen sind Myristin-, Palmi-
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tin-, Palmitolein-, Ol- und Linols&ure mit einem Gehalt von jeweils 10 bis 30% (s. 4.2.2). Laurin-,
Myristolein-, Stearin- und o-Linolensaure tragen max. 7% zu den Gesamt-FS bei. Zu einem
geringen Anteil konnten FS mit einer Kettenlange tber 18 detektiert werden (s. Tabelle 17), die
in Spuren auch in der Futterquelle vorhanden sind. Im Adultstadium kommt es im Vergleich zum
Larvalstadium zu einer Verkiirzung der Fettsduren und zu einer Anderung des Desaturierungs-
grads. Aulierdem ist eine Verschiebung der Ratio von Omega-3- zu Omega-6-Fettsauren durch

eine Reduktion von Linolsaure zu beobachten.

Eine Gegenuberstellung dieser Ergebnisse mit Werten aus der Literatur ist ausgesprochen
schwierig, da bisher keine vergleichbaren Experimente zu Gesamtlipidgehalt und -verteilung auf
Standardmedium durchgeflhrt wurden. Es konnte jedoch bestatigt werden, dass Lipide in Dro-

sophila allgemein aus kirzeren FS als im Sauger bestehen (Rietveld et al., 1999).

Durch den hohen Gehalt an Triglyceriden in Drosophila reprasentiert die im Rahmen der vorlie-
genden Dissertation festgestellte Verteilung der Gesamt-FS primar die Fettsduren in der Spei-

cherform der Lipide. Bei der Untersuchung einzelner Ge-
30

webe oder Phospholipide wiirde sich eine andere Vertei-
lung ergeben. Jones und Kollegen (1992) haben z.B. die 25
FS-Zusammensetzung der lysosomalen Phospholipide in 20
Larven und frihen Puppen untersucht und dabei je nach

PL-Spezies drastische Unterschiede festgestellt. In den

Mol % in phospholids

einzelnen PL waren aufierdem nur sehr geringe Anteile an

FS mit weniger als 16 C-Atomen detektierbar. Auch in den 3

verschiedenen PL bzw. Triglyceriden in Képfen von Dro- 0
e = 9 = o9 o
N 0 o0 0 o «w

14:0
141

sophila wurden unterschiedliche Verteilungen der FS ver-
zeichnet (Stark etal., 1993). In Phospholipiden embryo-
naler Membranen sind die FS wiederum anders verteilt
(Abb. 88; Rietveld et al., 1999).

Fatty acid

Abb. 88: Lange und Sattigungs-
grad der Fettsauren in Phos-
pholipiden embryonaler Mem-
branen. Rietveld et al., 1999.

Wenn Drosophila nicht auf Standardmedium, sondern auf einer lipidfreien Futterquelle gehalten
wird, ist Olsdure (C 18:1) mit 30% die dominierende Fettsiure in Larven des Wildtyps CS vor
Palmitin- (C 16:0) und Palmitoleinsdure (C 16:1) mit jeweils 25% und Myristinsaure (C 14:0) mit
10%. Zusatzlich wurde gezeigt, dass Drosophila in der Lage ist, Laurin- (C 12:0), Myristolein-
(C 14:1) und Stearinsaure (C 18:0) zu synthetisieren (McKechnie und Geer, 1993). Somit war
bekannt, dass Drosophila nur Fettsduren mit einer Kettenlange von maximal 18 C-Atomen
de novo synthetisieren und gesattigte FS ausschliellich an Position 9 desaturieren kann

(Abb. 89), weshalb nach Haltung auf lipidfreiem Medium keine mehrfach ungesattigten FS
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(PUFAs, polyunsaturated fatty acids) detektierbar sind. Somit missen Linol- (C 18:2) und a-Lino-
lensaure (C 18:3), wie beim Menschen, mit der Nahrung aufgenommen werden. Die Taufliege
kann sich jedoch auch in Abwesenheit dieser beiden PUFAs entwickeln (Stanley-Samuelson
et al., 1988).

Nach Zugabe einzelner FS zu diesem

Acetyl-CoA Malonyl-CoA Minimalmedium erhdht sich im Normal-
FAS fall der Anteil der entsprechenden FS,
Scdl aber auch anderer FS, die daraus her-
Nahrun 16:0 Scd2 16:1 n-7
9 Palmitinsdure scss Palmitoleinséure gestellt werden kdnnen. Interessanter-

Pcd
Elovil

ElovI3
Elovl6

weise fuhrt nur die Applikation von Pal-

Scdl mitinsdure nicht zu einer Erhohung
18:0 Sed2  18:1 n-9

Stearinsédure scasa  Olséure
Scd5

ebendieser Fettsaure, stattdessen wer-
den verstarkt die kiirzeren FS C12 bzw.

Abb. 89: Synthese von gesattigten und einfach un- C14 gebildet (McKechnie und Geer
gesattigten Fettsauren. Bildung von Fettsauren durch ’
Desaturierung und Elongation ausgehend von diatischer 1993).

und de novo synthetisierter Palmitinsaure. CoA: Coen-

zym A; Elovl: elongation of very long chain fatty acids- Durch diese Studie wurde aul3erdem

like; FAS: Fettsaure Synthase; Pcd: Palmitoyl-CoA De- gezeigt, dass der Wildtyp CS o-Linolen-
saturase; Scd: Stearoyl-CoA Desaturase. Nach Vance
und Vance, 2008. saure (C 18:3) aus keiner anderen FS

synthetisieren kann, Linolsaure (C 18:2)

jedoch geringfugig aus Palmitoleinsaure (C 16:1) hergestellt wird. Bemerkenswerterweise wer-
den nach Zugabe bestimmter FS andere FS vollstandig eliminiert. Die Verfugbarkeit von
Myristinsaure resultiert z.B. darin, dass weder Myristolein- noch Stearinsaure detektierbar sind.
Applizierte Olsaure eliminiert Stearinsaure, wahrend die Zugabe von a-Linolenséure dazu fiihrt,
dass Laurin-, Myristin- und Stearinséure nicht mehr synthetisiert werden.
Bei diesen Experimenten wurden jedoch signifikante Unterschiede in der Verteilung der FS zwi-
schen Canton S und dem weiteren Wildtypstamm OD4, welcher 10 Jahre vor der Durchfiihrung
der Studie aus einem eingefangenen Weibchen etabliert wurde, beobachtet (McKechnie und
Geer, 1993).

