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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

1.1. Zusammenfassung

Die extrazelluldare Matrix (ECM) ist ein Netzwerk aus Proteinen, die sich im interzelluldaren Raum mit
Zelloberflachenproteinen verkniipfen und so fiir die Stabilitdt von Geweben und Organen sorgen.
ECM-Komponenten sind an Zellmigration, Differenzierung von Geweben oder auch an Signalwegen
beteiligt. Bisherige Studien zeigen, dass an der Ausbildung einer ECM die hoch konservierten
Komponenten Laminin, Perlecan, Nidogen, Kollagen IV und Kollagen XV/XVIII beteiligt sind. Dabei
assemblieren sekretierte Laminin Heterotrimere durch Bindung an Zelloberflachenrezeptoren zu
einem Laminin-Netzwerk. Die Linkerproteine Nidogen und Perlecan binden an dieses Netzwerk und
ermoglichen die Bindung von Kollagenen (Hohenester and Yurchenco, 2013; Hynes, 2009).

Die Genregulation von ECM-Komponenten wurde bisher nur wenig untersucht, da man von einer
Selbstassemblierung der ECM Proteine an der Zelloberfliche und einer Interaktion mit ihren
Bindepartnern ausging, die unabhdngig von ihrem Expressionsort ablduft. Die transkriptionelle
Genregulation von Laminin-Untereinheiten in verschiedenen Geweben ist ein entscheidender Schritt
fir das Verstandnis der Assemblierung von ECM in vivo. Durch Reportergenanalysen konnte eine
gemeinsame Expression von Laminin B1 (LanB1) und Laminin B2 (LanB2) in friihen mesodermalen
Zellen, in entodermalen und ektodermalen Darmprimordien sowie im Dotter und der Amnioserosa
gezeigt werden. Somit scheinen Gewebe aus allen Keimblattern die Moglichkeit zu besitzen eine frithe
gewebespezifische ECM selbst zu initiieren, die als Voraussetzung spaterer Sekretion von Hamozyten
und dem Fettkorper dienen kénnte. Embryonen mit komplettem Verlust der Himozytensekretion
besitzen eine Laminin-haltige ECM, welche alle embryonalen Gewebe umbhiillt und fir die friihe
Ausbildung der Gewebe ausreicht, allerdings nicht fir die finale Differenzierung. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass beide untersuchten Laminin Gene durch cis-regulatorische Elemente in den
groBen intronischen Enhancern kontrolliert werden. In Abwesenheit des GATA-Faktors Serpent (Srp)
ist die Laminin Reportergenexpression stark reduziert, was die Abhangigkeit des GroRteils des Laminin
Expressionsmuster von Srp Aktivitat zeigt. Die direkte Bindung von Srp in den intronischen Enhancern
von LanB1 und LanB2 konnte mittels ChIP-gPCR nachgewiesen werden. Zusatzlich zeigt ektopisch
exprimiertes Srp in Muskelzellen eine Aktivierung der LanB1 und LanB2 Enhancerelemente in
somatischen Muskeln. Diese Resultate zeigen eine Ubergreifende Rolle von Srp fir die Laminin
Regulation in den Geweben und Keimblattern von Drosophila.

Die Rolle von Nidogen (Ndg) wurde fiir die Verlinkung zwischen dem Laminin- und dem Kollagen-
Netzwerk und der damit verbundenen Assemblierung der ECM interpretiert. Dementsprechend ist
auch die Ndg Proteinsequenz von Drosophila in der vergleichenden phylogenetischen Analyse hoch
konserviert, was mit der Zuordnung zum so genannten , basement membrane toolkit” einhergeht.
Trotzdem sind hypomorphe und auch amorphe Ndg Mutanten lebensfahig und zeigen dartber hinaus
keine Differenzierungsstérungen von Geweben, wie es bei Verlust von allen anderen Komponenten
des ,basement membrane toolkit" der Fall ist. Die darauffolgende Analyse der ECM-Komposition in
Ndg Mutanten zeigt widerspriichliche Ergebnisse zu der bisher postulierten Rolle von Ndg als
essentiellem Bindeglied zwischen den Laminin- und Kollagen-Netzwerken, da die Komponenten der
Basallamina unverdndert vorhanden sind. Ein Letalitatstest mit zunehmendem Alter der Elterntiere
lasst zunadchst auf eine altersabhdngig steigende embryonale Letalitat schlieRen, die mit fehlender
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Befruchtung in Zusammenhang gebracht werden konnte. Diese verminderte Fruchtbarkeit konnte
sowohl auf verringerte Fertilitdt der Mannchen wie auch der Weibchen zurlickgefiihrt werden. In
anschlieBenden Analysen konnte eine Rolle von Ndg in der Oogenese gezeigt werden, die auf einen
Defekt in der Stammzellerneuerung oder auf physiologische Defekte hinweist. Die Ergebnisse zeigen,
dass Ndg nicht fiir die Assemblierung der Basallamina verantwortlich ist, sondern eine wichtige
Funktion flr die reproduktive Fitness zeigt.

Der Abbau von ECM wird Uber Matrix Metalloproteinasen (Mmps) realisiert. Dabei konnte in
vorherigen Studien schon eine entscheidende Rolle beider in Drosophila existierenden Mmp Gene fir
die Entwicklung gezeigt werden und dariber hinaus auch Unterschiede in der Substratspezifitat (Jia
et al,, 2014; Page-McCaw et al., 2003). Die Analyse der Proteinverteilung wahrend der Metamorphose
deutet auf abweichende Rollen fiir die Degradierung und Remodellierung der ECM hin. Wahrend
Mmp1 eher im extrazelluldaren Raum agiert und auch auf histolysiertem Material zu detektieren war,
konnte Mmp2 zu den Zeitpunkten an Membranen lokalisiert werden, wenn die ECM im starken MaRe
abgebaut wird. Durch Expressionsanalysen konnte gezeigt werden, dass Mmpl unter anderem
Enhanceraktivitdt in Himozyten aufzeigt, wahrend Mmp2 in den Geweben exprimiert wird, in denen
ECM degradiert bzw. remodelliert werden muss. Durch einen Knockdown von Mmp2 konnte eine fiir
die Entwicklung entscheidende Rolle wahrend der Metamorphose gezeigt werden. Der Verlust von
Mmp2 fiihrt zu fehlerhafter Kontraktion der viszeralen Muskulatur und einer unvollstiandigen
Histolyse des larvalen Mitteldarms. Durch Analyse der ECM Komposition nach Knockdown von Mmp2
konnte gezeigt werden, dass Proteine der Basallamina an der viszeralen Muskulatur von Mmp2
degradiert werden. Die starke Expression in Hdmozyten und die Proteinverteilung im extrazelluldren
Raum von Mmpl sowie die gewebespezifische Expression und die membranstdndige
Proteinlokalisation von Mmp2 deuten auf unterschiedliche Rollen der Mmps fiir den Ablauf der ECM
Remodellierung wahrend der Metamorphose hin.
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1.2. Summary

The extracellular matrix (ECM) is a network of proteins located in the intercellular space which interact
with cell surface proteins and provides for tissue- and organ-stability. ECM components are involved
in cell migration, tissue-differentiation and signaling pathways. Recent studies have shown that the
highly conserved components Laminin, Perlecan, Nidogen, Kollagen IV and Kollagen XV/XVIIl are
involved in matrix assembly. Thereby, secreted Laminin heterotrimers self-assemble at the cell surface
via interaction with receptors into a Laminin network. The linker proteins Perlecan and Nidogen bind
to this network and allow binding of Collagen (Hohenester and Yurchenco, 2013; Hynes, 2009).

Gene regulation of extracellular matrix (ECM) components is poorly understood due to the
assumption that ECM proteins self-assemble at the cell surface independent of their origin and
subsequently interact with their binding partners. Therefore, elucidating transcriptional regulation of
Laminin expression in distinct tissues represents a key step in our understanding of ECM assembly in
vivo. Here we show that Laminin B1 (LanB1) and Laminin B2 (LanB2) share common expression
patterns in early mesodermal cells, in endodermal and ectodermal gut primordia, but also in the yolk
compartment and amnioserosa, suggesting that every germ layer has the property to initiate an early
tissue-specific ECM by itself as an essential prerequisite for later secretion of Laminins by hemocytes
and fat body cells. Indeed, embryos with complete loss of hemocyte secretion reveal a Laminin-
containing ECM that surrounds all embryonic tissues and seems to be sufficient for early tissue
formation, but is unable to elicit their final differentiation. Further, we demonstrate that both Laminin
genes are controlled by cis-regulatory modules (CRMs) for their tissue-specific secretion, which are
located in the large intronic enhancers. In the absence of the GATA-transcription factor Serpent (Srp),
Laminin reporter gene expression was strongly limited, indicating that a majority of the Laminin
expression pattern depends on Srp activity. Using ChIP-qPCR, we were able to demonstrate a direct
binding of Srp to the intronic enhancers of LanB1 and LanB2. In addition, ectopically expressed
myogenic Srp activated the enhancer elements of LanB1 and LanB2 in somatic muscles. Our results
confirm Srp as an overarching regulator of Laminin expression in the tissues and germ layer of
Drosophila.

The role of Nidogen (Ndg) was postulated as essential crosslinker between Laminin and Collagen
networks and therefore for ECM assembly. The amino acid sequence of Drosophila Ndg is highly
conserved across phylogeny which is consistent with the affiliation to the so called “basement
membrane toolkit”. However, hypomorphic and amorphic Ndg mutants are viable and moreover, do
not show any failure of tissue differentiation, which is the case in every other loss of a component of
the “basement membrane toolkit”. The following analysis of ECM composition in Ndg mutant
background reveals conflicting results to the postulated role of Ndg as essential crosslinker between
Laminin and Collagen networks. The essential components of the basement membrane are unaltered.
A lethality test with an increasing age of parental flies indicate an age dependent increase of
embryonic lethality, but could also be explained with a loss of fecundity, which could be assigned to a
decrease of fertility of female and male. So, it could be shown, that Ndg play a role in oogenesis, which
indicates a defect in stem cell proliferation or tissue physiology. These results show that Ndg is not
essential for overall assembly of the basement membrane, instead, it plays an import role in
reproductive fitness.

Degradation of ECM depends on Matrix Metalloprotinases (Mmps). Recent studies have shown a
critical role for both Drosophila Mmp genes for development and moreover, differences between
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substrate specifity (Jia et al., 2014; Page-McCaw et al., 2003). Analysis of protein distribution during
metamorphosis point to distinct roles for ECM degradation and remodeling. Mmpl seems to act
extracellular and could be detected in histolysed material, while Mmp2 is localized at the membrane
during intense ECM degradation. Expression analyses show strong enhancer activity of Mmp1 in
hemocytes and enhancer activity of Mmp2 in tissues, which are under ECM remodeling respective
degradation. A time-specific knockdown of Mmp2 during metamorphosis reveals an essential role of
Mmp2 for development during metamorphosis. Mmp2 is needed for contraction of visceral muscles
and histolysis of larval midgut epithelium. Analysis of Mmp2 Knockdown show, that proteins of the
basement membrane of the visceral musculature are degraded by Mmp2. The strong Mmpl
expression pattern in hemocytes, the extracellular protein distribution and the strong tissue-specific
expression and membrane associated protein distribution of Mmp2 indicate distinct roles of Mmps
for ECM remodeling during metamorphosis.
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2. Einleitung

2.1. Der Aufbau der extrazellularen Matrix

Die extrazellulare Matrix (ECM) ist essentiell fiir den Aufbau multizellularer Organismen. Sie schitzt
Organe vor mechanischen und chemischen Reizen, ist an der Zellpolaritat sowie an der Zellmigration
beteiligt und spielt flr die Bindung von Morphogenen und Wachstumsfaktoren eine Rolle (Humphrey
et al., 2014; Hynes, 2009). Die Variabilitat und Komplexitat einer ECM wird durch die hohe Anzahl an
Genen reflektiert, die flir ECM oder ECM-assoziierte Proteine codieren. Das so genannte ,,Matrisom”
umfasst hierbei Gber 1000 Gene (Hynes and Naba, 2012; Martin et al., 1984; Naba et al., 2016). Dabei
ist die Assemblierung dieser komplexen ECM von der Interaktion einiger weniger Komponenten
abhangig. Das ,basement membrane toolkit" beschreibt die miteinander interagierenden
Komponenten, die wahrend der Evolution der meisten Metazoen erhalten blieben und hoch
konserviert sind (Hynes, 2012; Whittaker et al., 2006; Yurchenco, 2011). Die grundlegende Struktur
der Basallamina besteht aus zwei Netzwerken, einem Laminin- und einem Kollagen Typ IV-Netzwerk,
die Giber die Linker-Proteine Nidogen und Perlecan miteinander verknipft sind (Yurchenco, 2011). An
diesem Gerust sind zusatzlich Kollagen XV/XVIIl Orthologe assoziiert. In Drosophila codieren lediglich
neun Gene flr Proteine des , basement membrane toolkit” (Hynes, 2012). Davon codieren vier Gene
fir Laminin-Untereinheiten (zwei a-Untereinheiten mit Laminin A/LanA und Laminin wing blister/wb;
eine R-Untereinheit mit Laminin B1/LanB1 und eine y-Untereinheit mit Laminin B2/ LanB2), zwei fir
Typ IV Kollagene (Collagen type IV alpha 1/Col4al und viking/vkg) und ein Gen fir ein Typ XV/XVIII
Homolog (Multiplexin/Mp). Jeweils ein Gen codiert fiir die Linker-Proteine Nidogen (Ndg) und Perlecan
(Pcan), welches durch terribly reduced optic lobes (trol) codiert wird (Borchiellini et al., 1996; Dai et
al., 2018; Datta and Kankel, 1992; Friedrich et al., 2000; Henchcliffe et al., 1993; Martin et al., 1999;
Meyer and Moussian, 2009; Montell and Goodman, 1988, 1989; Urbano et al., 2009; Wolfstetter and
Holz, 2012; Wolfstetter et al., 2019; Yarnitzky and Volk, 1995; Yurchenco, 2011).

Abbildung 1: Schema des beispielhaften
Aufbaus einer Basallamina. Alle Basallaminae
bestehen aus den hoch konservierten
Komponenten: Laminin Heterotrimere (hier
.)\“ LanA in rot, LanB1 in hell-griin, LanB2 in grin)
p— und interagieren mit Zelloberflachenrezeptoren

-(" - wie beispielsweise Integrin Heterodimeren
(Beispiel: aPS2 in hellorange, BPS in orange).

Dieses  Laminin-Netzwerk ist lber die

b o e Linkerproteine Nidogen (Ndg in blau) und
I Perlecan (Pcan in gelb) an das Kollagen IV-
n;."o’ oren NI Netzwerk verknipft. Kollagen IV polymerisiert

e 4@ \ fug g0 Noig g 0% ,
II " I| " II l || W\ aus je zwei al- und einer a2-Untereinheit

Integrin ( : ) Laminin (LanA, ; )
Linker (Ndg ) Collagen IV (Col4a1, J)

(Col4al in violett, Vkg in hellviolett). Kombiniert
‘\ f ) ‘{w nach: Engel and Chiquet, 2011; Hohenester and
- oy ‘ Yurchenco, 2013; Kefalides and Borel, 20053,
o8 20 ) &0 ) 2005b.
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2.2. Dieinitiale Assemblierung der extrazellularen Matrix durch Laminin
Laminine als heterotrimere Proteine der extrazellularen Matrix (ECM) bilden die Hauptbestandteile
von Basallaminae (Bl). Diese Proteine selbst-assemblieren in ein zellassoziiertes Netzwerk und
interagieren dabei mit Zelloberflachenrezeptoren, wie Integrinen und anderen ECM-Komponenten.
Laminin Heterotrimere bestehen aus drei verschiedenen Untereinheiten (o, B und y), welche eine
kreuzformige Struktur ausbilden und im Genom von Drosophila melanogaster von nur vier Genen
codiert werden (Hohenester and Yurchenco, 2013; Timpl and Brown, 1996). Jedes Heterotrimer
durchlauft eine initiale Dimerisierung der B-, y-Untereinheiten tber Disulfid-Briickenbindung, eine
anschlieRende Inkorporation der a-Untereinheit, gefolgt von Sekretion und der finalen Bindung an die
Zelloberflache (Goto et al., 2001; Kumagai et al., 1997; Morita et al., 1985; Peters et al., 1985). Dort
fihren Laminine diverse Funktionen in Organismen aus, welche von Zell-Adhdsion (iber
Migrationsprozesse reichen (Schock et al., 2003; Urbano et al., 2009; Wolfstetter and Holz, 2012).
Experimente an Saugetierzellkulturen zeigen, dass a-Untereinheiten alleine sekretiert werden
kénnen, wahrend - und y-Untereinheiten eine simultane Expression fir ihre Sekretion bendtigen
(Yurchenco et al., 1997), was ein Indiz fir gemeinsame Regulationsmechanismen darstellt. Dariber
hinaus zeigt der Verlust der R- oder y-Untereinheit die Abhangigkeit der jeweiligen Einzelproteine fir
die Sekretion des kompletten Laminin Heterotrimers (Petley-Ragan et al., 2016; Urbano et al., 2009;
Wolfstetter and Holz, 2012).