Es sind einige starke Ahnlichkeiten zwischen der Taufliege und dem S&uger, bezogen auf den
Lipidmetabolismus, bekannt. Membranen in Drosophila beinhalten beispielsweise so genannte
Lipid Raft Mikrodomanen, die ihrem Pendant im Sauger gleichen. Diese Lipid Rafts sind dicht
gepackte Bereiche, in welchen sich die Lipidzusammensetzung vom Rest der Membran
unterscheidet (Rietveld et al., 1999).

In Drosophila kontrolliert Phosphatidylethanolamin die Freigabe des sterol regulatory element-
binding protein (SREBP) aus Zellmembranen von Drosophila, welches eine rickkoppelnde Kon-

trolle auf die Synthese von Fettsauren und Phospholipiden ausuibt. Im Sauger wird SREBP zwar
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von Sterolen kontrolliert, der Mechanismus dieser Regulation ist jedoch hochkonserviert (Dobro-
sotskaya et al., 2002).
Ein bezeichnender Unterschied zwischen Drosophila und dem humanen System ist das Auftre-

ten von Sphingosylphosphoethanolamin (SPE) in der Taufliege anstelle von Sphingomyelin.

5.2.2 Die Variabilitat der Lipide in Wildtypstdmmen

Durch Lipidanalysen verschiedener Wildtypstamme sollte eine Einschatzung der Variabilitat der
Lipidspezies in Drosophila ermoglicht werden, um Effekte in Mutanten besser beurteilen zu
konnen. Dabei stellte sich heraus, dass die acht Uberpriiften Stamme zwar einen ahnlichen
Proteingehalt haben (zwischen 85 und 100%), sich aber vor allem in der Summe der Gesamt-FS
signifikant voneinander unterscheiden (s. 4.2.4). Zwei CS-, drei Oregon R-Stamme (OR) und
RAL-555 zeigen im Vergleich zur Standardkontrolle CS starke Reduktionen im Gehalt an FS um
bis zu 70%. Die Reduktion der FS ist in allen Wildtypen primar auf eine entsprechend starke
Verringerung der TG zurtckzufuhren. Von den untersuchten Stdmmen hat nur Berlin K (BK)
einen mit CS vergleichbar hohen Gehalt an Gesamt-FS und TG, weist aber abweichend von CS
eine Erhdhung der freien FS auf. BK ist auch in der Verteilung der FS der in dieser Arbeit
verwendeten Standardkontrolle am &hnlichsten, wahrend sich alle anderen Stdmme stark
unterscheiden. In einigen Wildtypen ist eine Verschiebung in den langerkettigen ungesattigten
Bereich zu beobachten. Bezeichnenderweise wird dadurch in CS-1 sogar Myristinsaure als
starkster Vertreter der FS von Linolsdure ersetzt. Auch der Anteil an PL variiert in den
getesteten Stdmmen. In der Verteilung der PL sind bei den Wildtypen primar Unterschiede im

Gehalt an Phosphatidylcholin (PC) und Sphingosylphosphoethanolamin (SPE) zu verzeichnen.

Diese zum Teil dramatischen Schwankungen im Lipidgehalt verlangen eine ausfuhrliche Ana-
lyse. Als Ursachen fir die identifizierten Unterschiede kommen Futterzusammensetzung, Auf-
zucht, Haltung oder der genetische Hintergrund in Frage. Die in dieser Arbeit untersuchten
Stamme wurden daher generell auf dem Drosophila Standardmedium (s. 2.1.2.4) gehalten. Zur
Uberprifung von Effekten durch die Nahrung wurden drei Fliegenstamme auf unterschiedlichen
Futterquellen aufgezogen und anschlielRend untersucht. Die Ergebnisse werden im folgenden
Abschnitt diskutiert, sind aber fir die Unterschiede bei den Wildtypstammen nicht relevant.
Aufzuchtbedingungen, wie z.B. Stress durch Uberflllte Zuchtgefalle, konnten ebenfalls einen
Einfluss auf den Lipidgehalt haben, weshalb Fliegen fur Lipidexperimente unter kontrollierten
Bedingungen aufgezogen wurden (s. 3.5). Auch wahrend der Entwicklung und der Alterung der
Taufliege andert sich die FS-Zusammensetzung (Green und Geer, 1979), daher wurden die

adulten Mannchen immer nach 7 Tagen analysiert.
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Die jahrelange unnaturliche Haltung im Labor mit genau definierter, einseitiger Futterzusammen-
setzung bei stets gleicher Temperatur und Luftfeuchtigkeit sowie einem 12:12-Stunden hell-dun-
kel Zyklus hat vermutlich ebenfalls einen groRen Einfluss auf den Lipidgehalt, den Stoffwechsel
und das Verhalten der Fliegen. Dazu kommt der Inzuchtfaktor, wodurch sich genetische Veran-
derungen schnell durchsetzen kénnen, was bedeutet, dass der genetische Hintergrund als einer
der plausibelsten Grinde flir die unterschiedlichen Lipidwerte erscheint. Dies macht die Inter-
pretation der beobachteten Phanotypen in Mutanten besonders schwierig. Vermutlich sind auch
in anderen Modellorganismen drastische Unterschiede in der Lipidzusammensetzung von

mehreren Wildtypstdammen zu beobachten.

Vor allem in CS-1 wurden erhéhte Anteile an ungesattigten FS festgestellt. Ein hdherer Gehalt
dieser Spezies in Triglyceriden von poikilothermen Organismen wurde oft als Anpassung an
Kalte interpretiert. Bei niedrigen Temperaturen wird so die Aufrechterhaltung der Fluiditat in
Speicherlipiden gewahrleistet. In Dolycoris baccarum und Piezodorus lituratus (Heteroptera:
Pentatomidae) wurden beispielsweise entsprechende Veranderungen in der Verteilung der FS
wahrend der Diapause beobachtet (Bashan und Cakmak, 2005). Die langkettigen FS-Spezies
Stearin-, Linol- und a-Linolensaure haben aulierdem einen Einfluss auf die Lebensspanne von

Drosophila unter Stressbedingungen (McKechnie und Geer, 1993).