Laminin-Untereinheiten werden bereits in der frihen Embryonalentwicklung exprimiert, ein Verlust
der beiden, essentiellen - oder y-Untereinheiten fihrt allerdings erst spat zu Phanotypen in Darm,
Tracheen, Muskulatur und Nervensystem (Urbano et al., 2009; Wolfstetter and Holz, 2012).
Komplettverluste von LanA und LanWhb resultieren ebenso in embryonaler Letalitat mit Defekten in
der somatischen Muskulatur, im Herz und im Mitteldarmepithel (Henchcliffe et al., 1993; Yarnitzky
and Volk, 1995). In hypomorphen Allelen beider Gene konnte zudem fiir LanWb eine Rolle in der
Ausbildung der Fligel, sowie flir LanA eine Rolle in der Oozytenentwicklung und der Wegfindung von
Pionieraxonen im ZNS nachgewiesen werden (Deng and Ruohola-Baker, 2000; Garcia-Alonso et al.,
1996; Martin et al., 1999).

Synthesis' Secretion Self-assembly

A Laminin A heterotrimer B Laminin W heterotrimer C l

o e I

L I

aminin A

subunit I

Abbildung 2: Schematischer Aufbau von Laminin Heterotrimeren und deren Sekretionsweg. (A)
Aufbau des LanA-Heterotrimers aus LanA (rot), LanB1 (hellgriin) und LanB2 (griin) Untereinheiten. (B)
Aufbau des LanWb-Heterotrimers aus LanWb (violett), LanB1 (hellgriin) und LanB2 (griin)
Untereinheiten. (C) Laminine werden nach der Synthese und den folgenden Di- und Trimerisierungen
als Heterotrimere sekretiert. An der Zelloberfliche selbst-assemblieren sie (ber Bindung an
Zelloberflachenrezeptoren. Je eine der N-terminalen globuldren Domanen jeder Untereinheit bindet
mit den jeweils anderen Untereinheiten. Neben der zellautonomen Laminin-Sekretion findet sich fir
Fettkdrper und Hamozyten nicht zellautonome Laminin-Sekretion. Nach: Colognato and Yurchenco,
2000; Hohenester and Yurchenco, 2013; Yurchenco, 2011.
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2.3. Die Verlinkung der extrazellularen Matrix durch Nidogen

Nidogen ist ein aus drei globuldaren Domadnen und einer rod-like Domane bestehendes Sulfat-
Glykoprotein (Carlin et al., 1981; Fox et al., 1991). Entscheidend fiir die Inkorporation in die ECM ist
dabei die Bindung der globuldren G3 Domane an die Laminin y-Untereinheit (in Drosophila LanB2),
wahrend weitere Quervernetzungen (iber die G2 Domane mit Kollagen IV und Perlecan ermdglicht
werden (Durkin et al., 1988b; Fox et al., 1991; Hopf et al., 2001; Mann et al., 1989; Reinhardt et al.,
1993). Im Kontext der Interaktionen von Nidogen mit dem Laminin- sowie dem Kollagen-Netzwerk
wurde deshalb eine wichtige Rolle fiir die Vernetzung und damit des Aufbaus der Bl postuliert
(Aumailley et al., 1993; Ho et al., 2008; Mavyer et al., 1993, 1995).

Die Analysen von Ndgl Mutanten in Mausen zeigten neurologische Phanotypen (Dong et al., 2002;
Murshed et al., 2000; Schymeinsky et al., 2002) und Doppelmutanten fiihrten durch Beeintrachtigung
der Herz- und Lungenentwicklung zu perinataler Letalitat (Bader et al., 2005; Bose et al., 2006). Zudem
wurde in C. elegans eine Rolle fiir die Organisation von neuromuskularen Verbindungen durch Ndg
beschrieben, deren Verlust ebenfalls zu neurologischen Defekten sowie zu Infertilitat flihrt (Ackley et
al., 2003; Kang and Kramer, 2000). Analysen der Zebrafischentwicklung von D. rerio zeigen dariber
hinaus eine Rolle im GréBenwachstum, da Ndg Mutanten eine verringerte durchschnittliche
Korperlange zeigen (Zhu et al., 2017). Allerdings konnte die bisher postulierte Rolle von Ndg fir die
Assemblierung von ECM Proteinen nie nachgewiesen werden. Wahrend in Vertebraten zwei oder
mehr Gene fir Ndg codieren, gibt es in Drosophila nur ein Ndg Gen, wodurch die Folgen von Ndg
Funktionsverlust einfacher analysierbar werden.

Collagen IV

Perlecan Nidogen
G1

IG3

LEb3 (LanB2)

Laminin
Abbildung 3: Schema der Protein-Interaktionen von Ndg. Ndg bindet mit seiner dritten globuldren
Doméne (G3) an die LEb3 Doméne der LanB2-Untereinheit und auRerdem mit der zweiten globuléren
Domaéne (G2) sowohl an Kollagen IV als auch Giber die IG3 Doméane an Perlecan. Neben Ndg kann auch
Perlecan sowohl an Laminin Heterotrimere wie auch an Kollagen IV binden. Nach: Aumailley et al.,
1989; Fox et al., 1991; Mayer et al., 1995, 1997; Reinhardt et al., 1993; Timpl and Brown, 1996.
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2.4. Der Abbau der extrazellularen Matrix durch Matrix Metalloproteinasen
Die ECM muss fiir eine Vielzahl von entwicklungsbiologischen Prozessen wie der Metamorphose, der
Zellmigration, aber auch der Morphogenese abgebaut bzw. umgeformt werden. Die Familie der Matrix
Metalloproteinasen (Mmps) kann nahezu jede ECM Komponente und darliber hinaus Matrix
assoziierte Proteine wie Zelloberflachen-Rezeptoren oder Zelladhdsionsproteine prozessieren
(McCawley and Matrisian, 2001; Sternlicht and Werb, 2001). Mmps werden als Pro-Enzyme
translatiert, die eine katalytische und eine autoinhibitorische Pro-Domane besitzen. Des Weiteren
besitzen sie ein Signalpeptid, welches bestimmt, ob das Enzym aus der Zelle sekretiert oder an die
Plasmamembran adhariert (Page-McCaw et al., 2007). Diese membrangebundenen MT-Mmps
(Membrane-type Mmps) besitzen entweder eine Transmembran-Domane oder eine GPI-Anker-
Domédne (Glycosylphosphatidylinositol-Domane) (Murphy and Nagase, 2008). In Drosophila
melanogaster gibt es zwei Matrix Metalloproteinasen (Mmpl und Mmp2). Diese geringe Anzahl
ermoglicht es, im Gegensatz zu den 24 humanen Mmps, grundlegende Unterschiede wie auch
Uberschneidungen in der Substratspezifitit zu untersuchen und so einfacher Riickschliisse fiir
entwicklungsbiologische Prozesse zu ziehen. Null-Mutanten sowie Doppelmutanten der jeweiligen
Drosophila Mmps Uberleben die Embryonalentwicklung und zeigen erst ab der Larvalphase Defekte
auf. In Mmp1 Mutanten kommt es zu einem gestorten Auswachsen der Tracheen (Glasheen et al.,
2010) und fiir Mmp2 ist eine Funktion im Zusammenwachsen der dorsalen Mittellinie beschrieben,
bei der die differenzierenden und migrierenden ektodermalen Histoblasten die adulte Epidermis
bilden mussen (Page-McCaw et al., 2003). Mmps werden typischerweise durch Tissue Inhibitor of
Metalloproteases (Timp) reguliert. Dabei erfolgt die Inhibierung durch Blockade der katalytischen
Region. Die Balance zwischen Timp und Mmp Expression ist entscheidend fiir die Normalentwicklung
(Haas et al., 2004; Karthikeyan et al., 2013; Smith et al., 2002). In Drosophila existiert dabei nur ein
einziges fur Timp codierendes Gen (Page-McCaw, 2008).

catalytic domain
A hemopexin domain B
\ membrantype/ @ >
GPI anchor domain Q @®
B - —

Mmp

Membranebound Mmp Mmp @

MT/GPI domain  (B®)

Z\nz* ECM > @

/ \ Mmp activating

Protease
Secreted Mmp

Abbildung 4: Schema der Mmp Prozessierung und Sekretion. (A) Schema der Proteinstruktur von
membrangebundenen und sekretierten Mmps. In ihrer inaktiven Form werden Mmps als Proenzyme
translatiert. Die katalytische Region wird in der inaktiven Form ber ein Zn?*-lon mit der Prodoméne
verknipft. Bei membrangebunden Mmps erfolgt die Bindung an die Membran entweder ber eine
Transmembran-Domane oder einen GPI-Anker. (B) Sekretion, Lokalisation und Prozessierung von
Mmps. Mmps werden als Proenzyme translatiert und anschlieBend durch Proteolyse oder
Autoproteolyse aktiviert. In ihrer aktiven Form kénnen sie ECM und andere Proteine prozessieren. Die
Inaktivierung der Mmps erfolgt durch Timps. Nach: Page-McCaw et al., 2007.




Einleitung

2.5. Vorangegangene Arbeiten und Aufgabenstellung

Basallaminae (Bl) bestehen aus zwei unterschiedlichen Netzwerken, die durch Selbstassemblierung
der jeweiligen Komponenten Laminin und Kollagen IV entstehen und mit den Linkerproteinen
Perlecan und Nidogen miteinander verknipft sind. Unterschiedliche Kompositionen von ECM-
Netzwerken wurden dabei schon detailliert analysiert. Allerdings wurde die Genregulation der fiir die
Assemblierung essentiellen Komponenten kaum beachtet. Der Grund hierfiir liegt moglicherweise in
der Annahme das extrazelluldre Matrixproteine unabhangig von ihrem Ursprung am Bestimmungsort
von selbst assemblieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Genexpression der Laminin B1 und Laminin B2 (LanB1 und LanB2)
Untereinheiten und deren Genregulation untersucht. Dabei sollte die vergleichende transkriptionelle
Analyse der beiden Gene Aufschluss dariiber geben, welche Gewebe im Drosophila Embryo lber die
Potenz verfiigen, ein initiales Laminin-Netzwerk zu sekretieren. Durch Verlust und Uberexpressions-
studien sollte die Genregulation von LanB1 und LanB2 mittels Laminin-Reporterlinien untersucht und
mit erganzenden Analysen die direkte Bindung von regulativen Transkriptionsfaktoren getestet
werden.

Da das Linkerprotein Nidogen (Ndg) das Laminin- mit dem Kollagen-Netzwerk verbindet, wurde ihm
eine Rolle fur die Assemblierung der ECM zugeschrieben. Studien in Vertebraten und C. elegans,
zeigten dagegen nur schwache, nicht letale Phanotypen. Deshalb sollte die Analyse des einzigen Ndg
Gens in Drosophila Aufschluss (iber die eigentliche Funktion geben und dabei die zuvor postulierte
Rolle tGberpriift werden. Dazu wurden neu generierte Ndg Mutanten (Wolfstetter et al. 2019) genutzt,
um die Komposition der Bl in Abwesenheit von Ndg zu analysieren. Durch Letalitdtsanalysen von
verschiedenen Entwicklungsstadien sollte die Rolle von Ndg fiir die Entwicklung beschrieben werden
und darauf aufbauend die Auswirkung des Ndg-Verlustes auf Differenzierung und Morphogenese von
Geweben und Organen analysiert werden.

Die fur die Degradierung von ECM Komponenten essentiellen Matrix Metalloproteinasen (Mmps)
haben in Drosophila und anderen Organismen redundante und spezifische Rollen fir die
Remodellierung von ECM und Geweben. Wahrend der Metamorphose werden die meisten Gewebe
von Drosophila abgebaut und neu gebildet. Die viszerale Muskulatur persistiert Uber die
Metamorphose und eine kiirzlich veroffentlichte Studie zeigt, dass das Linkerprotein Perlecan ab- und
wieder aufgebaut wird. In dieser Arbeit sollte die spezifische Rolle der beiden in Drosophila existenten
Mmps fur die Remodellierung der ECM wahrend der Metamorphose anhand des Mitteldarms
analysiert werden. Hierzu sollte die vergleichende Genexpression sowie die Proteinlokalisation
Einblick Gber die Degrationsprozesse geben und ein zeitspezifischer Knockdown wahrend der
Metamorphose die Auswirkung von Mmp Verlust aufzeigen.
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3. Material

3.1. Verbrauchsmaterialien und Chemikalien
Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Verbrauchsmaterialien von folgenden Firmen bezogen:

3.1.1. Allgemeiner Laborbedarf
Carl Roth; Werkstatt Allg. Zoologie, JLU

3.1.2. Stammhaltung Drosophila melanogaster
Greiner-One; 3M Deutschland; Macherey-Nagel; Werkstatt Allg. Zoologie, JLU

3.1.3. Chemikalien
Carl Roth; Merck; Sigma-Aldrich Chemie

3.2. Losungen und Puffer

Die verwendeten Losungen und Puffer sind fiir jede Methode angegeben. Die Prozentangaben
beziehen sich auf die Masse einer Festsubstanz (in g) gelést pro 100 ml Losungsmittel (w/v) oder auf
den Anteil einer Flussigkeit (in ml) in 100 ml Lésungsvolumen (v/v). Alle Losungen und Puffer wurden
mit Reinstwasser (Typ 1 Reinheitsgrad, Millipore-Aufbereitung von einfach entionisiertem Wasser)

hergestellt.

3.3. Gerate

Tabelle 1: Verwendete Gerite

Gerat Modell Bezugsquelle
Analysenwaage Sartorius CP 1245 Sartorius, Gottingen
Autoklaven Tuttnauer Systec 2540 EL Systech

Tuttnauer Systec 3850 ELV Systech
Binokulare M5-71585 Wild Heerbrugg
Beleuchtungssystem Schott KL 1500 LCD Schott

CO2-Anéasthesierer
Digitalkamera

Eismaschine
Elektrophoresekammer
Elektrophoresekammer fir
SDS-PAGE
Elektrophoresenetzgerat

Fluoreszenzbinoklular
Fotomikroskop

Geldokumentation
Heizblock

Hybridisierungsofen

SIS-CC 12

SIS-VC 12

DP74

Scotsman AF100
Model 40-0708
Model 40-1214
Perfect Blue Twin S

Consort E 835 300 V-500 mA
MSV 269

Olympus BX 41

Olympus BX 51

Olympus BX 53

E-Box Videosysteme
Rotilabo-Block-Heater H 250
HB-LS1H VLM

Compact Line OV4

Shake 'n' stack

Werkstatt, Universitat GielRen
Olympus SIS, Minster
Olympus SIS, Minster
Olympus SIS, Minster

Enodis

PEQLAB, Erlangen

PEQLAB, Erlangen

PEQLAB, Erlangen

Consort nv, Turnhout, Belgien
Leica

Olympus, Hamburg

Olympus, Hamburg

Olympus, Hamburg

PEQLAB, Erlangen

Carl Roth, Karlsruhe
Laborshop, Leopoldshohe
Biometra

Thermo Fisher Scientific
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Inkubator

Konfokales Laser- Scanning-
Mikroskop

Kryostat

Magnetheizriihrer
Magnetriihrer

Mikrobiologische
Sicherheitswerkbank
Mikrowelle
Netzgerate

pH-Meter

Pipetten
Prazisionswaage
Real-time Thermocycler
Schittler

Semi-Dry Blotter
Thermocycler

Ultraschalleinheit
Vortexer

Wasserbad
Wasseraufbereitungssystem

Weinkihlschrank
Zentrifugen

3.4. Reagenziensatze

diverse Modelle
Leica TCS SP2 AOBS

Leica CM 1950

MBT Brand Model L-81
MBT Brand Model L-71
Holten Save 2010

Severin Mikrowave 800

E 835

P25 Standard Power Pack
pH/ORP Elektrode HI 2110
Pipetman Classic (div. Modelle)
Sartorius BL 310

CFX96

Heidolph Rotamax 120

Certomat R
Phero-Comet

Cyclone 25

Cyclone Gradient
Mastercycler Gradient
Branson-5250

MBT Brand L 46
Vortex-Genie 2 Digital
Julabo HC-4/10 Julabo
Millipore SimplicityTM

Klarstein Botella 120S
Hettich Mikro 22R

Hettich Mikro 20

Centrifuge 5415C

Tabelle 2: Verwendete Reagenziensitze

Reagenzien

Hersteller

Material

Memmert
Leica Microsystems

Leica Microsystems
Micro-Bio-Tec-Brand
Micro-Bio-Tec-Brand
Holten Save 2010,

Severin Elektrogerate
Consort

Biometra

Hanna Instruments

Gilson

Sartorius, Gottingen
BIO-RAD

Heidolph Instruments,
Schwabach

Sartorius, Gottingen

Biotec Fischer

PEQLAB, Erlangen

PEQLAB, Erlangen
Eppendorf, Hamburg
Branson
Micro-Bio-Tec-Brand, GielRen
Scientific Industries, NY, USA
Labortechnik, Seelbach
Water Millipore Corporation,
USA

Klarstein

Andreas Hettich GmbH,
Tuttlingen

Andreas Hettich GmbH,
Tuttlingen

Eppendorf

Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix

SYBR Green Master Mix

Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification

Kit

ISOLATE Il PCR and Gel Kit
Fast Plasmid Minikit
Jetstar Plasmid Kit 2.0

Midi Gene JET Plasmid Midiprep Kit

pGEM-T Easy Vector Systems
DIG RNA Labeling Mix

Vectastain Elite, ABC-Standard-Kit

Bio-Rad
GE Healthcare

Bioline
5 Prime
Genomed

Promega
Roche

New England Biolabs

Thermo Scientific

Vector Laboratories
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RiboSafe RNase Inhibitor Bioline

3.5. GroRenstandards
Tabelle 3: Verwendete GroRRenstandards

GroRenstandard Hersteller

100 bp DNA Ladder New England Biolabs
1 kb DNA Ladder New England Biolabs
HyperLadder 100 bp Bioline

HyperLadder 1 kb Bioline

HyperPage Bioline

3.6. Medien zur Stammhaltung von Drosophila melanogaster

Maismehlagar

6.6 % (w/v) Maismehl, 4.7 % (w/v) Kristallzucker, 1.7 % (w/v) Trockenhefe, 0.75 % (w/v) Agar-Agar
(danisch pulverisiert), 0.6 % (v/v) Riibensirup, 0.33 % (v/v) Propionsaure (E 280), 0.1 % (w/v) Methyl-
4-hydroxybenzoat (Nipagin, E 218)

Traubensaftagar

25 % (v/v) Traubensaft, 2.6 % (w/v) Agar-Agar (hochrein), 1.25 % (w/v) Kristallzucker, 0.1 % (w/v)
Methyl-4-hydroxybenzoat (Nipagin, E 218)

3.7. Medien zur Kultivierung von Escherichia coli

Zur Herstellung von Bakterien-Medien wurde entionisiertes Wasser aus der Anlage, Institut flr
allgemeine und spezielle Zoologie, genutzt. Die Medien wurden bei 121 °C fir 20 Minuten autoklaviert
und vor der Nutzung mit entsprechender Menge Ampicillin versetzt.

LB Medium

1 % (w/v) Bactotrypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 85,5 mM NaCl pH 7,0

LB Agar

1,5 % (w/v) Agar-Agar (hochrein), 1 % (w/v) Bactotrypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 85,5 mM NaCl pH
7,0

SOB-Medium (Hanahan, 1983)

2 % (w/v) Bactotrypton, 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl;, 10 mM
MgSO4 pH 7,0

SOC-Medium (Hanahan, 1983)

SOB-Medium, autoklaviert, 20 mM Glucose

3.8. Antikdrper und Seren

3.8.1. Primdrantikorper
Tabelle 4: Verwendete Primarantikérper

Name, (Abk.), (Referenz) Art, Verdinnung Bezugsquelle

Anti Collagen IV, (Coll), Meerschweinchen, 1:500 Maurice Ringuette (University
(Urbano et al., 2009) of Toronto)

Anti Digoxygenin FAB Schaf, 1:4000 Roche

Fragment, Alkalische
Phosphatase konjugiert
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Anti Fasciclin 1l (Fasll),
(Bastiani et al., 1987)

Anti Fasciclin 11l (FasllIl),
(Patel et al., 1987)

Anti B-Galaktosidase, (BGAL)
Anti Green Fluorescent
Protein, ab290, (GFP)

Anti Green Fluorescent Protein
(7.1+13.1), (GFP)

Anti Laminin A, (LanA),
(Yarnitzky and Volk, 1995)
Anti Laminin B1 (LanB1),
(Kumagai et al., 2000)

Anti Laminin B2, (LanB2),
(Kumagai et al., 2000)

Anti Laminin Kc cell, (LanKc)
(Gutzeit et al., 1991)

Anti Laminin WBNh2-25610,
(LanWB), (Martin et al., 1999)
Anti Nidogen; (Ndg),
(Wolfstetter et al., 2009)

Anti Perlecan

(Friedrich et al., 2000)

Anti Red Fluorescent Protein
(5F8), (RFP)

Anti Sparc, (SPARC),
(Martinek et al., 2008)

Anti a-Tubulin (B512), (a-Tub)
Anti R3-Tubulin; (B3Tub),
(Leiss et al., 1988)

3.8.2.

Maus, 1:5

Maus, 1:10

Kaninchen, 1:2500

Kaninchen, 1:500 (IH), 1:500

(ChiP)
Maus, 1:500

Meerschweinchen, 1:500
Kaninchen, 1:500

Kaninchen, 1:500

Kaninchen, 1:2000
Kaninchen, 1:100

Kaninchen, 1:500 (IH), 1:2500
(WB)

Kaninchen, 1:1000

Ratte, 1:1000

Kaninchen, 1:500

Maus, 1:10000 (WB)
Meerschweinchen, 1:12000

Sekundarantikorper

Tabelle 5: Verwendete Sekundarantikorper

Material

Christian Klambt
(Westfalische-Willhelms-
Universitat Minster)
Christian Klambt
(Westfalische-Willhelms-
Universitat Minster)
Cappel

Abcam

Sigma-Aldrich

Thalia Volk (Weizmann
Institute of Science)
Abcam

Abcam

Stefan Baumgartner (Lund
University)
Stefan Baumgartner (Lund
University)
Stefan Baumgartner (Lund
University)
Stefan Baumgartner (Lund
University)
Chromotek

Maurice Ringuette (University
of Toronto)

Sigma Aldrich

Renate Renkawitz-Pohl
(Philipps-Universitat Marburg)

Name/Antigen Spezies, Verdiinnung Herkunft/Bezugsquelle
Anti Kaninchen-IgG, Ziege, 1:500 Vector Laboratories
biotinyliert

Anti Schaf-1gG, biotinyliert
Anti Maus-IgG, Cy2-konjugiert
Anti Kaninchen-IgG, Cy2-
konjugiert

Anti Kaninchen IgG, Cy2-
konjugiert, DyLight 488

Anti Maus-IgG, Cy3-konjugiert
Anti Kaninchen IgG, Cy3-
konjugiert

Anti Ratte 1gG, Cy3-konjugiert,
DyLight 488

Kaninchen, 1:500
Ziege, 1:40
Ziege, 1:40
Ziege,1:2000
Ziege, 1:100
Ziege, 1:100

Ziege, 1:500

Vector Laboratories
Dianova
Dianova
Vector Laboratories
Dianova

Dianova

Vector Laboratories
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Anti Meerschweinchen-IgG Ziege, 1:100 Dianova
Cy3-Konjugiert

3.8.3. Seren

Tabelle 6: Verwendete Seren
Name Verdlnnung Bezugsquelle
Ziegen (Normal Goat) Serum 1:20 Sigma-Aldrich
Schaf (Normal Sheep) Serum 1:20 Sigma-Aldrich

3.9. Fluoreszenzfarbstoffe
Tabelle 7: Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe

Name (Abk., Referenz)

Verdinnung

Bezugsquelle

Hoechst 33342 (Hoechst)
Acridin Orange

Phalloidin-
Tetramethylrhodamin B
isothiocyanate
Phalloidin-iFluor 4898 Reagent
Cytopainter
Phalloidin-Coumarin labeled

1:2000 (Stock: 5 mg/ml)
(Stock: 100 mM)
1:2000 (Stock: 0,05 mg/ml)

1:2000 (Stock: 0,05 mg/ml)

1:500 (Stock: 0,05 mg/ml)

3.10. Einbettungsmedien und Immersionsol

Tabelle 8: Verwendete Einbettungsmedien und Immersionsol

Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Sigma

Abcam

Sigma

Name Bezugsquelle
Euparal Carl Roth
Fluoromount-G Southern Biotech
DPX Fluka

Immersionsél (DIN 58884/1SO 8036/1)

3.11. Enzyme und Puffer

Tabelle 9: Verwendete Enzyme und Puffer

Name

Bezugsquelle

Leica Microsystems

Taq DNA Polymerase
MyTaq DNA Polymerase

ThermoPol Reaktionspuffer (10x)

MyTaqg Reaktionspuffer (5x)
Antarctic Phosphatase

Antarctic Phosphatase Enzympuffer

T4 DNA Ligase

T4 DNA Ligase Puffer (10x)
Notl

NEBuffer 3.1

T7 RNA Polymerase

SP6 RNA Polymerase

New England Biolabs

Bioline

New England Biolabs

Bioline

New England Biolabs

New England Biolabs

New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
Roche Applied Science
Roche Applied Science
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3.12. Primerliste

Material

Die verwendeten Primer wurden mit dem Programm Primer3 (Koressaar and Remm, 2007;

Untergasser et al., 2012) abgeleitet um eine moglichst hohe Effizienz der Amplifikation zu erreichen.

Tabelle 10: Verwendete Primer zur PCR-Amplifikation und Sequenzierung von Drosophila-DNA

Oligoname

Sequenz (5°->3")

LanB1 IE 5" Forward
LanB1 IE 5" Reverse
LanB1 IE 3’ Forward
LanB1 IE 3" Reverse

Tabelle 11: Verwendete Primer zur ChIP-qPCR

Oligoname

CGAGTACGGATTCCCCACTGAAG
CCGGCACTAGAAATGTTCTGAAAC
CAGTGGTCAGTCGCGAGGAA
CGATAAGCCGCAGCTCCAAC

Sequenz (5->3")

LanB1-GATA-TFBS1 Forward
LanB1-GATA-TFBS1 Reverse
LanB1-GATA-TFBS2 Forward
LanB1-GATA-TFBS2 Reverse
LanB1-Srp-TFBS1+2 Forward
LanB1-Srp-TFBS1+2 Reverse
LanB1-GATA-TFBS3+4 Forward
LanB1-GATA-TFBS3+4 Reverse
LanB1-Srp-TFBS3 Forward
LanB1-Srp-TFBS3 Reverse
LanB1-controll Forward
LanBl-controll Reverse
LanB1-control2 Forward
LanB1-control2 Reverse
LanB2-Srp-TFBS1 Forward
LanB2-Srp-TFBS1 Reverse
LanB2-GATA-TFBS1 Forward
LanB2-GATA-TFBS1 Reverse
LanB2-TFBS-GATA-TFBS2-Srp-TFBS2 Forward
LanB2-TFBS-GATA-TFBS2-Srp-TFBS2 Reverse
LanB2-controll Forward
LanB2-controll Reverse
LanB2-control2 Forward
LanB2-control2 Reverse

ACTCCTTCTCCCTGCCTATTCT
CGGATGCGAAGGAGTGGAAA
TTGTGGCACACTGCCTCTTT
GGCATTTGAAGCCCTTGCC
AAAACTTGGGTTCTTATCTCACCG
ACTGATAAAAACAGCGATCCAACG
ACTGATAAAAACAGCGATCCAACG
CCGACTACTCTCAATATAAGGTCCC
TGGTACGAGACGAAAATAAATCGG
AATCAAGCAAGTGGGAGCGA
AATCAAGCAAGTGGGAGCGA
CCAGACTGACCGAGGTGTTC
ATGGCCCAACCCACTTTTCA
TGCTAATCGCGCACAAACAA
ATGAAACCGAAAGTGCGGC
AGCTGGACTCTCTGCTCTACT
TCGACTTGTTGTTGCTGCCT
CGGGAAACACTCCGTCACAT
TTTCGAACCGTAAAGAGCCCA
AAGTCCTATGTTTATCAATGGCACC
TCATTGTGGCGGTTTCCTGT
GCCTGATCCTTCTTGCTGGT
ATGAATTTGGAAGCGTGGCG
CGCCTGTAGCCCGGATAAAA

Tabelle 12: Verwendete plasmidspezifische Primer zur PCR-Amplifikation und Sequenzierung

Oligoname

Sequenz (5°->3")

M13 Forward
M13 Reverse
pGreen H-Pelican MCS Forward
pGreen H-Pelican MCS Reverse

GTAAAACGACGGCCAGC
CAGGAAACAGCTATGAC
CCGATCAATTGTGCTCGGCAAC
CTTGCTCACCATGGTGGCGA
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3.13. Vektoren

Tabelle 13: Verwendete Vektoren

Name (Referenz) Bezugsquelle
PGEM-T Easy Vektor (Abb. A1) Promega
pGreen H Pelican-Transformationsvektor Achim Paululat (Universitat Osnabrick)

(Abb. A2) (Barolo et al., 2000)

3.14. Bakterienstamme
Tabelle 14: Verwendete Bakterienstamme

Name Bezugsquelle
BioBlue 10° Bioline
BioBlue 108 Bioline

3.15. Fliegenstamme

Die Fliegenstamme, welche mit dem Prafix Bl gekennzeichnet sind, wurden aus dem Bloomington
Drosophila Stock Center (http://www.flystocks.bio.indiana.edu) bezogen. Die Fliegenstimme, welche
mit dem Préafix Ky gekennzeichnet sind, wurden aus dem Drosophila Genetic Resource Center, Kyoto
(http://www.dgrc.kit.ac.jp) bezogen. Die Fliegenstamme, welche mit dem Préfix Vi gekennzeichnet
sind, wurden aus dem Vienna Drosophila RNAi Center (http://stockcenter.vdrc.at/control/main)
bezogen.

Die Beschreibung der Genotypen folgt der Nomenklatur nach (Lindsley and Zimm, 1992) und gemaR
den Richtlinien der ,Genetic nomenclature for Drosophila melanogaster” des Flybase-Konsortiums
(http://flybase.org; McQuilton et al., 2012; Thurmond et al., 2019).

Tabelle 15: Reporterlinien

Fliegenlinie, Abk. (Ref.) Stammnummer Genotyp

LanB1 IE 5'-GFP (diese Arbeit) | - w LanB1 IE 5°-GFP
- w; LanB1 |IE 5'-GFP
- w; ; LanB1 IE 5'-GFP

LanB1 IE 3°-GFP (diese Arbeit), | - w; LanB1 IE 3°-GFP
- w; ; LanB1 IE 3'-GFP
LanB2 UE-GFP (Bischoff, 2016) | - w; LanB2 UE-GFP
LanB2 IE 5'-GFP - w; LanB2 |IE 5'-GFP
(Bischoff, 2016)
LanB2 IE 3'-GFP - w; LanB2 IE 3’-GFP
(Bischoff, 2016) - w; ; LanB2 IE 3°-GFP
Mmp1"%? (Spradling et al., BI-12205 y! wé7%;
1999) P{lacW}Mmp1*°48%°/CyO
Mmp2'%<Z (Spradling et al., BI-10359 y! wé7%;
1999) P{lacW}Mmp2*9°%%4/Cy 0
Mmp2::eGFP (Nagarkar- BI-60512 y! wb7e23; Mi{PT-
Jaiswal et al., 2015) GFSTF.2})Mmp2M0485-
GFSTF.Z/SM6G
trol::GFP (Morin et al., 2001) Ky-110807 w* P{w+mC=PTT-un1}ZCL1700
vkg::GFP (Morin et al., 2001) Ky-110626 w*; P{w+mC=PTT-un1}G00205
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LanB1::GFPTRS (Sarov et al., Vi-318180 w; ; LanB1::GFPTR¢
2015)
Mmp1::GFPTRS (Sarov et al., Vi-318052 w;; Mmp1::GFPR¢
2015)
Tabelle 16: Mutanten
Fliegenlinie, Abk. (Ref.) Stammnummer Genotyp
Ndg?%4 (Wolfstetter et al., - w*; Ndg?%4
2019)
Ndgt4(Wolfstetter et al., - w*; Ndg*4
2019)
Mmp1? BI-58709 w*; Mmp1%/CyO
(Page-McCaw et al., 2003)
Mmp1Qtistop BI-59380 w*; Mmp1@t13stor /0y, 0-
(Page-McCaw et al., 2003) Df(2R)B80, y+
Mmp1Mi%3787 (Nagarkar-Jaiswal | BI-37224 yr w*; MifMIC}Mmp1™M03787
et al., 2015)
Mmp2Mi02914 (Nagarkar-Jaiswal = BI-36162 yiw’;
et al., 2015) Mi{MICIMmp2M19214 /Sp 16
srp™°* (Cooley et al., 1988; BI- 59020 w?*; ; P{hsneo}srpneo45s
Rehorn et al., 1996) el1/TM68B, Tb1
srp? (Nelson and Szauter, Bl-2485 rut h! Diap1?® st* cu? srp® srtes
1992; Reuter, 1994) ca'/TM3, Sb* Ser?
W1118 B|'3605 W1118
Tabelle 17: GAL4-Linien
Fliegenlinie, Abk. (Ref.) Stammnummer Genotyp
Act5C-GAL4 Bl-4414 y! w*; P{Act5C-GAL4}25F01 /
Gyo,y’
Mef2-GAL4 BI-27390 y! w*; P{GAL4-Mef2.R}3
Mhc-GAL4 BI-55133 w¥*; ; P{IMhc-GAL4.K}2/TM3,
Sb1
48Y-GAL4 BI-4935 w*; P{GawB}48Y
Tabelle 18: UAS-Linien
Fliegenlinie, Abk. (Ref.) Stammnummer Genotyp
UAS-srpNC (Waltzer et al., -
2002)
UAS-lacZ BI-1776 w8 p{UAS-lacZ.B}meltB94+12
UAS-lacZ BI-1777 w¥*; ; P{UAS-lacZ.B}Bg4-2-4b
UAS-mCD8::RFP BI-32218 w*; P{10XUAS-IVS-
mCD8::RFP}attP2
UAS-mCherry BI-38425 w*; P{UAS-mCherry.NLS}2;
MKRS/TM68B, Tb1
UAS-Mmp2-RNAi (Ni et al., BI-31371 y* vl P{TRiP.JFO1337}attP2
2008)
UAS-srp-RNAi BI-34080 ylsc* vl
P{TRiP.HMS01083}attP2
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Tabelle 19: Defizienz-Linien

Material

Fliegenlinie, Abk. (Ref.) Stammnummer Genotyp

Df Ndg BI-23666 wlii8: Df(2R)BSC281/CyO
Tabelle 20: Balancer-Linien

Fliegenlinie, Abk. (Ref.) Stammnummer Genotyp

If/CyO Dfd-YFP - w*; Krif-1/CyO Dfd-YFP

If/CyO hg-laczZ - w*; Krif-1/CyO hg-lacZ

Dr/Sb TdlZ - w*; ; Dr/TM3, Sb, Df-lacZ

Dr/TM3 Dfd-YFP BI-23231 w*; ; ry’%® Dr'/TM3, P{Dfd-

3.16. Verwendete Software

Tabelle 21: Verwendete Software

GMR-nvYFP}3, Sb?