Die Wildtypstamme zeigen aufgrund von Unterschieden im Gehalt an Speicherlipiden vermutlich
andere Lebenskurven oder verschiedene Verhaltensweisen, beispielsweise in Kletterversuchen
oder in der circadianen Rhythmik. Kiirzlich wurde publiziert, dass w*'*®-Weibchen im Vergleich
zur Kontrolle OR eine verlangerte Lebensspanne aufweisen, wobei die mittlere Lebenserwar-
tung von OR auf Standardmedium mit 27,1 Tagen angegeben wurde, im Gegensatz zu w'*® mit
45,5 Tagen (Abb. 90 A; Oxenkrug, 2010). Eine wildtypische Lebenskurve auf Standardmedium
hat jedoch normalerweise einen anderen Verlauf (Abb. 90 B). AulRerdem wurde fiir den Wildtyp
CS eine weitaus langere Lebenserwartung beschrieben (mittlere Lebensspanne J: 66 Tage; Q:
53 Tage; Bauer etal., 2004). Die Beobachtung von G. Oxenkrug konnte méglicherweise auf
einen reduzierten Lipidgehalt in dem verwendeten OR-Stamm zurickzufuhren sein. Dieser
wurde, wie zwei der in dieser Arbeit getesteten OR-Stdmme, vom Bloomington Drosophila Stock

Center bezogen.
Zur genaueren Analyse des wildtypischen Lipidgehalts und seiner Zusammensetzung missten

Fliegen aus der freien Wildbahn untersucht werden. Dabei sind jedoch in Anbetracht der oben

genannten Resultate starke regionale und saisonale Unterschiede zu erwarten.
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Abb. 90: Lebensspannen von Oregon R und Canton S auf Standardmedium. A: Weibchen von Ore-
gon R zeigen eine kiirzere mittlere Lebensspanne (27 Tage) als white- und vermilion-Mutanten (Oxenkrug,
2010). B: Die mittlere Lebensspanne von Canton S-Weibchen betragt 53 Tage (schwarze Kurve, Bauer
et al., 2004). ORE-R: Oregon R; ver: vermilion.

Diese Ergebnisse zeigen, dass verschiedene Wildtypstamme eine hohe Variabilitat im Gehalt
und in der Zusammensetzung der Lipide aufweisen. Auch in Stammen mit putativ identischem
genetischen Hintergrund sind grof3e Unterschiede vorhanden. Die drastischen Schwankungen in
den Wildtypstdmmen sind bei der Auswertung der Lipidanalysen von verschiedenen Mutanten
zu berilcksichtigen, da in den meisten Mutanten der genetische Hintergrund und somit die
entsprechende Kontrolle unbekannt ist. Daher ist es wichtig, Unterschiede in Mutanten auf
verschiedene Arten zu uberprifen, beispielsweise durch Rescue-Experimente, einen gezielten
knock-down oder durch Untersuchung verschiedener Allele einer Mutation. Nur so kann eine
mutationsspezifische Lipidveranderung sicher nachgewiesen werden. Im Rahmen der vorliegen-
den Dissertation konnte dies jedoch mangels verflgbarer Fliegenstdmme nicht fur alle Mutanten

durchgefuhrt werden.

5.2.3 Lipidanalysen nach Aufzucht auf verschiedenen Futterquellen

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Nahrungsquellen untersucht und dabei drastische
Unterschiede festgestellt. Das kauflich erwerbbare instant-Futter hat dabei einen weitaus
geringeren Fettsdure- und Phospholipidgehalt als das am Lehrstuhl hergestellte Standard-
medium (s. 4.2.5).

Trotzdem zeigt der Wildtyp CS nach der Aufzucht auf den beiden Futtervarianten keine signifi-
kanten Unterschiede in Proteingehalt, Gehalt an Gesamt-FS und Gesamt-PL. Die Fliegen sind
also auch auf dem instant-Futter ausreichend mit den entsprechenden Nahrstoffen versorgt
(s. 4.3.3).
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Drosophila ist nicht in der Lage, Sterole zu synthetisieren, sondern ist auf deren Verfligbarkeit in
der Nahrung angewiesen. Der reduzierte Gehalt an Sterolen im instant-Futter zeigt sich gering-

fiigig auch in CS, st und w'**®

nach Haltung auf diesem Medium.

Laurin- und Myristoleinsdure wurden in den Futterquellen nicht detektiert. Wie bereits berichtet,
kann Drosophila diese FS aus anderen Molekilen synthetisieren (s. 5.2.1). Myristin-, Palmitin-,
Palmitolein- und Stearinsaure sind in den Nahrungsquellen zu unterschiedlichen Anteilen vor-
handen, was aber keinen Einfluss auf die Fliegen hat. Olsaure ist im normalen Medium etwas

1118

starker vertreten, aber in w nach Haltung auf instant-Futter signifikant hoéher als nach

Aufzucht auf dem Standardmedium. Stearin-, Linol- und a-Linolensaure sind in w8

, egal auf
welcher Futtervariante, erhoht. Linolsaure ist im instant-Futter im Vergleich zum Standardmedi-
um reduziert, was sich in CS und st* zeigt.

Der groRere Anteil von PC im instant-Futter spiegelt sich in den Fliegen nicht wider. In CS und
st* ist PC sogar verringert, wenn die Tiere auf dieser Futtervariante gehalten wurden. SPE ist
zwar in den beiden Medien nicht detektierbar und muss somit von den Fliegen synthetisiert wer-
den, in CS und st ergibt sich jedoch eine Erhéhung von SPE nach Haltung auf instant-Futter,
welcher im Gegensatz zur Reduktion von SPE in st' auf dem normalen Medium steht. Der
Gehalt an Phosphatidylethanolamin (PE) ist im Standardmedium niedriger als im instant-Futter,
in w8 auf instant-Futter ist PE jedoch signifikant erhoht. Phosphatidylserin (PS) ist in beiden
Futterquellen zu gleichen Anteilen vertreten und in den Fliegen sind ebenso keine Unterschiede
detektierbar. Lysophosphatidylcholin (LPC) ist zwar im Standardmedium erhéht, in CS jedoch

héher nach Haltung auf instant-Futter.

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich durch die Aufzucht auf zwei komplett verschiedenen Futter-
varianten zwar leichte Unterschiede in den adulten Fliegen ergeben, Drosophila aber grofteils in
der Lage ist, die Unterschiede im Futter auszugleichen. Méglicherweise mussten die Tiere Uber
mehrere Generationen auf dem instant-Futter gehalten werden, um Effekte, wie Veranderungen

in der Verteilung der FS und PL, beobachten zu kénnen.

5.2.4 Der Einfluss von white, scarlet und brown auf Lipidgehalt und
Lipidzusammensetzung

Verschiedene Funktionen der ABC-Transporter White (W), Scarlet (St) und Brown (Bw) wurden
bereits unter 5.1 diskutiert. Da humane ABCG-Transporter in den Lipidtransport involviert sind
und entsprechenden Mutationen lipidassoziierte Krankheiten, wie z.B. Sitosterolamie (ABCG5
und ABCG8), verursachen (s. 1.1), wurden Mutanten der homologen Proteine aus Drosophila

auf Veranderungen des Lipidgehalts und seiner Zusammensetzung untersucht (s. 4.3).
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Geringfligige Unterschiede zu CS im Gehalt an Lipiden, die méglicherweise white zugeschrie-
ben werden kénnen, sind bereits im dritten Larvalstadium (3L) zu beobachten. Sowohl in w''*?
als auch in w' sind die Gesamt-PL reduziert und die Triglyceride erhoht.