Name (Referenz) Version Bezugsquelle

Adobe Photoshop CS v8.0.1 Adobe Systems

Adobe Reader/Writer v10.1.7 Adobe Systems

AnalySIS v2.3 Olympus

Bioedit v7.0.5 Tom Hall

CellSens Standard v2.3 Olymous

CFX Manager v2.1 BioRad

Chromas v2.33 Technelysium Pty Ltd

IGV (Integrative Genomics v2.4.10 Broad Institute and the Regents
Viewer) (Thorvaldsdottir et al., of the University of California
2013)

Image) v1.5.1

Leica Confocal Software Leica Microsystems
Mendeley v2.5.1 Elsevier

Microsoft Office 2003 Microsoft

Microsoft Office 2016 Microsoft

R v3.5.1 The R Foundation
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4. Methoden

4.1. Praparation genomischer DNA
Squishing Puffer
10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM Na,-EDTA, 25 mM NaCl, 200 pg/ml Proteinase K

Fiir die Praparation genomischer DNA wurden 20 Fliegen mit dem gewilinschten Genotyp
abgesammelt, in ein 1,5 ml Eppendorfgefald Giberfiihrt und bei -20 °C fiir 30 Minuten eingefroren. Pro
Fliege wurden 50 ul Squshing Puffer zugegeben, die Fliegen wurden mit einem Pistill zerkleinert und
zerdriickt bis eine moglichst homogene Losung entstand. Der Ansatz wurde fiir 30 Minuten bei 50 °C
inkubiert. AnschlieRend wurde die Proteinase K bei 85 °C flir zehn Minuten inaktiviert. Die Losung
wurde zentrifugiert, der DNA-haltige Uberstand in ein neues GefaR Uberfiihrt und die Konzentration
bestimmt (4.4). Die genomische DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

4.2. Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR)
(Mullis and Faloona, 1987)

Fir die gezielte Amplifikation eines spezifischen DNA-Abschnittes wurde zuvor praparierte DNA mit
dem unten beschriebenen Reaktionszyklus exponentiell vervielfaltigt. Dazu werden Primer benétigt,
die komplementar zu den Randbereichen des zu synthetisierenden DNA-Fragments sind und so liegen,
dass ihre 3‘-Enden jeweils in die Richtung des zu synthetisierenden Strangabschnittes zeigen.
Innerhalb eines Reaktionszyklus wird die DNA aufgeschmolzen (Denaturierung), die Primer
hybridisieren an die komplementéren Bereiche der DNA (Annealing) und eine hitzestabile Polymerase
amplifiziert den von den Primern gebundenen Strang komplementar in 3‘-Richtung (Elongation).

Denaturierungsschritt: 5 min bei 95 °C

Anzahl der PCR Zyklen: 35

Zusammensetzung eines PCR Zyklus:

1. Denaturierung: 1 min bei 95 °C

2. Primerhybridisierung: 1 min

3. Elongation: (Zeit ist abhangig von der FragmentgroRe) bei 72 °C
Abschliefende Elongation 10 min bei 72 °C

Der Reaktionsansatz umfasste ein Volumen von 25 ul oder 50 ul und enthielt die folgenden
Bestandteile:

Template

Genomische DNA 1ng-1pg
Plasmid DNA 1pg-1ng
Primer

Forward-Primer 20 pM
Reverse-Primer 20 pM
Desoxynukleotide

dATP, dCTP, dGTP, dTTP jeweils 10 nM
ThermoPol-Reaktionspuffer /10 VT
Tag-DNA-Polymerase 1-5U
add. ddH,0
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4.2.1. Quantitative Polymerase Kettenreaktion

Mithilfe der quantitativen PCR wurden Unterschiede in der DNA-Konzentration der eingesetzten
Templates gemessen. Die Quantifizierung erfolgte dabei durch Messung des Fluoreszenzfarbstoffes
SYBR Green |. Dieser Farbstoff bindet an die doppelstrangige DNA bei deren Polymerisation. Damit
steigt bei jedem Elongationsschritt das Fluoreszenzsignal, welches anschlielRend gemessen wird.
Durch Vergleich der Cycle Threshold (CT)-Werte, welche den Beginn des exponentiellen Wachstums
anzeigen, wurde auf die Konzentration der DNA riickgeschlossen.

Denaturierungsschritt: 5 min bei 95 °C

Anzahl der PCR Zyklen: 45

Zusammensetzung eines PCR Zyklus:

1. 5 Sekunden bei 95 °C

2. 20 Sekunden bei 60 °C

Abschliefende Elongation 10 Sekunden bei 72 °C

Der Reaktionsansatz umfasste ein Volumen von 15 pl und enthielt die folgenden Bestandteile:

Template 1-100 ng
Primer

Forward-Primer 10 pM
Reverse-Primer 10 pM
SYBR Green Mastermix YovT
add. ddH,0

4.3. Agarosegelelektrophorese

Ladepuffer (10x)

0.25 % (w/v) Bromphenolblau, 50 % Glycerin (v/v), 60 mM EDTA

0.1 % (w/v) Xylenecyanol, 0.1 % (w/v) Tetrazin O, 40 % Glycerin (v/v), 60 mM EDTA

TAE Puffer (50x)
2 M Tris, 5.7 % (v/v) Eisessig, 50 mM EDTA, pH 8.5

Zuerst wurde ein 1 %-Agarosegel aus 50 ml 1x TAE-Puffer und 0,5 g Agarose hergestellt. Die Losung
wurde mehrmals in der Mikrowelle aufgekocht, bis die Agarose vollstandig gel6st war. Die flissige
Agarose wurde mit 0,7 pl Acridin-Orange gemischt und in eine Gelkammer gegossen. Das Einstecken
eines Kammes sorgte fiir die Bildung von Taschen, in denen spater die Proben aufgetragen wurden.
Sobald das Gel ausgehartet war, wurde die Elektrophoresekammer mit 1x TAE-Puffer gefiillt, bis das
Gel komplett mit Puffer bedeckt war. AnschlieBend konnte ein DNA-GréRenstandard, welcher zur
Bestimmung der FragmentgroRen benotigt wurde, sowie die Proben aufgetragen werden. Als
GroRenstandard wurde ein zur GrofRe der Ziel-DNA passendes Markersystem verwendet. Die Proben
wurden noch mit einem /1o VT Ladepuffer durchmischt. Dieser beschwert die DNA und sorgt dafiir,
dass die Proben in die Taschen sinken. Nachdem die Kammer geschlossen wurde, konnte das
Netzgerat angeschaltet werden. Die Auftrennung erfolgte bei 115 V. Die DNA-Fragmente wanderten
im elektrischen Feld zur Anode und wurden der GroRe nach aufgetrennt. Um eine sichtbare
Auftrennung der Banden zu gewahrleisten, sollte der Fortschritt der Elektrophorese durch den negativ
geladenen Farbstoff aus dem Ladepuffer verfolgt werden, da dieser proportional zu den DNA-
Fragmenten wandert. SchlieBlich wurde das Ergebnis unter UV-Licht sichtbar gemacht.
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4.3.1. Denaturierende RNA Agarosegelelektrophorese
(Masek et al., 2005)

Um die in einer in vitro Transkription (4.9) hergestellten RNA Sonde zu analysieren, wurde eine
denaturierende RNA Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Dabei wurde wie unter 4.3 ein
Agarosegel vorbereitet und dieselbe Durchfiihrung bis auf folgende Unterschiede abgehandelt. Zu 1
ul RNA Probe wurden 8 pul deionisiertes Formamid gegeben. Der Ansatz wurde bei 65 °C fiir funf
Minuten inkubiert und anschlieRend direkt auf Eis Gberfiihrt. Die Probe wurde mit einem ul Ladepuffer
vermischt, aufgetragen und nach Abschluss analysiert und dokumentiert.

4.4, Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

4.4.1. OD-Messung mittels Absorptionsspektrometrie

Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung des DNA-Gehalts von Proben wurde die Absorption
in wassriger Losung gemessen. Unter Berlicksichtigung der optischen Dichte von Nukleinsduren (die
Absorption einer waéssrigen Nukleinsdurelosung liegt bei einer Wellenldange von A=260 nm), dem
Verdiinnungsfaktor und einem Multiplikationsfaktor, der spezifisch fir die jeweilige Art der
Nukleinsaure ist (ssDNA=33 pg/ml, dsDNA=50 ug/ml, Oligonukleotide=20 pg/ml und RNA=40 pg/ml)
konnte die DNA Konzentration einer Losung mit der unten aufgefiihrten Formel bestimmt werden.

Nukleinsdurekonzentration [pug/ml] = OD260 x Verdiinnungsfaktor x Umrechnungsfaktor

4.4.2. Konzentrationsbestimmung von DNA/RNA mittels Agarosegel-
elektrophorese

Um die Konzentration von DNA/RNA von einer spezifischen Fragmentlange zu bestimmen, wurde die

Probe mittels Agarose-Gelelektrophorese (4.3) aufgetrennt und die Konzentration der Probe durch

den Vergleich der Bandenintensitat mit der Intensitdt eines definierten GréRenstandards (3.5)

verglichen.

4.5. Enzymatischer Verdau von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Um DNA an gewiinschten Stellen zu prozessieren, werden Restriktionsendonukleasen eingesetzt.
Diese bakteriellen Enzyme schneiden DNA an spezifischen Erkennungssequenzen und kénnen in drei
verschiedene Klassen eingeteilt werden, in denen zwischen Enzymen unterschieden wird, die 5'-
Uberhdngende Schnittkanten, 3’-Uberhdngende Schnittkanten oder glatte bzw. blunt end
Schnittkanten produzieren.

Ein Reaktionsansatz umfasste ein Volumen von 20 oder 50 ul und enthielt die folgenden Bestandteile:

Restriktionsenzym 1U
Reaktionspuffer Yo VT
DNA 1-10 ug
add. ddH,0

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme haben ein Temperaturoptimum von 37 °C und werden bei
65 °C fur 20 Minuten deaktiviert. Die Inkubation erfolgte fiir mindestens eine Stunde und hdchstens
Uber Nacht in einem Warmeschrank oder einem Thermocycler. Der jeweilige genutzte Reaktionspuffer
wurde nach hochst moglicher Effizienz der eingesetzten Enzyme ausgewdhlt (nach
Herstellerangaben).
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4.6. Klonierung von DNA-Fragmenten

4.6.1. Ligation

Um ein spezifisches DNA-Fragment in einen Vektor einzubringen, wurde (ber T4 DNA-Ligase die
Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen zwei sich gegeniiberliegenden 5’-Phosphat- und 3’-
Hydroxylenden in doppelstrangiger DNA katalysiert. Hierzu miissen die DNA Fragmente kompatible
Enden besitzen. Es wurde zum einem das pGEM-T Vektorsystem genutzt und zum anderen die
jeweilige zu prozessierende DNA mittels enzymatischen Verdau entsprechend vorbereitet.

4.6.1.1. Ligation mittels TA-Ligation
(Holton and Graham, 1991; Ichihara and Kurosawa, 1993)

Der p-GEM-T-easy Vektor liegt in linearisierter Form mit je einem einzelnen 3‘ terminalen Thymidin
an beiden Enden vor. Somit kdnnen DNA Fragmente, die aus einer PCR gewonnen wurden, direkt zur
Ligation verwendet werden, da die Tag-Polymerase nach der Amplifikation ein 3‘ Adenin Uberhang
hinterlasst. Zudem wird die Rezirkulation des Vektors ohne Insert verhindert.

Nach der Amplifikation des gewiinschten DNA Fragmentes (4.2) wurde der Ansatz Uber Gel-
Elektrophorese aufgetrennt (3.2), damit wurde die korrekte BandengroRe Uiberprift und diese unter
moglichst kurzer UV-Bestrahlung ausgeschnitten. Die praparierte DNA wurde mittels Gel-Extraktions-
Kit aufgereinigt (4.8.1) und abschlieRend die Konzentration der Losung ermittelt (4.4). Die
Aufreinigung lber eine Silikamembransadule verringert hierbei die Wahrscheinlichkeit unvollstandig
amplifizierte DNA Fragmente oder Primer zu amplifizieren.

4.6.2. Transformation
IPTG
0,1 M IPTG in ddH,0

X-Gal
2 % (w/v) X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid) in Dimethyl-formamid

Steriler LB-Agar (3.7) wurde erhitzt, bis er komplett flissig und homogen war, anschlieBend auf
Raumtemperatur gestellt, bis er unter 55 °C (handwarm) abgekiihlt war und mit 50 pg/ml Ampicilin
versetzt wurde. Auf die abgekiihlten Platten wurde 40 ul IPTG und 40 pl X-Gal auf der Oberflache
verteilt. Die Platten wurden zur weiteren Verwendung auf 37 °C vorgewarmt.

Fur die Transformation wurden chemisch kompetente Bakterien mit hoher Kompetenz (10% oder 10°
cfu/ug DNA; 3.14) verwendet. Die Bakterien wurden von der Lagerung auf -80 °C direkt auf Eis
Uberfuhrt und darauf aufgetaut. Der Ligationsansatz (4.6.1) wurde kurz zentrifugiert, um den
kompletten Ansatz am Boden des GefdRes zu sammeln. Aus dem Ligationsansatz wurden 2 ul in die
auf Eis befindlichen kompetenten Zellen pipettiert. Der Ansatz wurde vorsichtig angetippt, um die
Losung zu durchmischen und fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fir 30
Sekunden bei exakt 42 °C transformiert und danach wieder auf Eis tberfihrt und fir zwei Minuten
inkubiert. Bei der Uberfiihrung der Zellen in und aus dem Wasserbad wurde darauf geachtet, die
Proben moglichst vorsichtig und dennoch ziigig zu bewegen, ohne sie dabei zu schiitteln. Zu den Zellen
wurde 950 ml SOC Medium gegeben und die Ansatze bei 37 °C fur 1,5 Stunden mit 200 UpM
geschittelt. Danach wurden 50 bis 200 ul der vermehrten Zellen auf die zuvor vorgewarmten LB-
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Platten verteilt, bei Raumtemperatur einziehen gelassen und dann Gber Nacht bei 37 °C mit der
Agarschicht nach oben inkubiert.

4.6.3. Klon-Check-PCR

Um die Transformationsergebnisse der iber Nacht gewachsenen Bakterienklone zu testen, wurden
die LB-Agar Platten zunachst flir mehrere Stunden bei 4 °C inkubiert, um Klone, die potentiell kein
Insert tragen und damit ein intaktes lacZ besitzen, durch ihre dann deutlich werdende Blaufarbung
besser detektieren zu kdnnen. Als Negativkontrolle wurde immer ein Blau gefarbter Bakterienklon
mitgetestet. Fir jeden getesteten Klon wurde in einem PCR-Reaktionsgefal} 5 ul ddH,0 vorgelegt. Die
getesteten Klone wurden mit einem Zahnstocher oder einer Pipettenspitze abgestrichen und in das
im PCR-ReaktionsgefaR befindliche Wasser verteilt. Daran anschlieend wurde jeder entsprechende
Klon an eine neue LB-Agarplatte aufgebracht. Die neu angesetzten Klone wurden entsprechend dem
PCR-Ansatz markiert und die LB-Agar Platte wieder Giber Nacht bei 37 °C inkubiert, um positive Klone
weiter vermehren zu kdnnen. Die in Wasser verteilten Klone wurden als 5 pl Template genutzt und
mit den Komponenten fiir eine PCR versetzt (4.2). Die initiale Denaturierung wurde auf zehn Minuten
verlangert und ansonsten die zuvor aufgefiihrte Reaktion fiir eine PCR (4.2) genutzt. Anschliefend
wurden die Ansatze mittels Agarosegelelektrophorese (4.3) analysiert.