Weitaus grolRere Unterschiede sind jedoch in adulten Fliegen festzustellen. Reduktionen der

1118

Gesamt-FS, der freien FS und der TG konnten in w8, in w!, im white-knock-down mit der Linie

1118

des VDRC sowie in w™° auf instant-Futter bestatigt werden. Dasselbe gilt fiir eine Verringerung

von Mpyristinsdure zugunsten von Linol- und o-Linolensaure. Eine zusatzliche Erhéhung von

118 ynd im knock-down verzeichnet werden.

Stearinsaure konnte dabei ausschlieBlich in w
Letzterer zeigt jedoch weitere signifikante Unterschiede zur Kontrolle. Die Erhéhung der beiden
FS Linol- und a-Linolensaure bedeutet, dass w-Mutanten entweder einen verhaltnismaRig héhe-
ren Anteil dieser FS aufnehmen oder dass sie nicht in der Lage sind, diese FS in einem wildtypi-
schen Mall zu metabolisieren. Der Versuch, die Veranderungen von white mit einem UAS-
Konstrukt und dem Treiber da-GAL4 zu retten, war aufgrund von abweichenden Ergebnissen in
den Kontrollen sowie im Rescue nicht aufschlussreich. Mdglicherweise ergeben sich durch die
Fehlexpression von mini-white zusatzliche Einflisse, welche sich aber je nach Starke und Ort
der Expression unterschiedlich auftern. Das wiirde auch von den Mutanten abweichende Ergeb-
nisse im knock-down erklaren.

Anhand dieser Experimente konnte nachgewiesen werden, dass white den Lipidgehalt und
seine Zusammensetzung beeinflusst. Diese Information ist von besonderer Bedeutung, da die

w-Mutante w8

von vielen Arbeitsgruppen als Wildtypkontrolle verwendet wird. Veranderungen
im Lipidmetabolismus sowie zahlreiche weitere Phanotypen, die mit white assoziiert sind (s. 5.1),

zeigen, dass w''® keine geeignete Kontrolle darstellt.

Adulte Mannchen der bw-Mutante bw' weisen einen reduzierten Gehalt an Protein und an
Gesamt-FS auf. Letztere sind durch Verringerungen der freien FS und der TG verursacht. Auch
die Verteilung der FS ist in bw' anders als in CS. Dabei kénnen jedoch nur die Gesamt-FS und
die FS-Verteilung mit UAS-bw und dem Treiber da-GAL4 gerettet werden. Mdoglicherweise ist mit
dem Treiber da-GAL4 nur ein partieller Rescue mdglich, wodurch die Fettsguren in anderer
Form gespeichert werden. AuRerdem verhalten sich die entsprechenden Kontrollen im bw*-Hin-
tergrund signifikant anders als bw*. Méglicherweise spielt dabei wiederum die Fehlexpression
von white eine Rolle. Der gezielte knock-down von bw erbrachte ebenfalls von der Mutante
abweichende Ergebnisse. Bei der Analyse von drei weiteren bw-Allelen stellte sich heraus, dass
diese vollkommen andere Lipidphé&notypen zeigen als bw?, also sind die beobachteten Unter-
schiede nicht auf Mutationen in bw zurlckzufuhren.

In der Doppelmutante cnbw (cn' bw') sind Gesamt-FS, freie FS und TG ebenso reduziert, wie in
bw', die Verteilung der FS stimmt hingegen nicht (iberein. Auch die Verteilung der Lipide in der

Doppelmutante bwst (bw'; st) ist nicht mit bw' vergleichbar. Drastische Unterschiede im
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Lipidgehalt sind zwischen bwst und dem aus bw' und st' neu hergestellten Stamm bwst-2 zu
verzeichnen. Zusatzlich zeigt bwst, vermutlich aufgrund von Defekten der Photorezeptorzelle R8,
eine starke Degeneration der Retina (s. 4.1.8). Durch histologische Analyse von bwst-2 sollte
uUberpriift werden, ob dieser Phanotyp auf die Kombination der beiden Allele bw" und st zuriick-
zuflihren ist. Dieser neue Stamm zeigt jedoch keine Retinadegeneration, was beweist, dass es
sich dabei um einen sekundaren Effekt im bwst-Stamm handelt. Vermutlich sind nach zahlrei-
chen Generationen im Labor neben bw und st zusatzliche Gene mutiert, welche diesen Phéno-
typ hervorrufen, was auch die drastischen Unterschiede in Lipidgehalt und -verteilung erklaren

wirde.

In st wurden keine signifikanten Unterschiede zu CS festgestellt, welche durch Analyse auf
beiden Futtervarianten oder durch den knock-down bestatigt werden konnten. Somit hat scarlet

vermutlich keinen Einfluss auf den Lipidgehalt.

5.3 Phanotypen von Augenpigmentierungsmutanten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zahlreiche Augenpigmentierungsmutanten auf Pigmentgehalt
sowie auf Lipidgehalt und -zusammensetzung untersucht. Dabei sollte analysiert werden, ob ein

Zusammenhang zwischen der Augenpigmentierung und dem Lipidstoffwechsel besteht.

5.3.1 Phanotypen von Enzym-Mutanten

In Mutanten von Enzymen, welche in die Synthese des braunen Pigments involviert sind, ist
ausschlie3lich Xanthommatin reduziert (s. 4.4.1.1). Mutationen in den Genen v (vermilion) bzw.
cn (cinnabar) verringern den Xanthommatingehalt starker als Defekte in kar (karmoisin). Letzte-
res kodiert flr die Phenoxazinon Synthetase, welche den finalen Schritt der Synthese des Pig-
ments katalysiert (s. 1.2.1). Da das Endprodukt selbst auch in der Lage ist, 3-OHK zu oxidieren,
ist in kar? mehr Xanthommatin detektierbar als in den Mutanten v* und cn'. Die Enzyme Pu
(Punch) und Pr (Purple) hingegen sind an der Drosopterin-Synthese beteiligt, was sich in den
entsprechenden Mutanten zeigt. In pr* kann jedoch mehr Drosopterin gebildet werden als in Pu'™.
AuBBerdem ist in beiden Mutanten eine signifikante Reduktion des Xanthommatingehalts zu
beobachten, was in pr* auf eine geringere AugengroRRe (s. Abb. 57) zuriickzufiihren sein kénnte.
Moglicherweise gibt es in diesen Mutanten Effekte, wie den erhdhten Gehalt an 3-OHK in
Malpighischen GefaRen von bw-Fliegen (s. 5.1.1), die indirekt den Xanthommatingehalt beein-

flussen.
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Durch einen knock-down von cn kann der Phanotyp von cn' partiell erzeugt werden. Bei RNAI-
kar fallt auf, dass die ubiquitare Herunterregulierung mit actin-GAL4 besser funktioniert als der
augenspezifische knock-down mit GMR-GAL4. Die Aktivitat dieses Enzyms wird jedoch in den
Pigmentgranula der Komplexaugen erwartet. Moglicherweise exprimiert actin-GAL4 in den Pig-
mentzellen starker als GMR-GAL4.