4.6.4. Dephosphorylierung von 5°-Enden der DNA mit der Antarktischen
Phosphatase

Fir eine Retransformation wurde das zu transformierende Insert aus dem Ausgangsvektor durch
enzymatischen Verdau (4.5.1) geschnitten. Zudem wurde der Zielvektor mit denselben Enzymen
prozessiert, um fir eine erfolgreiche Ligation passende Schnittstellen zu schaffen. Um die direkte
Religation eines Vektors zu verhindern, wurden die 5‘ Phosphatgruppen des Zielvektors mit der
Antarktischen Phosphatase katalysiert. Bei Kompatibilitat bezliglich des Puffers wurde der
enzymatische Verdau und die Dephosphorylierung parallel in einer Reaktion behandelt. Ansonsten
musste der Vektor aufgereinigt werden (4.8) und wurde in folgendem Reaktionsansatz behandelt.

Der Reaktionsansatz umfasste 20 pl und beinhaltete die folgenden Bestandteile mit jeweiliger
Konzentration:

Antarktische Phosphatase 5 units

Reaktionspuffer Yo VT
DNA 1 pmol DNA-Enden (1 pmol DNA-Enden = 1 pg eines 3 kb Vektors)
add. ddH;0

Der Reaktionsansatz wurde fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert und anschlieRend bei 80 °C fiir zwei
Minuten inaktiviert. Vor der Ligation musste der Ansatz erneut aufgereinigt werden (4.8).

4.7. DNA-Praparation

4.7.1. Minipraparation
(Birnboim and Doly, 1979)

Die DNA-Praparation im analytischen Mal3stab wurde mittels alkalischer Lyse durchgefiihrt. Hierzu
wurden zunéchst als positiv getestete Klone (4.6.3) in 5 ml LB-Medium (iber Nacht bei 37 °C und 200
UpM schiittelnd vermehrt. Im Zuge der Zelllyse wurde das bakterielle Chromosom zerbrochen und
geschert, wahrend die Plasmid-DNA intakt erhalten blieb. Die aus der Zelllyse extrahierte DNA wurde
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anschlielend einer Denaturierung und einem alkalischen pH-Wert ausgesetzt. In der folgenden
Neutralisierung renaturiert die zirkulare Plasmid-DNA, wahrend die gebrochene bakterielle DNA im
denaturierten Zustand verblieb. Durch Zentrifugation wurde die Plasmid-DNA von bakterieller DNA
und Proteinen getrennt und konnte aufgereinigt werden.

4.7.1.1. Minipraparation mittels alkalischer Lyse
(Sambrook and Russell, 2006)

Losung |
50 mM Glucose, 25 mM Tris, 10 mM EDTA

Lésung Il
0,2 M NaOH, 1 % (w/v) SDS (die Loésung wurde immer frisch angesetzt)

Losung I
3 M Kaliumacetat pH 5,2

1,5 ml einer Gber Nacht vermehrten 5 ml Bakterienkultur wurden in einem 2 ml Eppendorfgefal} fiir
30 Sekunden mit 13000 g Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Der
Vorgang wurde mit weiteren 1,5 ml der entsprechenden Bakterienkultur wiederholt. Das gewonnene
Pellet wurde mit 150 pl der Losung | durch vortexen resuspendiert. AnschlieBend wurde die Losung Il
zugegeben, die Losungen wurden gut durchmischt und fir die Zelllyse 30 Sekunden inkubiert. Die
erfolgreiche Lyse konnte durch die viskdse, schleimige Konsistenz nachvollzogen werden. Fir die
nachfolgende Neutralisation wurden 150 pl Losung Il hinzugegeben und der Ansatz wurde griindlich
durchmischt. Die Proben wurden bei 13000 g Geschwindigkeit zentrifugiert und der gewonnene, klare
Uberstand, der die Plasmid-DNA beinhaltet, wurde in ein neues EppendorfgefaR tiberfiihrt. Die DNA-
haltige Loésung wurde mittels Isopropanolfallung (4.8.2.1) gereinigt und konzentriert.

4.7.1.2. Minipraparation mittels alkalischer Lyse mit Reagenziensatz
Materialien: 5 Prime, Fast Plasmid Mini Kit

Die Minipraparation wurde nach Angaben des Herstellers vollzogen.

4.7.1.3. Mirapraparation
(Pronobis et al., 2016)

Materialien: 5 Prime, Fast Plasmid Mini Kit; Thermo Scientific, Midi Gene JET Plasmid Midiprep Kit

Mit dem Protokoll der Miracle Praparation wurden Plasmide aus Bakterienkulturen aufgereinigt, wenn
hohe Konzentrationen in einem Volumen einer Minipraparation benétigt wurden und die verfiigbare
Zentrifuge mit dem dazu einsetzbaren Rotor fiir die einer Midiprdparation bendtigten 15 ml Falcons
nicht die ausreichende Geschwindigkeit erreichen konnte.

Der Inhalt einer 50 ml Gber Nacht Bakterienkultur wurde bei 4000 g und fir zehn Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das gewonnene Pellet mit 2 ml des im Midikit
enthaltenen Resuspensionspuffer, welcher mit 50 ug/ml RNase A versetzt wurde, durch vortexen
resuspendiert. AnschlieBend wurden 2 ml Lysepuffer aus dem Midikit hinzugegeben und die Losung
mehrfach invertiert, anschlielRend fiir drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 2
ml des Neutralisationspuffers aus dem Midikit hinzugegeben und die Proben mehrfach invertiert. Zu
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dieser Losung wurden dann 0,5 ml Endotoxin Bindereagenz aus dem Midikit hinzugegeben und zlgig,
aber vorsichtig, mehrfach invertiert und fir finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Lysat
wurde mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze in 2 ml Eppendorfgefale tberfiihrt und bei 13000 g
Geschwindigkeit fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der gereinigte Uberstand wurde
in ein 15 ml Falcon Uberfiihrt und mit einem Volumenteil 96 %-igem Ethanol versetzt und heftig
geschittelt. Von den Proben wurden jeweils 700 ul auf drei Silikamembran-Saulchen aus dem Minikit
pipettiert und fir 30 Sekunden bei 13000 g zentrifugiert. Die zentrifugierte Flissigkeit wurde
verworfen. Der Vorgang wurde solange wiederholt (es wurden immer dieselben drei Sdulchen
genutzt), bis die Probe vollstandig tiber die Membran zentrifugiert wurde. AnschlieBend wurden die
Membranen mit 700 ul Waschpuffer aus dem Minikit durch Zentrifugation mit 13200 g und einer
Minute gereinigt. Die zentrifugierte FlUssigkeit wurde verworfen. Die Silkamembranen wurden
abschlieRend in ein neues Eppendorfgefald gestellt, mit 15 ul ddH.,0 bedeckt, fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen und mit 13200 g fiir eine Minute eluiert. Die drei Eluationen einer
Ausgangsprobe wurden vereinigt. Der Eluationsvorgang wurde zur besseren Ausbeute bezlglich der
Gesamtmenge an gereinigter DNA wiederholt. Hierbei wurde zunachst in ein neues Eppendorfgefald
eluiert und anschlieRend die drei Eluate einer Ausgangsprobe wieder vereinigt.

4.7.2. Midipraparation
Materialien: Genomed, Jetstar Plasmid Kit 2.0; Thermo Scientific, Midi Gene JET Plasmid Midiprep Kit

Die Midipraparation wurde gemal des Herstellerprotokolls durchgefiihrt. In Bezug auf das Midi Gene
JET Plasmid Midiprep Kit wurde die Variante: ,,Protocol A. Plasmid DNA purification using low speed
centrifuges” genutzt.

4.8. Reinigung von DNA

4.8.1. Reinigung von DNA durch Silikamembranen
Materialien: GE Healthcare, illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit; Bioline, ISOLATE Il PCR
and Gel Kit

Die Reinigung von DNA mittels Silikamembranen erfolgte nach Angaben der Hersteller.

4.8.2. Alkoholfallung

4.8.2.1. Isopropanolfillung

Die wassrige DNA-haltige Losung wurde mit 0,7 Volumenteilen Isopropanol versetzt, gut durchmischt
und anschlieBend bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten gefallt. Der Ansatz wurde anschlieffend bei
héchster Geschwindigkeit und bei Raumtemperatur fiir zehn Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Pellet zwei Mal mit 70 %-igem Ethanol gewaschen und anschlieRend bei
Raumtemperatur mit offenem Deckel getrocknet, bis keine Alkoholreste mehr zu sehen waren und
das Pellet anfing glasig zu werden. Das DNA-Pellet wurde im Anschluss mit einer entsprechenden
Menge ddH,0 gelost.

4.8.2.2. Natriumacetat-Ethanolféllung

Die wassrige DNA-haltige Losung wurde mit 0,1 Volumenteil 3 M Natriumacetat versetzt und
anschlieBend wurden 2,5 Volumenteilen 100 %-iges Ethanol zugegeben. Die Losung wurde fiir
mindestens eine Stunde oder (iber Nacht bei -20 °C gefallt. Der Ansatz wurde anschlieBend bei
héchster Geschwindigkeit und bei Raumtemperatur fiir zehn Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
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wurde verworfen, das Pellet zwei Mal mit 70 %-igem Ethanol gewaschen und anschlieRend bei
Raumtemperatur mit offenem Deckel getrocknet. Das DNA-Pellet wurde im Anschluss mit einer
entsprechenden Menge ddH,0 gel6st.

4.8.2.3. Phenol-Chloroform-Extraktion
(Kirby, 1956)

Die wassrige DNA-haltige Lésung wurde mit einem Volumenteil Phenol versetzt, gevortext und bei
hochster Geschwindigkeit flir 30 Minuten zentrifugiert. Die obere, wassrige, DNA-haltige Phase wurde
abgenommen und in ein neues Gefal} Uberflihrt, ohne dabei Partikel aus der Phasengrenze zu
Ubernehmen. Die Lésung wurde mit einem Volumenteil Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch
(25 : 24 : 1) versetzt, wieder wie zuvor gevortext, zentrifugiert und in ein neues Gefal} iberfuhrt.
Derselbe Vorgang wurde dann mit Chloroform vollzogen. Um die Phenolreste zu entfernen, wurde
abschlieRend eine Alkoholfallung (4.8.2.1 und 4.8.2.2) durchgefiihrt.

4.9. invitro Transkription

Materialien: T7 oder SP6 RNA-Polymerase (Roche Applied Science, Laval, QC, Canada), 10x
Transkriptionspuffer (Roche Applied Science, Laval, QC, Canada), DIG RNA-labeling Mix (Roche Applied
Science, Laval, QC, Canada), Biotin RNA-labeling mix (Roche Applied Science, Laval, QC, Canada)

Flr die in vitro Transkription von antisense RNA wird Template DNA ben6étigt, die in ein Plasmid mit
flankierenden Bakteriophagen Promoter-Sequenzen (T7 oder SP6) kloniert wurde. Die Plasmid-DNA
kann durch Enzym-Verdau linearisiert (4.5) werden oder als Template fiir eine PCR dienen (4.2). Das
PCR-Produkt sollte moglichst frisch sein. Die Template DNA wird unter RNase freien Bedingungen
aufgereinigt (4.8).

Der Reaktionsansatz umfasste ein Volumen von 50 ul und enthielt die folgenden Bestandteile:

Template

linearisierte DNA 0,5-1pg
DIG RNA-labeling mix 2 ul
Transkriptionspuffer Yo VT
RNA Polymerase 2 ul
RNase Inhibitor 1ul

add. RNase freies H,0 50 pl

Die Ansatze wurden bei 37 °C fiir 2-4 Stunden inkubiert.

Nach der Synthese wurde das Volumen mit RNase freiem Wasser auf 50 ul aufgefiillt. Anschliefend
wurden die Proben mit 0,1 VT Natriumacetat (3M) und 2,5 VT eiskaltem Ethanol (100 %) GN bei -20 °C
prazipitiert. Die mRNA wurde 15 Minuten bei 4 °C mit hochster Geschwindigkeit zentrifugiert und
vorsichtig mit eiskaltem Ethanol (70 %, in DEPC-Wasser) gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und
in 50 pl RNAse freiem Wasser resuspendiert. Eine entsprechende Menge wurde per denaturierenden
Gelelektrophorese quantifiziert und analysiert (4.3.1). Die Proben wurden mit Hybridisierungspuffer
auf 50 ng/ml verdiinnt und bei -70 °C gelagert.
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4.10. mRNA-Sonden Dot Blot
DIG 1
0,1 M Tris-HCI pH 7,5, 0,15 M NaCl

DIG 2
0,1 M Tris-HCl pH 7,5, 0,15 M NaCl, 0,5 % Blockingreagenz

DIG 3
0,1 M Tris-HCl pH 9,5, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl,

AP Puffer 9,5
0,1 M Tris-HCI pH 9,5, 0,1 M NacCl, 0,05 M MgClI2

NBT-Losung
50 mg/ml 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat in 100 % Dimethylformamid

BCIP-Losung
75 mg/ml 4-Nitroblautetrazoliumsalz in 70 % Dimethylformamid

Um die Farbeintensitat einer in der in vitro Transkription (4.9) hergestellten RNA Sonde und die
erfolgreiche DIG-Markierung zu tberpriifen, wurde ein mRNA Sonden Dot Blot durchgefiihrt. Die
mMRNA Sonde wurde in einer Verdlinnungsreihe von 1:10, 1:100 und 1:1000 verdiinnt und jeweils ein
pl auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond N) aufgetragen. Der Tropfen wurde mit einem Bleistift
markiert und die Membran fiir zwei Stunden bei 80 °C vernetzt. Die Membran wurde anschliefend in
eine Petrischale tGberfihrt, mit dem DIG1 Puffer flr eine Minute gewaschen und dann mit DIG2 fiir 30
Minuten geblockt. Fir die Detektion der DIG Markierung wurde die Membran 30 Minuten mit
alkalischer Phosphatase gekoppelten a-DIG-Antikorper, der in DIG2 verdiinnt wurde, inkubiert. Der
Antikorper wurde anschlieBend zwei Mal fiir 15 Minuten mit DIG1 ausgewaschen, dann fir zwei
Minuten in DIG3 aquilibriert und anschlieBend wurde die Membran mit BCIP (3,5 pl/ml) und NBT (4,5
pl/ml) fur genau fuinf Minuten im Dunkeln gefarbt. Die Farbstoffe wurden zwei Mal mit DIG1 fur je
finf Minuten ausgewaschen und die Membran abschlieend getrocknet. Die Farbeintensitat der
jeweiligen Verdinnung wurde zur Orientierung fir die Sondenverdiinnung in der in situ Hybridisierung
(4.21.10) genommen.

4.11. Sequenzierung
Die DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma Microsynth Seglab (Maschmiihlenweg 36, 37081
Gottingen) durchgefihrt.

4.12. Synthese der Oligonukleotide
Die Oligonukleotide fiir die PCR-Reaktionen und Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins
Genomics GmbH (Anzinger Str. 7a, 85560 Ebersberg) synthetisiert.
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4.13. Chromatin-Immunprazipitation
(Ghavi-Helm et al., 2016; Moon et al., 2005; Sandmann et al., 2006)

4.13.1. Quervernetzung der DNA-Protein Interaktion
PBS (10x)
1,38 M NaCl, 30 mM KCI 0,02 % (v/v), 20 mM KH,POs, pH 7,4 100 mM Na;HPO,

F-PBS
4 % (v/v) Formaldehyd in 1x PBS

PBS-Triton
1x PBS, 0,5 % (v/v) Triton X-100

Waschpuffer A
10 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 0,25 % Triton X-100

Waschpuffer B
200 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 0,25 % Triton X-100

RIPA Puffer
280 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 8, 2 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 0,1 % SDS, 0,1 %Na-Deoxycholat

Materialien: Glass beads, sduregewaschen, 425-600 um (Sigma)

Zur Analyse von DNA-Protein Interaktion wurde eine Chromatin-Immunprazipitation durchgefiihrt.
Zunachst wurden Embryonen durch Ablagen des gewlinschten Genotyps gewonnen (4.21.6) und diese
wie unter 4.21.11 abgesammelt und entchorionisiert. Die Embryonen wurden in einem Stahlkdrbchen
befindlich mit PBS-Triton gewaschen, auf ein Tuch gestellt, um die meiste Flissigkeit zu entfernen,
und gewogen. Hierbei wurde zligig gearbeitet, um ein Austrocknen der Embryonen zu verhindern. Es
wurde 1 g Embryonen mit 2 ml F-PBS und 6 ml Heptan in einem 15 ml Falcon bei 200 UpM fiir 15
Minuten an der Phasengrenze fixiert. Durch auf Formaldehyd basierende Fixierung wurde die Bindung
zwischen DNA und Protein in vivo quervernetzt. Die Embryonen wurden bei 4000 g
herunterzentrifugiert, die Phasen wurden abgenommen, ohne dabei Embryonen mit aufzunehmen,
und die Embryonen wurden mit 10 ml PBS-Triton und 125 mM Glycin gewaschen, um die
Quervernetzung zu stoppen. AnschlieBend wurden die Embryonen auf einen Uberkopfschiittler bei
langsamer Geschwindigkeit fiir zehn Minuten mit 10 ml Waschpuffer A, danach mit 10 ml Waschpuffer
B und abschlieRend in 10 ml RIPA Puffer gewaschen. Mit RIPA Puffer wurde die Zelllyse induziert. Die
Proben wurden anschlieBend bis auf weitere Verwendung bei -80 °C eingefroren.