Bei dem Gen CG9542 wurde vermutet, dass es fur die Kynurenin Formamidase, welche die
Konvertierung von Formyl-Kynurenin zu Kynurenin durchftihrt, kodiert. In diesem Fall wiirde man
jedoch bei einem knock-down eine Reduktion von Xanthommatin erwarten, was nicht beobach-
tet werden konnte. Das deutet darauf hin, dass entweder die RNAi-Linie nicht funktionsfahig ist

oder CG9542 nicht das strukturelle Gen flr dieses Enzym darstellt.

Da Pigmentvorlaufer im Fettkérper synthetisiert und wahrend der Puppenphase von den Pig-
mentzellen aufgenommen werden (Kretzschmar et al., 2000), ware es denkbar, dass Mutationen
in Enzymen, welche diese Intermediate metabolisieren, einen Einfluss auf den Lipidgehalt haben.
Fur die Synthese von Kynurenin in Larven ist beispielsweise primar der Fettkdrper von Bedeu-
tung (Summers et al., 1982), weshalb die Aktivitat von entsprechenden Enzymen wie Vermilion
in diesem Organ sehr hoch ist (Walker et al., 1986). Auch die Involvierung von Punch in frihe
nukleare Teilungen und die Chromosomentrennung (Chen et al., 1994) kénnte unter anderem
den Lipidgehalt beeinflussen.

Larven und adulte Fliegen der Enzym-Mutanten zeigen im Vergleich zu CS grof3e Veranderun-
gen in Lipidgehalt und -zusammensetzung (s. 4.4.1.2 und 4.4.1.3). Besonders aufféllig sind
dabei die Reduktion der Gesamt-FS, der freien FS und der TG in allen adulten Mannchen sowie
eine Verschiebung der FS in den langerkettigen ungesattigten Bereich. Durch Herunterregulie-
rung von cn bzw. kar kdnnen der reduzierte Gehalt an Gesamt-FS und die Verschiebung der FS
bestatigt werden. Letztere ist auch in RNAI-CG9542-Fliegen zu beobachten.

Da diese Phanotypen partiell auch in Wildtypstammen zu beobachten sind (s. 4.2.4), missen sie

durch Analyse zusatzlicher Allele und Rescue-Experimente tberprift werden.

5.3.2 Phanotypen von AP-3-Mutanten

In den Mutanten der Untereinheiten des AP-3-Heterotetramers cm® (carmine), g* (garnet), or*"
(orange) und rb* (ruby) sind sowohl Xanthommatin als auch Drosopterin drastisch reduziert
(s. 4.4.2.1). Diese Reduktion der Augenpigmentierung ist vor allem auf eine geringere Anzahl an
Pigmentgranula (Abb. 91) zurtickzufiihren (Ooi et al., 1997). Dass die Gene, wie z.B. garnet,
ubiquitar exprimiert werden (Lloyd et al., 1999), deutet auf weitere Funktionen in anderen Orga-

nen der Fliege hin.
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Abb. 91: Analyse der Pigmentgranula im Wildtyp und in AP-3-Mutanten. Elektronenmikroskopische
Aufnahmen, die eine tangentiale Sicht auf Augen von CS (A), rb' (B) und or' (C) auf R7-Ebene zeigen.
Leere Granula in A sind Artefakte aufgrund von starker Zerbrechlichkeit nach der Fixierung. R: Rhabdo-
mer; S/ITPG: sekundére bzw. tertidre Pigmentgranula. Maf3stab: 1,0 pm (Mullins et al., 2000).

Der Proteingehalt ist in den Larven und in den adulten AP-3-Mutanten im Vergleich zu CS stark
verringert (s. 4.4.2.2 und 4.4.2.3). Der AP-3-Komplex ist bekanntermal3en in den Transport und
die Sortierung von Proteinen involviert (Dell’Angelica, 2009), was offensichtlich einen reduzier-
ten Proteingehalt in den entsprechenden Mutanten zur Folge hat. Zusatzlich zeigt sich in den
adulten Mannchen aller vier Untereinheiten eine nahezu identische Reduktion der Gesamt-FS,
der freien FS sowie der TG. Da diese Phanotypen in allen vier Mutanten auftreten, kénnten sie
darauf zuriickzufihren sein, dass das Fehlen einer Einheit des Komplexes zur Degeneration der
verbleibenden Untereinheiten fuhrt (Zhen et al., 1999).

5.3.3 Phanotypen von VPS- und Rab-Mutanten

Die VPS-Gene carnation (car), deep orange (dor) und light (It) sind Homologe der humanen
HOPS-Komplex Komponenten (s. 1.2.4). Die entsprechenden Mutanten car’, dor* und Itrl (Dop-
pelmutante light/rolled; Kontrolle: rl*) zeigen unterschiedlich starke Reduktionen von Xanth-
ommatin und Drosopterin (s. 4.4.3.1). Diesem Phanotyp liegen Beeintrachtigungen in der Bioge-
nese von Pigmentgranula zugrunde (Pulipparacharuvil et al., 2005).

Auch in den Mutanten ca' und Itd' sind beide Pigmente verringert, da die interagierenden
Proteine Claret (Ca) und Lightoid (Ltd) fur die Synthese von Pigmentgranula erforderlich sind.
Ltd und Ca regulieren vermutlich einen AP-3-unabhangigen Weg der Biogenese von LROs
(lysosome-related organelles; Ma et al., 2004).