4,13.2. Sonifizierung

Um die quervernetzte DNA analysieren zu kdnnen, wurden das Chromatin sonifiziert und damit
geschert. Zu den Embryonen wurden 0,5 ml mit Sdure gewaschene Glasbeads gegeben und der RIPA
Puffer bis auf ein Gesamtvolumen von 3 ml abgenommen. In einem Becherglas wurde 70 %-iges EtOH
mit Eis verdiinnt und auf etwa -20 °C heruntergekiihlt. Das Becherglas wurde in einem mit Eis gefillten
Behalter kihl gehalten. Das Falcon wurde an die Halterung des Ultraschallgerates befestigt. Die
Mikrospitze des Ultraschallgerdtes wurde in die Spitze des Flacons bis kurz vor beriihren des Bodens
adjustiert, ohne dass der Rand des Falcons beriihrt wurde. Das Chromatin wurde vier Mal fir jeweils
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30 Sekunden mit 20-40 % Energie sonifiziert. Hierbei wurde darauf geachtet, dass der Puffer nicht zu
stark schdaumte und dementsprechend die Energiezufuhr angepasst. Zwischen jedem
Sonifizierungsschritt wurde die Probe fiir eine Minute im Eisbad gekiihlt. Das gescherte Chromatin
wurde bei hochster Geschwindigkeit fir 15 Minuten zentrifugiert und in Aliquots mit je 1 ml bis zur
weiteren Verwendung eingefroren.

4.13.3. Chromatin Immunprazipitation

RIPA Puffer

280 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 8, 2 mM EDTA, 1 % (v/v) Triton X-100, 0,1 % (v/v) SDS, 0,1 % (v/v)
Na-Desoxycholsaure

LiCl Puffer
250 mM LiCl, 10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA, 0,5 % IPEGAL-CA630, 0,5 % (v/v) Na-Desoxycholsédure

TE Puffer
10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA

Materialien: Protein G Plus/Protein A Agarose Suspension, IPO5 (Merck)

Die an den sonifizierten DNA Fragmenten gebundenen Proteine wurden anschlieBend mittels
Chromatin Immunprazipitation analysiert. Fir die nachfolgenden Inkubationsschritte wurden 1,5 ml
EppendorfgefaBe mit geringer Bindeaffinitat flr Proteine genutzt. Extrakt (1 ml) wurde mit 20 ul
Protein A/G Beads versetzt und fiir eine Stunde bei 4 °C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert.
Zeitgleich wurde der Antikorper mit 20 pl beads in 1 ml RIPA Puffer equilibriert, indem er ebenfalls auf
einem Uberkopfschiittler fiir eine Stunde bei 4 °C rotierte. Beide Losungen wurden bei 4000 g fiir eine
Minute herunterzentrifugiert, um die Beads in der Spitze des jeweiligen Gefadlles zu konzentrieren. Der
Uberstand im Ansatz mit dem Antikérper wurde verworfen. Der priabsorbierte Uberstand des
Ansatzes mit dem Chromatinextrakt wurde anschlieend auf die mit dem Antikérper gekoppelten
Beads gegeben. Die Probe wurde (iber Nacht bei 4 °C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Die mit
Antikorper gekoppelten Beads hatten durch diesen Schritt potentiell Proteine gebunden, die an DNA
Fragmenten heften. Die Beads wurden mit 4000 g fiir eine Minute herunterzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Nachfolgend wurde zunichst fiinf Mal mit RIPA Puffer, einmal mit LiCl Puffer
und schlieBlich zwei Mal mit TE Puffer gewaschen. Dabei wurde dazwischen wieder, wie oben
beschrieben, zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Jeder Waschschritt wurde fiinf Minuten und
bei 4 °C mit einem Uberkopfschiittler durchgefiihrt. Die Beads wurden abschlieRend in 100 ul TE Puffer
aufgenommen.

4.13.4. Auflésung der DNA Protein Interaktion
RNaseA (10 mg/ml)

Proteinase K (20 mg/ml)

Die Probe wurde mit 1 pl RNase A versetzt und fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 7,5
pl 10 %-iges SDS und 3,8 ul Proteinase K zugegeben und anschlieend zuerst fiir vier Stunden bei 37
°C und dann bei 65 °C lGber Nacht inkubiert. Die Probe wurde bei 4000 g herunterzentrifugiert und der
Uberstand in ein neues GefiR Uberfiihrt. Die Lésung wurde lber eine Silikamembran aufgereinigt
(4.8.1) und konnte als Template mit einer quantitativen PCR analysiert werden.
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4.14. Protein Praparation
(Laemmli, 1970)

Laemmli Probenpuffer
62,5 mM, 2 % SDS (v/v), 10 % Glycerol (v/v), 5 % B-Mercaptoethanol (v/v), 0,005 % Bromphenolblau
(w/v)

Um Proteine analysieren zu kdnnen, wurden jeweils Embryonen, Larven, Puppen oder adulte Fliegen
lebend in dreifach Laemmli Puffer gegeben und mit einem Pistill, welches zuvor mit RNase-away
behandelt wurde, homogenisiert. Die Proben wurden bei 96 °C fiir 10 Minuten erhitzt und bei héchster
Geschwindigkeit fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis zur weiteren Verwendung
bei -20 °C gelagert und anschlieBend per SDS-Page (4.16) und Western Blot Analyse (4.17)
weiterverwendet.

4.15. Protein Dot Blot
TBS
20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl pH 7,5

TBS-T
20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl pH 7,5, 0.05 % (v/v) Tween20

AP Puffer 9,5
100 mM NacCl, 50 mM MgCl2, 100 mM Tris/HCl 0,5 % (v/v) Tween20 pH 9,5

Materialien: Nitrozellulose Membran

Eine entsprechende praparierte Proteinldsung wurde vor einer SDS-Page (4.16) und darauffolgender
Western Blot Analyse (4.17) zunichst per Protein Dot Blot auf ausreichende Bindeaffinitat und
Spezifitat eines Antikorpers getestet und dessen optimale Konzentration eingestellt.

Je 1 upl aus Proteinlésungen von unterschiedlichen Stadien wurden in unterschiedlichen
Konzentrationen auf eine Nitrozellulosemembran aufgetragen. Um eine geeignete
Antikorperkonzentration zu bestimmen, wurden Kopien einer Losung von jeweils dem gleichen
Stadium mit unterschiedlichen Antikérperkonzentrationen getestet. Die entsprechende Stelle wurde
mit Bleistift umrandet. Die Membran wurde bei Raumtemperatur getrocknet, in eine passende
Petrischale Uberfihrt und anschlieBend mit TBS-T und 5 % BSA fiir eine Stunde geblockt. Der
Antikorper wurde in entsprechender Verdiinnung in TBS-T mit 0,5 % BSA auf die Membran gegeben
und fir eine Stunde inkubiert. AnschlieBend wurde drei Mal mit TBS-T fir fiinf Minuten gewaschen.
Darauf folgte die Behandlung mit Sekundarantikorper, die fir 30 Minuten erfolgte, und anschlieSend
drei Mal mit TBS-T und einmal mit TBS ausgewaschen wurde. Die Membran wurde anschlielend mit
AP Puffer 9,0, durch zehn minitige Inkubation umgepuffert. Die Farbung erfolgte mit BCIP und NBT,
die in AP Puffer 9,0 verdiinnt wurden. Die Farbereaktion wurde nach spatestens fiinf Minuten durch
mehrfaches waschen in H,0 gestoppt. Die Membran wurde getrocknet und ausgewertet.
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4.16. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)
(Laemmli, 1970; Sambrook et al., 1989)

Laemmli Probenpuffer
62,5 mM, 2 % (v/v) SDS, 10 % (v/v) Glycerol, 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 0,005 % (w/v)
Bromphenolblau

Sammelgelpuffer
1 M Tris pH 6,8, 4 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid, 10 % (v/v) SDS, 10 % (v/v) Ammoniumpersulfat, 1
% (v/v) TEMED

Trenngelpuffer
1,5 M Tris pH 8,8, 7,5 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid, 10 % (v/v) SDS, 10 % (v/v) Ammoniumpersulfat,
1 % (v/v) TEMED

Elektrodenpuffer
25 mM Tris, 192 mM Glycin, 1 % (v/v) SDS

Proteine wurden mittels SDS-Page nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt, um sie anschliefend
mittels Western Blot und Antikorperfarbung (4.17) detektieren zu koénnen. Das GieRRen und
Auftrennen des SDS-Polyacrylamidgels erfolgte mit dem PerfectBlu Twin S System (Peglab) mit einem
Format von 10 x 10 cm. Fir die Analysen wurden ein 7,5 %-iges Trenngel und darauf ein 4 %-iges
Sammelgel gegossen, worin mit dem Einsetzen eines Probenkamms Taschen fir die spéatere
Probenzufuhr geschaffen wurden. Nach dem Giellen des Trenngels wurde dieses mit Methanol
beschichtet, um eine gleichmalige horizontale Abgrenzung zu schaffen. Die in dreifachen
Probenpuffer gelosten und denaturierten Proteine wurden nach dem Auspolymerisieren des
Sammelgels zusammen mit einem fir die Molekulargroe des zu analysierenden Proteins
entsprechendem GroéRenstandard (3.5) in die Taschen aufgetragen. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte zundchst bei 80 V, bis die Lauffront der Proteinproben die Grenze zwischen
Sammelgel und Trenngel erreicht hatte und wurde anschliefend auf 200 V erhdht. Zur weiteren
Analyse wurde das Trenngel vorsichtig aus der Kammer in eine entsprechende Schale lberfiihrt.

4.17. Western Blot

Blotpuffer

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 10 % (v/v) Methanol
TBS

Tris 20 mM, NaCl 137 mM pH 7,6

TBS-T
Tris 20 mM, NaCl 137 mM, 0,1 % (v/v) Tween20 pH 7,6

AP Puffer 9,5
100 mM NaCl, 50 mM MgCl,, 100 mM Tris/HCI 0.5 % (v/v) Tween20 pH 9,5

Materialien: PVDF Membran (Immobilon-P, Millipore, IPVH00010), Blotpapier (Universal Saugpapier,
BIOTEC-FISCHER, 361300)
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Die in der SDS-Page aufgetrennten Proteine (4.16) wurden durch einen Western Blot auf eine PVDF
Membran Ubertragen, welche anschlieBend durch Antikorperfarbung weiter analysiert wurde. Eine
PVDF Membran und zehn Lagen Blotpapier wurden auf die GréRe des Gels zugeschnitten. Die
Membran wurde zur Aktivierung fiir eine Minute in Methanol gelegt und anschliefen mehrfach mit
ddH,0 gewaschen und danach in Blotpuffer Gberfiihrt. Das Gel wurde passgenau auf die PVDF
Membran gelegt und unter die Membran, wie auch auf das Gel, fiinf Lagen mit Blotpuffer befeuchtetes
Blotpapier gelegt. Die Anordnung erfolgte dabei so, dass die PVDF Membran mit dem darunter
liegenden Papier auf der Anode lag und darauf das Gel positioniert wurde, welches also ndher zur
Kathode gerichtet war. Die Ubertragung der Proteine erfolgte mit einem Semi-Dry Blot Verfahren. Der
Transfer erfolgte bei 0,8 mA/1 cm? fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurde die
Membran fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur und Schitteln mit 5 % Milchpulver in TBS-T geblockt.
Alle Inkubations- und Waschschritte wurden bei 50 UpM durchgefiihrt. Die Inkubation des primaren
Antikorpers erfolgte in TBS-T mit 0,5 % Milchpulver iber Nacht bei 4 °C. Die Antikérperlésung wurde
mit TBS-T drei Mal fiir jeweils zehn Minuten bei Raumtemperatur ausgewaschen. Die Inkubation des
sekundaren Antikorpers erfolgte fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur mit 5 % Milchpulver in TBS-T.
Der sekundare Antikorper wurde mit TBS-T drei Mal fiir jeweils zehn Minuten bei Raumtemperatur
ausgewaschen. Die Membran wurde fir zwei Mal zehn Minuten mit AP Puffer bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliefend wurde die Farbereaktion mit 3,5 pl BCIP und 4,5 ul NBT in kalten AP-Puffer
gestartet. Die Reaktion fand auf Eis und im Dunkeln statt. Nach ausreichender Farbung wurde die
Reaktion durch mehrfaches Waschen mit ddH,0 gestoppt und die Membran zur Auswertung
getrocknet.

4.18. Anfertigung von histologischen Schnitten mit Kryomikrotom

Die Analyse von Geweben mit histologischen Schnitten, die mit einem Kryomikrotom angefertigt
wurden, ermoglichen  einen  detaillierten  Einblick von  Proteinlokalisation  durch
immunhistochemischer Detektion, besonders bei Nutzung von Fluoreszenz-Techniken. Die Methode
wurde genutzt, um in Puppen Proteine wahrend der Metamorphose zu detektieren, ohne das Gewebe
dabei durch Praparation zu beeintrachtigen.

4.18.1. Praparation von Puppen
PBS (10x)
1,38 M NaCl, 30 mM KCI 0,02 % (v/v), 20 mM KH3PQOa, pH 7,4 100 mM Na;HPO,

F-PBS-Triton
4 % (v/v) Formaldehyd in 1x PBS, 0,5 % (v/v) Triton X-100

Puppen wurden mit einem Pinsel aus den Réhrchen abgesammelt und unter stereomikroskopischer
Beobachtung dem entsprechenden Stadium zugeordnet. Puppen der Stadien eins bis vier (Bainbridge
and Bownes, 1981) wurden mit einer feinen Augenschere am anterioren Ende transversal
eingeschnitten, sodass lediglich das zuriickgezogene Mundwerkzeug getroffen wurde. Bei Puppen ab
dem Stadium fiinf wurde vom anterioren Ende mit feinen Pinzetten die Puppenhdiille vorsichtig um die
Kopfregion herum entfernt. Die Puppen wurden mit F-PBS-Triton fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
oder Uber Nacht schiittelnd fixiert. Die Puppenhiille, der Puppen ab dem Stadium finf wurde
anschlieRend vorsichtig mithilfe der Augenschere entfernt, ohne dabei das Gewebe zu verletzen.
Hierzu wurde vom schon entfernten anterioren Ende angefangen und die Puppenhdille vorsichtig langs
eingeschnitten. Die Kompartimente wurden danach mit Pinzetten entfernt. Die Puppen wurden
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erneut flr eine Stunde bei Raumtemperatur oder Gber Nacht in F-PBS-Triton schiittelnd fixiert. Im
Anschluss wurden die Puppen fir je 15 Minuten drei Mal mit PBS gewaschen.

4.18.2. Infiltration
Materialien: OCT (Tissue-Tek), Cryomolds (Tissue-Tek)

Die fixierten Puppen wurden drei Mal fir je 15 Minuten mit PTW gewaschen und im Anschluss mit
einem aufsteigenden Gradienten in Sucrose (5 %, 10 %, 20 %, 30 %, in PTW) inkubiert. Die
Inkubationszeit betrug pro Schritt mindestens vier Stunden oder Uber Nacht bei Raumtemperatur.
Nach der Sucrose Infiltration wurden die Puppen in die Optimal cutting temperature-Losung Giberfiihrt
und fiir mindestens vier Stunden oder tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

4.18.3. Einfrieren der Proben

Cryomolds wurden bis zur Halfte mit OCT gefiillt und fiir flinf Minuten bei -20 °C gefroren. Die
Cryomolds wurden wieder auf Raumtemperatur gestellt und die Puppen aus der Infiltrationslésung
auf die feste OCT Schicht in den Cryomolds lberfiihrt. Unter stereomikroskopischer Beobachtung
wurden die Puppen entsprechend der gewiinschten anatomischen Hauptrichtung der nachfolgenden
Schnitte orientiert. Das Cryomold mit der enthaltenen Puppe wurde mit OCT gefillt. Die Probe wurde
so lange auf Raumtemperatur stehen gelassen, bis die untere Schicht leicht viskés wurde. Die beiden
OCT Schichten sollten dabei ineinander (bergehen, um ein spateres Brechen der Probe beim
Schneiden zu verhindern. Im Anschluss wurde die Probe zunachst auf -20 °C gefroren und mindestens
Uber Nacht bei -80 °C gelagert.

4.18.4. Schneiden

Vor dem Schneiden wurden Objekttrager durch Inkubation in 5 % HCI Gber Nacht, in 2 % Silan in
Aceton, zwei Mal in 2 % Silan in ddH,O und schlieBlich in ddH,0 fir jeweils fiinf Minuten silanisiert.
Das Silanisieren der Objekttrdger sorgte fir eine bessere Haftung der Gefrierschnitte. Das
Kryomikrotom wurde jeweils am Tag zuvor eingeschaltet, um fiir die Kiihlung einen geeigneten Vorlauf
zu gewahrleisten. Die Raumtemperatur betrug zwischen 18 und 35 °C. Die Kiihlung des Objektkopfes
wurde auf -16 °C und die Kihlung der Kryostatkammer auf -20 °C eingestellt. Die Schnittdicke wurde
auf 12 um eingestellt, um eine moglichst gute Detektion mit Antikérpern zu ermdoglichen und noch
genug Zellmaterial zur Analyse des Gewebes zu erhalten. Die Proben wurden aus den Crymolds geholt
und auf die zuvor abgekiihlten Probensockel orientiert. Durch Zugabe von etwas Wasser am Boden
der Probe wurde das OCT angeschmolzen. Die Proben wurden auf den Peltierelementen des
Kryomikrotoms platziert und wieder gefroren. Die gefrorenen Proben wurden auf dem Objektkopf
verankert, nah an die Klinge herangefiihrt und in Schritten von 20-30 um angetrimmt. Sobald das
Gewebe erreicht war, wurden Schnitte zur Auswertung hergestellt. Die Schnitte wurden mit dem
silanisierten Objekttrager, der wahrend des Schneideprozesses auf Raumtemperatur gehalten wurde,
durch Heranfiihren aufgetragen. Durch das Temperaturgefille heftet sich die gekiihlte Gewebeprobe
von allein auf den warmen Objekttrager, ohne dass die Probe durch Beriihren eventuell beeinflusst
wurde. Die Objekttrager wurden im Anschluss in eiskaltem Isopropanol fiir zehn Minuten dehydriert,
bevor sie bei Raumtemperatur fir zwei Stunden getrocknet wurden.

33



Methoden

4.18.5. Antikorperfarbung
PBS (10x)
1,38 M NaCl, 30 mM KCl 0,02 % (v/v), 20 mM KH2POs, pH 7,4 100 mM Na;HPO,

Die Schnitte wurden auf ihre Qualitdt und Schnittebene unter mikroskopischer Beobachtung hin
selektiert. Die ausgewadhlten Schnitte wurden mit einem Glasschneider umrandet, um die Menge der
bendtigten Reagenzien zu minimieren. Die folgenden Inkubationen wurden in einer feuchten Kammer
durchgefiihrt. Die jeweiligen Schnitte wurden dabei jeweils in einem Volumen von 15 pl inkubiert. Die
Zellen wurden mit PBS-Triton fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur permeabilisert. Im Anschluss folgte
ein Blockierschritt mit 3 % BSA und 5 % Ziegenserum in PBS fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Die
Inkubation des Primarantikorpers erfolgte in PBS bei 4 °C Giber Nacht. Fiir die Farbung von DNA wurden
die Schnitte fiir 30 Minuten mit Hoechst in PBS inkubiert. Darauf folgten drei Waschschritte fiir je 15
Minuten mit PBS und einen Blockierschritt mit 3 % BSA und 5 % Ziegenserum in PBS. Die Inkubation
des Sekundarantikorpers erfolgte im Dunkeln fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur. Die
Sekundarantikorperlésung wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS fiir je 15 Minuten
ausgewaschen. Die Schnitte wurden getrocknet und mit Fluoromount-G eingedeckt.

4.19. Bioinformatische Analysen

4.19.1. In silico Vorhersage von potentiellen Transkriptionsfaktor Bindestellen

Durch die in silico Vorhersage von potentiellen Transkriptionsfaktorbindestellen sollen fir
Genexpressionsmuster von Enhancerelementen und den damit verbundenen cis-regulativen
Elementen potentielle als Regulatoren fungierende Transkriptionsfaktoren zugeordnet werden, um
diese anschliefend analysieren zu kdnnen.

Hierzu wurden Datenbanken genutzt, die experimentell nachgewiesene Bindestellen von
Transkriptionsfaktoren fiihren (Khan et al., 2018; Weirauch et al., 2014). Diese Transkriptionsfaktor
Bindestellen (transcription factor binding sites, TFBS) liegen dabei als position weight matrix (PWM)
vor, die angibt mit welcher Wahrscheinlichkeit das Vorkommen einer Base an einer spezifischen Stelle
innerhalb einer Sequenz vorliegt, wenn ein Transkriptionsfaktor an diese Sequenz bindet. Mit einer
Suchfunktion konnten die DNA-Sequenzen der zu interessierenden Region eingegeben und abgesucht
werden. Im Resultat tauchten dabei nur Treffer mit einer Bindewahrscheinlichkeit von mindestens 80
% auf. Diese Treffer wurden mit Phast-Cons Daten (Siepel et al., 2005) weiter selektiert. Bei diesen
Daten handelt es sich um Datensatze, die Sequenzen verschiedener Insektenarten mit der
entsprechenden Sequenz von Drosophila melanogaster vergleichen. Da durch Inversion, Deletion und
Duplikation die Lange der zu vergleichenden Region variiert, wurden bei der Erzeugung dieser Werte
die Sequenzen aligniert und nach hdchster Wahrscheinlichkeit aufgetragen. Die Hohe dieser Werte
zeigt an, wie konserviert eine einzelne Base ist und wird als Konservierungswert (conservation score)
bezeichnet. Mit der Annahme, dass TFBS, die eine wichtige Rolle fiir die Entwicklung spielen, liber die
analysierten Insektenarten konserviert sind, wurden die zuvor gefundenen potentiellen TFBSs weiter
selektiert. Potentielle TFBSs, die in lhrer PWM eine bestimmte Base voraussetzen, mussten an diesem
Locus einen Konservierungswert (von mindestens 80 % innehaben, um weiter berlicksichtigt zu
werden.

34



Methoden

4.19.2. Darstellung von Proteindomanen
(Letunic and Bork, 2018; Letunic et al., 2012, 2015)

Die Darstellung der Proteindomanen erfolgte mit SMART (Simple Modular Architecture Research Tool).

4.19.3. Analyse der Konservierung von Aminosauresequenzen

Um die Konservierung von Proteinen oder spezifischer Proteindoméanen zu analysieren, wurden die
Amniosduresequenzen von Orthologen lber verschiedene Datenbanken (uniprot.org/, orthodb.org,
ncbi.nlm.nih.gov/protein/, flybase.org/) gesucht und mit Clustal Omega (Sievers and Higgins, 2018),
einem Multi sequence alignement (MSA) tool, aligniert. Die MSA Datei wurde durch ConSurf
(Ashkenazy et al.,, 2010, 2016; Celniker et al., 2013) analysiert und die entsprechenden
Konservierungswerte dargestellt.

4.20. Quantifizierung von Fluoreszenzsignalen
Die Quantifizierung der Fluoreszenzsignale erfolgte mit Image J (Rueden et al., 2017; Schindelin et al.,
2012; Schneider et al., 2012).

4.21. Arbeiten mit Drosophila melanogaster

4.21.1. Erzeugung von transgenen Fliegen

Die Mikroinjektion von P-Elementen in Drosophila Embryonen mit dem Genotyp white?!?8

wurde von
der Firma BestGene Inc. durchgefiihrt.

4.21.2. Haltung und Zucht von Drosophila melanogaster
(Ashburner, 1989)

Die Haltung der Fliegenstamme erfolgte bei Raumtemperatur in einem auf 25 °C eingestellten
Warmeschrank oder in gekiihlten Weinschranken bei 18 oder 20 °C. Die Luftfeuchtigkeit wurde dabei
zwischen 40 bis 65 % gehalten. Die Vermehrung erfolgte in Kunststoffréhrchen, die mit Maismehl-
Agar befllt (3 cm hoch) und mit Trockenhefe bestreut wurden. Die Fliegen wurden einmal pro Woche
auf eine frische Flasche umgesetzt. Nach vier Wochen wurden die gebrauchten Réhrchen tGber Nacht
bei 55 °Cinkubiert und fiir ein bis zwei Tage bei -20 °C eingefroren, um die nicht mehr bendtigten Tiere
zu eliminieren. Im Anschluss wurde der Inhalt der R6hrchen mit Dampf bei 121 °C im Autoklav
sterilisiert und entsorgt.

4.21.3. Kreuzungen

Fir das Ansetzen der Kreuzungsexperimente wurden aus der Zucht (4.21.2) Rohrchen der
gewlinschten Fliegenstaimme entnommen. Hierbei wurde die adulte Elterngeneration komplett
entfernt, wobei sichergestellt werden musste, dass moglichst viele Nachkommen schlipfen konnten.
Dafur wurden nur Réhrchen genutzt, bei denen schon ausreichend schlupfreife Puppen vorhanden
waren. Die schliipfenden virginellen Weibchen wurden alle acht bis neun Stunden auf ein neues
Réhrchen isoliert und mit entsprechenden Mannchen gekreuzt. Aufgrund der Tatsache, dass
Weibchen erst 6 bis 12 Stunden nach dem Schliipfen ihre Geschlechtsreife erlangen und dem Fakt,
dass Mannchen bei einer Raumtemperatur von 20 °C erst nach circa 10 Stunden fertile Spermien
produzieren kdénnen, war die Virginitdt der Weibchen gewahrleistet. Die Nachkommen mit den
gewlinschten Merkmalen wurden untereinander gekreuzt und vermehrt.
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4.21.4. Balancieren
(Muller, 1918)

Zur Erhaltung oder Etablierung einer letal-rezessiven Mutation wurden Balancer-Chromosomen
verwendet, da es ansonsten wahrend der Meiose zur Rekombination kommen konnte und der
gewlinschte Genotyp verloren gegangen ware. Bei Balancer-Chromosomen liegen strukturelle
Aberrationen (zumeist Inversionen) vor, bei denen es wahrend einer Rekombination zur Entstehung
von Chromosomen mit keinem oder zwei Zentromeren kommt. Die daraus resultierenden Embryonen
sind letal. Bei Drosophila melanogaster sind Balancer fir die Chromosomen eins, zwei und drei
bekannt, welche die Rekombination auf dem kompletten Chromosom fast vollstandig unterdricken.
Darliber hinaus besitzen die meisten Balancer Letalitatsfaktoren, die das Auftreten von homozygot
balancierten Tieren im Stamm ausschlieRen oder minimieren. Balancer-Chromosomen kénnen mit
Markern versehen werden, was eine einfache Selektion von heterozygot-balancierten Tieren
ermoglicht.

4.21.5. Gal4-UAS-System
(Brand and Perrimon, 1993)

Um die Funktion einzelner Gene und die Rolle dieser Gene in einem Gewebe oder sogar im Organismus
nachvollziehen zu kénnen, ist es von Vorteil, die Expression eines bestimmten Gens zeitlich und
raumlich sowie quantitativ variieren zu kénnen.

Brand und Perrimon (1993) haben ein System entwickelt, welches mit gezielter Genexpression die
selektive Aktivierung eines beliebigen Gens erlaubt. Dieses Zwei-Komponenten-System bendtigt einen
Transkripitionsfaktor, der nicht in der Fliege vorkommt, aber dennoch die Transkription initiiert. Der
aus der Hefe stammende Transaktivator Gal4 ist flir diese Aufgabe pradestiniert. Zum einen bindet er
sehr spezifisch an eine gut charakterisierte Region im Promotor, der UAS (upstream activating
sequence), zum anderen kommt ein homologes Protein in der Fliege nicht vor.

Flr Versuche mit dem GAL4-UAS-System wurden jeweils Fliegen gekreuzt, bei der ein Geschlecht das
Gal4-Konstrukt (auch Treiberlinie genannt) und das andere Geschlecht eine Insertion mit einer UAS-
Sequenz, hinter der z.B. ein Reportergen inseriert werden kann (wird Effektorlinie genannt), trug. Nach
der Kreuzung dieser Linien entstehen Nachkommen, bei denen das Zielgen durch das UAS-Gal4-
System exprimiert wird. Unter der Bedingung, dass der dem Gal4-Gen vorgeschaltete Enhancer aktiv
ist, wurde auch das Reportergen abgelesen.

4.21.6. RNAi-Induktion
(Hannon, 2002; Perrimon et al., 2010)

Durch RNA Interferenz kann der in Eukaryoten vorkommende, endogene, post-transkriptionelle
Genregulationsmechanismus gestort werden, um die Translation bestimmter Gene zu minimieren.
Der Mechanismus wird durch das gezielte Einbringen von dsRNA induziert. Durch Verwendung des
Gal4-UAS-Systems (4.21.5) konnte ein gezielter Knockdown des Zielgens durch UAS-RNAI
Effektorlinien in den durch die Treiberlinie festgelegten Geweben und Zeitpunkten induziert werden.
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4.21.7. Ablage der Embryonen

Fliegen mit dem gewiinschten Genotyp wurden fiir die Ablage der Embryonen auf Rohrchen mit
Traubensaftagar gesetzt (3.6), welche mit etwas Hefe bedeckt waren. Die Eiablage erfolgte liber einen
Zeitraum von 8-16 Stunden bei ca. 25 °C. Die Fliegen konnten nach diesem Zeitraum jeweils auf ein
frisches, mit Traubensaftagar gefiilltes R6hrchen, umgesetzt werden, bis die gewlinschte Menge
Embryonen gewonnen war. Die Ablagen wurden bei 4 °C gelagert, um die Weiterentwicklung zu
stoppen, und spatestens nach drei Tagen fixiert (4.21.8).

4.21.8. Entchorionisierung und Fixierung von Embryonen
PBS (10x)
1,38 M NaCl, 30 mM KCl 20 mM KH2POs, pH 7,4 100 mM Na;HPO,4

NaCl-Triton
120 mM NaCl, 0,02 % (v/v) Triton X-100

F-PBS
4 % (v/v) Formaldehyd in 1x PBS

4.21.8.1. Entchorionisierung

Embryonen aus Ablageflaschen (4.21.7) wurden mit NaCl-Triton Gberschichtet, mit einem Pinsel vom
Traubensaft-Agar gelost und daraufhin in ein Stahldrahtkérbchen (Maschenweite: 160 um) tiberfihrt.
Dort wurden sie mehrfach mit NaCl-Triton gewaschen und mit 1:1 verdinntem Klorix (50 % Klorix) fur
finf Minuten entchorionisiert. Der Grad der Chorionauflésung wurde mit einer Lupe kontrolliert. Nach
der Entchorionisierung wurden die Embryonen erneut mehrfach mit NaCl-Triton gewaschen. Die
entchorionisierten Embryonen wurden mithilfe einer abgeschnittenen Pipettenspitze in ein
EppendorfgefaR tberfihrt.

4.21.8.2. Fixierung mit Formaldehyd

Der wissrige Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Zu den Embryonen wurde im Anschluss
zuerst 500 ul F-PBS und danach 500 pl n-Heptan gegeben. Im Folgenden wurden die Embryonen fir
20 Minuten auf einem Schiittler bei 200 UpM fixiert. Dabei wurden die Embryonen kraftig an der
Phasengrenze bewegt. AnschlieBend wurden zuerst die untere wassrige Phase und danach die obere
Heptanphase abgenommen, bevor die Embryonen zweimal mit n-Heptan gewaschen wurden. Der
Uberstand wurde danach erneut verworfen. Um die Vitellinhiille abzuldsen, wurden daraufhin 500 pl
n-Heptan und 500 pl Methanol zugegeben. Im Anschluss wurden die Embryonen fiir zwei Minuten bei
2850 UpM geschiittelt. Nach dem Absaugen der Vitellinhiillen und den nicht-entvitellinisierten
Embryonen wurden die restlichen Embryonen, die sich nach der Entvitellinisierung am Boden des
Gefdlles sammelten, dreimal mit Methanol gewaschen und konnten fiir einige Zeit bei 4 °C aufbewahrt
werden.
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4.21.9. Fixierung von Larven und Puppen
(Klein, 2008)

10x PBS
1,38 M NaCl, 30 mM KCI 0,02 % (v/v), 20 mM KH,PO4, pH 7,4 100 mM Na,HPO,

PBS-T
1x PBS, 0,1 % Triton pH 7,4

F-PBS-T
4 % Formaldehyd in 1x PBS, 0,1 % Triton

Fir die Fixierung von Larven und Puppen wurde das gewiinschte Gewebe in PBS freiprapariert und
mit F-PBS-T fiir 20 Minuten fixiert. Anschliefend erfolgten drei Waschschritte fiir jeweils 15 Minuten
in PBS-Triton.