AulRerdem sind Lipidphanotypen in den VPS- und Rab-Mutanten zu beobachten (s. 4.4.3.2 und
4.4.3.3). Dabei sind ein erhdhter Gehalt an FS in Larven sowie ein erhdhter Proteingehalt in

adulten Mannchen von dor! hervorzuheben. In manchen dor-Allelen wurde das Ausbleiben der

141



5 Diskussion

Histolyse des larvalen Fettkdrpers beobachtet, was dazu fiuhrt, dass dieser in den adulten
Fliegen verbleibt (Lucchesi et al., 1968). AuRerdem zeigen dor-Mutanten Defekte in der pro-
grammierten Makroautophagie. Dor kontrolliert die Makroautophagie indirekt Uber Ecdyson-
Signalling sowie direkt Uber autolysosomale Fusionen (Lindmo et al., 2006). Demgegeniiber
steht jedoch eine drastische Reduktion der Gesamt-FS, der freien FS und der TG in adulten
Mannchen aller getesteten Mutanten dieser Gruppe. Darlber hinaus wurde eine Verschiebung
der FS in den langerkettigen ungesattigten Bereich detektiert. Der starkste Phanotyp wurde
dabei jedoch in der Kontrolle rl* festgestellt, was bedeutet, dass nicht It fiir die Veranderungen in
Itrl verantwortlich ist. AuBer einer Expression von rolled im Fettkdrper (Berghella und Dimitri,
1996) sind bisher keine Lipidassoziationen im Zusammenhang mit diesem Gen bekannt. Zur
Uberprufung und Verifizierung dieser Phanotypen in den Enzym-Mutanten sind somit weitere

Experimente notig.

5.3.4 Phanotypen von sonstigen Mutanten

Als sonstige Mutanten wurden im Rahmen dieser Arbeit cd* (cardinal), po? (pale ocelli), p* (pink),
a693

pd® (purpleoid) und z**% (zeste) zusammengefasst (s. 1.2.5).

Da cardinal-Mutanten zu dem Zeitpunkt, an dem im Wildtyp Xanthommatin synthetisiert wird,
eine Erhohung des 3-OHK Spiegels zeigen, haben Sullivan und Kollegen vermutet, dass cd und
karmoisin zusammen das strukturelle Gen fiir die Phenoxazinon Synthetase darstellen (Sullivan
et al., 1974), was aber nie bestatigt wurde. Da die entsprechenden Mutanten ausschlie3lich eine
Reduktion von Xanthommatin zeigen (s. 4.4.4.1), ist dies durchaus denkbar. In po® sowie in z2°%
ist ebenfalls nur das braune Pigment betroffen, jedoch in geringerem MaRe. In p* und pd* sind
sowohl Xanthommatin als auch Drosopterin reduziert, was darauf hindeutet, dass die Proteine
Pink und Purpleoid, wie VPS- und AP-3-Proteine, nicht direkt in die Pigmentsynthese, sondern
beispielsweise in die Synthese von LROs involviert sind. Pink ist, wie bereits erwéhnt, das

Drosophila Homolog fur HPS5, eine humane BLOC-2 Untereinheit.

Vor allem in den adulten Mannchen von po® und pd' sind auRerdem Lipidphanotypen zu
beobachten (s. 4.4.4.3). Dass bisher Uber diese Proteine sehr wenig bekannt ist, erschwert eine
Interpretation dieser Ergebnisse. Geringfiigige Unterschiede zu CS, die in z2°% festzustellen sind,
kénnten dadurch bedingt sein, dass Zeste die Expression von zahlreichen verschiedenen Genen
in allen Entwicklungsstadien beeinflusst (Pirrotta et al., 1988). Das Ortholog zu Pink aus C. ele-
gans reguliert den Fettmetabolismus (Syrzycka et al., 2007), was ebenfalls Verschiedenheiten

im Lipidgehalt oder der Lipidzusammensetzung in p* erklaren wiirde.
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5.3.5 Interaktionen von Rab-Proteinen, dem AP-3-, dem BLOC-2- und
dem HOPS-Komplex

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Komponenten der Komplexe AP-3, BLOC-2 und HOPS sowie
Rab-Proteine charakterisiert. Mutationen in diesen Proteinen beeinflussen primar die Augen-
pigmentierung, haben aber auch teilweise einen Einfluss auf den Lipidgehalt in Drosophila
(s. 4.4).

Wie bereits einleitend erwahnt, stehen humane Defekte in manchen dieser Proteine im Zusam-
menhang mit dem Hermansky-Pudlak Syndrom (HPS). HPS entsteht durch Mutationen in
verschiedenen Genen, die Bestandteile von Proteinkomplexen mit mehreren Untereinheiten sind,
wie z.B. dem AP-3-, dem BLOC-2- oder dem HOPS-Komplex. Auch Rab-Proteine sind mit HPS
assoziiert (Raposo und Marks, 2007).

Das Hermansky-Pudlak Syndrom (HPS) ist eine genetisch bedingte multisystemische Krankheit,
die von Mutationen verursacht wird, welche mit der Biogenese von LROs, z.B. von Melanoso-
men, interferieren (Gahl et al., 1998). Melanosomen sind intrazellulare Organellen, die von Mela-
nozyten der Haut und der Augen generiert werden und fir die Synthese und Speicherung von
Melanin verantwortlich sind (Raposo und Marks, 2007). Defekte in der Herstellung sowie der
Sortierung von Melanosomen sind fiir den okulokutanen Albinismus der HPS-Patienten verant-
wortlich (Nguyen et al., 2002; Nguyen und Wei, 2004). Aullerdem ist bekannt, dass HPS-Patien-
ten Stérungen im Lipidmetabolismus zeigen, namlich eine Erhéhung des Serum-Cholesterol-

spiegels (Syrzycka et al., 2007).

Abbildung 92 zeigt schematisch die Entstehung von Melanosomen. Dabei ist der AP-3-Komplex
auf Knospen friher Endosomen lokalisiert und spielt eine Rolle am Transport von Tyrosinase zu
Lysosomen oder zu neurosekretorischen Granula anderer Zelltypen. BLOC-2 ist an der Regu-
lierung eines weiteren Synthesewegs Uber Tyrosinase und TYRP1 (tyrosinase-related protein 1)
beteiligt. Diese beiden Proteine sind auf reifende Melanosomen ausgerichtet und férdern dort
die Melanin-Ablagerung. Die Rab GTPasen RAB32 und RAB38 werden unter anderem in Mela-
nozyten exprimiert und beeinflussen die Synthesewege der Melanosomen.

Aulerdem interagiert der HOPS-Komplex mit endosomalen SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein receptors) und reguliert entscheidende Interaktionen, die flr

den Transport von Endosomen zu Lysosomen bendtigt werden.

Dieses endosomale System beinhaltet ein umfassendes Netzwerk an Organellen und anderen
Einheiten mit wichtigen Aufgaben in der Signaltransduktion, der Aufnahme von Nahrstoffen
sowie der Zerstérung von Pathogenen. Die komplexen Funktionen dieses Systems konnten bis

heute nicht vollstandig aufgeklart werden (Raposo und Marks, 2007).

143



5 Diskussion

At
|
/o
J/ I
/ |
3
A ®) N
il
s ! \J endosoqie.s
v I } ? N
“\ _,/’/ —
&&g%/_{’ RAB38/32? T000\ R P PMEL
\\\;:{ d\l‘ ‘:9\ p 7-1;: = ———=TYRPI
e . ((O)) === Tyrosinase
Golgi " Late \; / Eﬁdocytic
endosomes = cargo

Abb. 92: Modell der Entstehung von Melanosomen. Schematische Darstellung von endosomalen und
melanosomalen Organellen aller melanozytischen Stadien und ihrer biosynthetischen, substratabhangi-
gen Transportwege. Alle melanosomalen Ladungen stammen vom Golgi-Apparat ab und Uberqueren
vakuolare oder tubuldre Elemente entweder direkt oder indirekt Uber die Zellmembran. PMEL Fibrillen se-
gregieren zu Melanosomen des zweiten Stadiums. Der AP-3-Komplex initiiert einen Endosom-Melanosom
Syntheseweg fiur die Tyrosinase. BLOC-1 und BLOC-2 regulieren einen zweiten Pathway, der Uber Tyro-
sinase und TYRP1 fihrt. Tyrosinase und TYRP1 sind ausgerichtet auf reifende Melanosomen, wo sie die
Melanin-Ablagerung (orange) férdern. Endozytische Ladungen sind fir Lysosomen bestimmt. Die Rab-
Proteine RAB32 und RAB38 haben maglicherweise einen Einfluss auf diese Synthesewege. I, lll, IV: Ent-
wicklungsstadien der Melanosomen; AP: adaptor protein; BLOC: biogenesis of lysosome-related orga-
nelles complex; PMEL: melanocyte protein; RAB: ras-related in brain; TYRP: tyrosinase-related protein
(Raposo und Marks, 2007).

Ein ahnliches Zusammenspiel dieser Komponenten kdnnte fiir die Synthese der Pigmentgranula
in Drosophila verantwortlich sein. Diese sind, wie Melanosomen im Sauger, spezialisierte For-
men spater Endosomen oder Lysosomen (Lloyd et al., 1998).

Moglicherweise wird der ABC-Transporter White dabei von beteiligten Proteinen, z.B. dem
AP-3-Komplex, vom endoplasmatischen Retikulum zu den Granula transportiert und daraufhin
durch die Dimerisierungspartner stabil in deren Membran integriert. Das wirde erklaren, warum
in AP-3-Mutanten sowohl Xanthommatin als auch Drosopterin reduziert sind (Lloyd et al., 2002;
Dell’Angelica, 2009). Diese Vermutung konnte durch Immunohistochemie mit a-W an den
entsprechenden Mutanten Uberpriift werden. Da diese Gene nicht augenspezifisch, sondern
ubiquitar exprimiert werden, sind sie wahrscheinlich an Transportprozessen im ganzen Korper
von Drosophila beteiligt (Lloyd et al., 2002). Es ist anzunehmen, dass White durch den AP-3-
Komplex auch zu den Vesikeln der Malpighischen Gefalde transportiert wird. Eine weitere
denkbare Funktion der AP-3-Proteine im Korper der Taufliege ware, aufgrund der in dieser

Arbeit beschriebenen Phanotypen (s. 5.3.2), die Sortierung von Lipiden.
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5.4 Charakterisierung der ABC-Transporter Familien ABCA
und ABCG

Humane ABC-Transporter spielen bekanntermallen eine Rolle bei lipidassoziierten Krankheiten
(s. 1.1). Um Auswirkungen von Defekten in den Drosophila Unterfamilien ABCA und ABCG zu
analysieren, wurden die entsprechenden Gene mithilfe des UAS-GAL4-Systems (s. 2.1.2.3)
gezielt herunterreguliert. Veranderungen in Lipidgehalt und -zusammensetzung in den entspre-
chenden Genotypen geben Hinweise auf Funktionen der ABC-Proteine im Transport von Lipiden.
Da im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass white den Lipidmetabolismus beein-
flusst, wurden die knock-down-Fliegen nicht wie gewoéhnlich im white-, sondern im CS-Hinter-
grund getestet, um einen Effekt von white zu vermeiden. Vermutlich hat jedoch auch die Fehl-
expression von mini-white Auswirkungen auf den Lipidgehalt, wie bereits unter 5.2.4 erortert.
Darlber hinaus ist zu beachten, dass der Transkriptionsfaktor GAL4 aus der Hefe die Expres-
sion vieler Gene in Drosophila, beispielsweise des ABCA-Gens CG1819, verandert (Liu und
Lehmann, 2008), was sich ebenfalls auf den Lipidmetabolismus auswirken kdnnte. Aullerdem ist
nicht bekannt, ob und wie stark die verwendeten Konstrukte das entsprechende Gen herunter-
regulieren.

Uber den GroRteil der ABCA- und ABCG-Transporter sind bisher kaum Informationen erhéltlich,
was die Interpretation der Ergebnisse erschwert. Im Folgenden werden Auffalligkeiten hervorge-
hoben und diskutiert. Dabei wurde in allen RNAi-ABCA- und RNAi-ABCG-Larven eine Erhéhung
von Phosphatidylcholin (PC) sowie eine Reduktion von Phosphatidylserin (PS) beobachtet.
Diese Effekte lassen sich nur durch den gemeinsamen genetischen Hintergrund dieser Linien

erklaren.

5.4.1 ABCA-Transporter und der Lipidmetabolismus

Wie bereits einleitend erwahnt (s. 1.1), sind in Drosophila zehn ABCA-Transporter bekannt, die

bisher nur durch ihre CG-Nummer annotiert sind (Dean et al., 2001).

Der knock-down von CG6052 wurde mit zwei verschiedenen Konstrukten durchgefihrt, mit
gleichem Ergebnis: In Larven ist der Proteingehalt erhéht, wahrend Sterole und TG reduziert
sind (s. 4.5.1). In adulten Mannchen sind hingegen die Gesamt-FS verringert. Dabei konnte es
sich durchaus um einen nennenswerten Lipidphanotyp handeln. Zu diesem Gen existieren bis-
her jedoch keine Publikationen, die auf eine Involvierung in den Lipidmetabolismus hinweisen.

Auch bei RNAIi-CG4794 konnten Phanotypen mit zwei unterschiedlichen Linien bestatigt werden.
Larven zeigen dabei einen erhdhten Proteingehalt und eine Reduktion der Sterole, adulte

Fliegen eine Verringerung der Gesamt-FS und der TG. Es sind jedoch auch signifikante Unter-
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schiede in den beiden erhaltenen Genotypen zu beobachten, wie beispielsweise eine starke
Erhdhung des Proteingehalts adulter Mannchen nur in einem der knock-downs. Mdglicherweise
ist die Effizienz der verwendeten RNAi-Linien unterschiedlich.

Auch bei den knock-downs von CG1819, CG1801, CG1494 und CG7491 sind teilweise starke
Unterschiede zur Kontrolle festzustellen. Zur Herunterregulierung dieser Gene wurde jedoch nur
je eine RNAI-Linie verwendet.

Es ist auRerdem zu beachten, dass sich in der Verteilung der PL in Larven auch die beiden Kon-
trollen signifikant voneinander unterscheiden, was, wie bereits diskutiert (s. 5.2.4), durch die

unterschiedliche Expression von mini-white verursacht sein kénnte.

ABCA1, eines der zwolf Mitglieder der humanen Homologe der ABCA-Unterfamilie, ist bekann-
termalien am Cholesterin- und Phospholipidtransport beteiligt. Die auffalligsten Veranderungen
im Gehalt an Phospholipiden in Drosophila sind mit RNAi-CG7491 zu beobachten. Unterschiede
im Sterolgehalt konnten beim knock-down von CG6052 und CG4794 festgestellt werden.

5.4.2 ABCG-Transporter und der Lipidmetabolismus

Die ABCG-Transporter mit 15 Mitgliedern sind die grofite ABC-Unterfamilie in Drosophila (Dean
et al., 2001). Von diesen Proteinen sind, auRer White, Scarlet und Brown (s. 1.2.2), bisher nur
CG3327 (E23) und CG2969 (Atet) genauer charakterisiert. Mindestens drei der fiinf bekannten

humanen Homologe sind am Steroltransport beteiligt (s. 1.1).

Die auffalligsten Phanotypen wurden nach Herunterregulierung von Atet, einem Gen, das im
respiratorischen System exprimiert wird, festgestellt (s. 4.5.2). Der knock-down mit einer der ver-
wendeten Linien ist bereits in der friihen larvalen Entwicklung letal, mit der zweiten untersuchten
Linie zeigt sich Letalitdt vor der Verpuppung. Zuséatzlich ist in den RNAi-Atet-Larven eine sehr
starke Erh6hung von Protein- und Lipidgehalt festzustellen. Interessanterweise ist Atet im Fett-
kérper des Larvalstadiums schwacher, der adulten Fliegen hingegen starker exprimiert als in der
ganzen Fliege (Flyatlas). Uber einen Zusammenhang von Atet mit dem Lipidmetabolismus ist
bisher nichts bekannt.

Weitere bemerkenswerte Phanotypen sind nach Herunterregulierung von CG3164 zu verzeich-
nen. Zusatzlich zu einer Erhéhung der Gesamt-PL konnte eine Verschiebung von Linol- zu
Palmitoleinsaure beobachtet werden. Mdglicherweise wird Erstere in diesen Larven verstarkt zu
Palmitoleinsaure konvertiert oder es wird weniger Linolsdure aufgenommen. Ein vergleichbarer
Phanotyp konnte bei den verschiedenen Wildtypstammen (s. 4.2.4) nicht beobachtet werden.

Darlber hinaus flihrt ein knock-down dieses Gens zur Letalitdt im Puppenstadium. CG3164 ist
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also essentiell fir den Metabolismus, was entweder einen direkten oder einen indirekten Effekt
auf die Lipidverteilung haben kann.

Das Gen CG4822 ist sehr stark im Fettkorper exprimiert (Flyatlas), die entsprechenden knock-
down Fliegen zeigen jedoch, aul3er einer Erhdhung der Sterole in Adulten, keine nennenswerten
Phanotypen, die mit beiden Konstrukten bestatigt werden konnten. Mdglicherweise zeigen die
verwendeten RNAI-Linien eine unterschiedliche Effizienz.

Mit den zwei Uberpriften RNAI-CG9664-Linien wurden in adulten Fliegen unterschiedliche
Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle beobachtet. Nach dem knock-down mit R18 G9664
auf dem X-Chromosom zeigen die Fliegen beispielsweise eine reduzierte Lebensspanne.
Vermutlich werden die Konstrukte nicht gleich stark exprimiert oder R19 G9664 ist nicht
funktionsfahig. Uber CG9664 wurde berichtet, dass es das Verhalten verandert und in den Lipid-
transport involviert ist (Sambandan et al., 2008). Worauf dabei jedoch der Link zum Lipidmeta-
bolismus begrundet ist, geht aus der Publikation nicht hervor.

Auch in RNAI-E23 sind sowohl in Larven als auch in adulten Fliegen signifikante Verdnderungen
im Lipidgehalt festzustellen. E23 ist ein negativer Regulator des Ecdysteroid-Signallings (Thum-
mel und Chory, 2002) und wurde in einem Screen als Clock-Protein identifiziert (Matsumoto
et al., 2009). Uber einen Zusammenhang von E23 mit dem Lipidmetabolismus ist bisher nichts
bekannt, das Gen wird jedoch im larvalen Fettkorper stark exprimiert (Flyatlas).

Letzteres wurde auch fir CG7346 beschrieben (Flyatlas). Im entsprechenden knock-down mit
der einen verfiigbaren Linie sind sowohl in Larven als auch in adulten Fliegen signifikante Unter-
schiede zur Kontrolle festzustellen.

Bei diesen Ergebnissen ist aber wiederum zu beachten, dass sich die beiden Kontrollen
voneinander unterscheiden (s. 5.4.1). Besondere Verschiedenheiten sind dabei in den adulten

Mannchen von w;; da-GAL4/+ nach 2 bzw. 7 Tagen zu beobachten.

Mit keiner der untersuchten RNAI-Linien wurden jedoch nennenswerte Veranderungen des Ste-
rolgehalts beobachtet, was bei einer funktionellen Homologie zu den humanen ABCG-Proteinen

ZU erwarten ware.

Insgesamt zeigen die vorliegenden Lipidanalysen, dass nur bei einer sorgfaltigen Betrachtung
aller genetischen Hintergrund-Effekte relevante Schliisse gezogen werden kdnnen. Die hohe
Variabilitat bei unterschiedlichen Wildtypstammen zusammen mit der Beobachtung von gegen-
laufigen Lipideffekten in mehreren Allelen des gleichen Gens (z.B. brown) bedeuten, dass fir
jeden der ABCA- bzw. ABCG-Transporter ein umfangreiches Repertoire an Kontrollstammen

hergestellt und analysiert werden muss, um eine eindeutige Aussage treffen zu kdnnen.
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