4.21.10. Ex vivo Analyse von Hamozyten
10x PBS
1,38 M NaCl, 30 mM KCI 0,02 % (v/v), 20 mM KH3PQOa, pH 7,4 100 mM Na;HPO,

PBS-T
1x PBS, 0,1 % Triton pH 7,4

Schneider Medium (Sigma-Aldrich)

Um Hamozyten aus der Hamolymphe zu gewinnen und zu analysieren, wurden Larven oder Puppen
des gewiinschten Stadiums in 20 pl Schneider Medium aufprapariert, das Gewebe wurde in der Lésung
geschwenkt und anschlieBend entfernt. Die Hdmozyten wurden fiir 30 Minuten inkubiert, damit sie
auf den Boden absinken und adherieren konnten. AnschlieBend wurde 2 pl 37 %-iges Formaldehyd
zugegeben und die Hamozyten fiir 15 Minuten fixiert. Die Himozyten wurden drei Mal fiir je zehn
Minuten mit PBS-Triton gewaschen und permeabilisiert und konnten im Anschluss wie unter 4.21.12
oder 4.21.15 gefarbt werden.

4.21.11. In situ Hybridisierung
(Hauptmann et al., 2016; Lécuyer et al., 2008; Legendre et al., 2013; Tautz and Pfeifle, 1989)

Um Genexpression nachverfolgen zu kdnnen, wurde die mRNA Verteilung in whole mount Praparaten
mittels in situ Hybridisierung analysiert.

4.21.11.1. Praparation der Embryonen

10x PBS
1,38 M NaCl, 30 mM KCI 0,02 % (v/v), 20 mM KH,PO, pH 7,4 100 mM Na;HPO4

PTW
1x PBS, 0,2 % Tween20 pH 7,4

F-PBS
4 % (v/v) Formaldehyd in 1x PBS
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Hybridisierungspuffer
50 % (w/v) Formamid deionisiert, 5 % SSC, 0.05 % Heparin, 0.1 % Tween 20, pH 6,5

AP Puffer 9,5
0,1 M Tris-HCl pH 9,5, 0,1 M NaCl, 0,05 M MgCl,

NBT-Losung
50 mg/ml 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat in 100 % Dimethylformamid

BCIP-Losung
75 mg/ml 4-Nitroblautetrazoliumsalz in 70 % Dimethylformamid

Glycin (Stammlosung: 40 mg/ml in ddH20)

Fixierte und entvitellinisierte Embryonen wurden durch mehrfaches Waschen in PTW rehydriert und
fir 20 Minuten bei 200 UpM mit F-PBS nachfixiert und drei Mal fir je finf Minuten mit PTW
gewaschen. Danach wurden die Embryonen mit 3 pug/ml Proteinase K in PTW fir 13 Minuten mit
mehrfachem Invertieren des Gefalles bei Raumtemperatur und darauffolgend einer Stunde auf Eis
permeabilisiert. Die Proteinase K Aktivitdt wurde durch zweimaliges Waschen mit 2 mg/ml Glycin in
PTW fiir je flinf Minuten gestoppt. Es folgte eine weitere Nachfixierung mit 4 % F-PBS fiir 20 Minuten.
Die Embryonen wurden fiinfmal flr je zwei Minuten mit PTW gewaschen. AnschlieBend wurde fiir 10
Minuten in 500 pl PTW und 500 pl Hybridisierungspuffer und darauffolgender Inkubation in 1 ml
Hybridisierungspuffer umgepuffert. Die Embryonen wurden darin bis zur weiteren Verwendung auf
-20 °C gelagert oder sofort weiter genutzt.

4.21.11.2. Hybridisierung

In einem separaten Eppendorfgefa® wurden 400 pl Hybridisierungspuffer bei 100 °C gekocht,
anschlieRend fir mindestens fiinf Minuten abgekihlt und als Prahybridisierungspuffer genutzt. Der
Hybridisierungspuffer, welcher sich im Ansatz mit den Embryonen befand, wurde abgenommen und
der abgekiihlte Prahybridisierungspuffer zum Ansatz zugegeben. Die Inkubation erfolgte fir
mindestens zwei Stunden bei 56 °C im Hybridisierungsofen. 100 pl der Sondenlésung (2-10 ng/ml)
wurden bei 80 °C fir drei Minuten erhitzt und fir mindestens finf Minuten auf Eis abgekihlt. Die
Prahybridisierunglésung wurde durch die Sondenlosung ersetzt. Die Ansatze inkubierten fur 12-16
Stunden. Die Waschlésungen wurden zeitgleich auf 56 °C vorgeheizt.

4.21.11.3. Stringenzwaschen

10x SSC
3 M NaCl, 0,3 M Trinatriumcitrat, pH 7,3

Die Sondenlosung wurde abgenommen und gegebenenfalls wiederverwendet. Alle folgenden
Waschschritte erfolgten mit den vorgeheizten Waschlésungen im Hybridisierungsofen auf 56 °C. Die
Embryonen wurden mit 400 pl Hybridisierungspuffer gesplilt und fir 30 Minuten gewaschen. Darauf
folgten zehnminitige Waschschritte mit Losungen, die Verhaltnisse von jeweils 3:1, 1:1 und 1:3
Hybridisierungspuffer zu 2x SSC (v/v) hatten. AnschlieBend wurde einmal in 2xSSC und drei Mal in 0,2x
SSC fir je 20 Minuten gewaschen, bevor fiinfminitige Waschschritte mit einem jeweiligen Verhaltnis
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von 3:1, 1:1 und 1:3 0,2x SSC zu PTW (v/v) erfolgten. Die Proben wurden abschlieRend auf
Raumtemperatur abgekihilt.

4.21.11.4. Antikorperfarbung

Die Embryonen wurden zwei Mal auf Raumtemperatur fir finf Minuten mit PTW gewaschen und
danach mit Blockpuffer in PTW fiir 30 Minuten geblockt. Die Inkubation des primdren Antikérpers
erfolgte bei 100 UpM schittelnd in PTW verdiinnten Blockpuffer Gber Nacht bei 4 °C. Der Antikdrper
wurde danach jeweils zunachst mit drei flinfminitigen Waschschritten mit PTW ausgewaschen und
dann mit AP Puffer umgepuffert. 4,5 pl NBT und 3,5 ul BCIP wurden in kaltem AP Puffer verdiinnt und
die Farbereaktion mit dieser Losung im Dunkeln bei 4 °C gestartet. Bei ausreichender Farbung wurde
die Reaktion durch mehrfaches Waschen mit PTW gestoppt. An dieser Stelle konnte die Detektion von
Proteinen mittels DAB-Nachweises erfolgen (4.21.13.2). Die Embryonen wurden aufsteigenden EtOH-
Reihe dehydriert und abschlieBend mit Euparal eingedeckt.

4.21.12. Antikérperfarbung an Embryonen
4.21.12.1. Immunhistochemischer Nachweis

Fixierte und entvitellinisierte Embryonen (4.21.8) wurden durch mehrfaches Waschen in PTW
rehydriert und anschlieBend in 200 pl in PTW verdlinnten primaren Antikorper (3.8.1) Giber Nacht und
schiittelnd bei 4 °C inkubiert. Die Antikorperlosung wurde abgenommen, Hoechst als DNA Farbstoff
in PTW verdiinnt und die Embryonen damit 30 Minuten bei Raumtemperatur gefarbt. Die Farbel6sung
wurde durch drei Waschschritte mit PTW fir je 15 Minuten ausgewaschen. Die Embryonen wurden
mit 5 % Ziegenserum in PTW blockiert. Die Inkubation des Sekundarantikorpers (3.8.2) erfolgte im
Dunkeln flr zwei Stunden bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 4 °C in einem Volumen von 200
pl. Der Sekundarantikorper wurde durch fiinf 15-minltige Waschschritte ausgewaschen. Die
Embryonen wurden mit Fluoromount-G eingedeckt und nach dem Aushérten analysiert.

4.21.12.2. Histochemischer Peroxidasenachweis
(Hsu et al., 1981)

DAB Losung
25 mg/ml Diaminobenzidin (DAB) (w/v) in 1xPBS

H,0, Losung
0,3 % (v/v) H,0, in PTW

Die Embryonen werden zunachst wie unter 4.21.12.1 behandelt und mit einem biotinylierten
Sekundarantikorper markiert. Die Inkubation muss hierbei nicht im Dunkeln erfolgen. Der
Sekundarantikorper wurde durch drei Waschschritte mit PTW fir je 15 Minuten ausgewaschen.
Wahrenddessen wurden die Losungen A und B aus dem ABC-Kit jeweils 1:100 in PTW verdiinnt und
30 Minuten schittelnd bei Raumtemperatur inkubiert, um die Bindung von Avidin mit Biotin zu
ermoglichen. Im Anschluss wurde die Avidin-Biotin Loésung auf die Embryonen gegeben und fir eine
Stunde bei Raumtemperatur schittelnd inkubiert. Die Embryonen wurden drei Mal fir 15 Minuten
ausgewaschen. Die DAB Losung wurde auf die Embryonen gegeben und durch Zugabe von 20 pl der
H,0, Losung wurde die enzymatische Reaktion gestartet. Nach ausreichender Farbung wurde die
Reaktion durch mehrfaches Waschen mit PTW gestoppt. Die Inaktivierung der Materialien, die mit der
DAB Losung in Kontakt gekommen sind, erfolgte durch bespiilen mit 50 %-igem Klorix in ddH,0. Die
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Embryonen wurden im Anschluss in einer aufsteigenden EtOH Reihe dehydriert und im Anschluss in
Euparal eingebettet.

4.21.13. Antikorperfarbung von Larven und Puppen

Larvales und pupales Gewebe wurde im Anschluss ohne Lagerung nach dem Fixieren und den
darauffolgenden Waschschritten gefarbt. Die Proben wurden zunachst mit 0,5 % BSA in PTW geblockt.
Die Inkubation des Primarantikdrpers erfolgte tiber Nacht bei 4 °C in einem Volumen von 200-500 pl.
Die Antikorperlosung wurde abgenommen, Hoechst (3.9) als DNA Farbstoff in PTW verdiinnt und das
Gewebe damit 30 Minuten bei Raumtemperatur gefarbt. Die Farbelésung wurde durch drei
Waschschritte mit PTW fir je 15 Minuten ausgewaschen. Im Anschluss folgte das Blockieren mit
0,5 % BSA und 5 % Ziegenserum in PTW fiir 30 Minuten. Die Inkubation des Sekundarantikorpers
(3.8.2) erfolgte im Dunkeln fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur oder Gber Nacht bei 4 °C in einem
Volumen von 200-500 pl. Der Sekundarantikorper wurde durch fanf 15-minitige Waschschritte
ausgewaschen. Die Gewebe wurden in DABCO-Glycerin Uberfiihrt und mit einer aufsteigenden
Konzentration (30 %, 50 %, 70 % Glycerin in ddH,0) jeweils iber Nacht bei 4 °C ohne Bewegung
inkubiert. Die Gewebe wurden mit Fluoromount-G eingedeckt und nach dem Ausharten analysiert.

4.21.14. Phalloidin-Farbung an Larven und Puppen

Fir die Visualisierung von F-Actin in sich bildende Muskelfasern wurden larvale und pupale Gewebe
zeitgleich mit der Inkubation des Primarantikorpers (4.21.13) mit Fluoreszenzgekoppelten Phalloidin
(3.9) gefarbt.

4.21.15. X-Gal-Farbung
Fixierlésung
0,7 % (v/v) Glutaraldehyd in 1x PBS

10x PBS
1,38 M NaCl, 30 mM KCI 0,02 % (v/v), 20 mM KH,POg, pH 7,4 100 mM Na;HPO4

X-Gal-Farbel6sung
8 % (w/v) 5-Br-4-Cl-3-indoxyl-B-D-Galaktosidase, in Dimethylformamid, 10 mM NaPO4 pH 7,4, 150
mM NaCl, 1 mM MgCly, 3,1 mM Ks[Fe(CN)e], 3,1 mM K4[Fe(CN)g] (w/v), 0,3 % (v/v) Triton X-100

Die praparierten Larven oder Puppen wurden fiir 20 Minuten mit der Fixierlosung fixiert. Anschliefend
wurde das Gewebe mehrfach in PBS gewaschen. Fir die Farbung der R-Galaktosidase wurden die
Proben in die Farbelosung mit 8 % X-Gal Gberfiihrt und fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Bei
ausreichender Farbung wurden die Proben erneut mehrfach in PBS gewaschen und in 50 % Glycerin
in 1x PBS lberfihrt. In dieser Lésung konnte das Gewebe pradpariert werden. Die Proben wurden
schlieBlich in DPX eingebettet.

4.21.16. Allelietest
Mit einem Allelie- oder Komplementationstest kann gepriift werden, ob zwei Mutationen das gleiche
Gen beeinflussen.

In dieser Arbeit wurden P-Element induzierte Insertionen verwendet, die Letalitat hervorrufen und in
einem genomischen Locus liegen, der untersucht werden soll. Da P-Elemente haufig mehrfach
Insertionen verursachen, sollte durch ein Allelietest getestet werden, ob die jeweilige Insertion auch
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im transheterozygoten Zustand zu Letalitat fUhrt. Dafiir wurden Mutationen verwendet, die bereits
detailliert untersucht wurden. Durch Kreuzung (4.21.3) der jeweiligen balancierten Stamme konnte
die F1 Generation auf Vorkommen von nicht balancierten Tieren untersucht werden.

4.21.17. Letalitatstest

Um zu bestimmen, wie sich eine Mutation auf die Letalitat distinkter Entwicklungsstadien auswirkt,
wurden Embryonen, Larven und Puppen eines entsprechenden Genotyps abgesammelt, auf mit
Traubensaft-Agar bedeckte Petrischalen (iberfiihrt und der Prozentsatz der Tiere ermittelt, die sich bis
zum ndchsten Entwicklungsstadium entwickelt haben. Diese Ansdtze wurden darliber hinaus mit
steigendem Alter der Elterntiere verfolgt.

4.21.17.1. Embryonale Letalitat

Um die embryonale Letalitat zu ermitteln, wurden Embryonen von Ablageflaschen genutzt, bei denen
die Elterntiere bereits mindestens zwei Tage zwei Mal taglich umgeklopft wurden, um eine
kontinuierliche Eiablage zu stimulieren (4.21.7). Das gesamte Experiment wurde bei konstanten 25 °C
durchgefiihrt. Die 0-16 Stunden alten Embryonen wurden mit einer Mikrospitze vorsichtig auf die
Petrischale transferiert. Pro Schale wurden 50 Embryonen platziert. Die Werte aus einer Ablage
wurden als ein biologisches Replikat behandelt und gemittelt. Fir weitere biologische Replikate
wurden neue Ablagen mit anderen Elterntieren genutzt. Die Auswertung der embryonalen Letalitat
erfolgte mindestens 24 Stunden nach dem Transfer auf die Petrischalen. Zur Ermittlung der
embryonalen Letalitdt wurden nicht geschliipfte Embryonen ausgezahlt.

4.21.17.2. Larvale Letalitat

Zur Ermittlung der larvalen Letalitat wurden die Larven aus den Versuchsansatzen der Ermittlung der
embryonalen Letalitdt genutzt. Die Larven wurden taglich mit einigen Brocken Hefe respektive
Maismehlagar gefiittert und die Schalen taglich mit einem Tropfen Wasser befeuchtet. Die larvale
Letalitdt wurde durch Auszdhlung der sich entwickelten Puppen nach mindestens sieben Tagen
ermittelt.

4.21.17.3. Pupale Letalitat

Zur Ermittlung der pupalen Letalitdt wurden die Puppen aus den Versuchsansdtzen der larvalen
Letalitat genutzt. Die Schalen wurden taglich mit einem Tropfen Wasser befeuchtet. Die Auswertung
der pupalen Letalitdt erfolgte nach mindestens sieben Tagen durch Auszahlung der nicht-geschliipften
Puppen.

4.21.18. Fertilitatstest

4.21.18.1. Fertilitatstest an Weibchen

Um die Fertilitdt von Weibchen zu untersuchen, wurden virginelle Tiere des gewlinschten Genotyps
abgesammelt und mit jungen Mannchen des Kontrollgenotyps w!'® verpaart (4.21.3) und auf
Ablageflaschen bei 25 °C gehalten. Nach erreichtem Zielalter der Eltern wurden die Ablagen fir
mindestens zwei Stunden bei 25 °C inkubiert, um eine Weiterentwicklung zu ermaéglichen. Die aus den
Ablagen gewonnenen Eier (4.21.3) wurden entchorionisiert, fixiert und entvitellinisiert (4.21.8). Die
Eier wurden direkt in PTW lberfiihrt, mit Hoechst gefarbt, gewaschen und anschlieRend ausgewertet.
Eier, in denen keine DNA Farbung zu detektieren war, wurden als nicht befruchtet interpretiert.
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4.21.18.2. Fertilitatstest an Mannchen

Fir die Bestimmung der Fertilitit von Mannchen wurden frisch geschlipfte Mannchen des
gewlinschten Genotyps gesammelt. Nach entsprechender Entwicklungsdauer bei 25 °C wurde ein
einziges Mannchen mit jeweils fiinf virginellen Weibchen des Kontrollgenotyps w8
Flaschen mit Maismehlagar bei 25 °C und einer Luftfeuchtigkeit um ca. 60 % gehalten. Mannchen in

Ansatze, bei denen auch nach mindestens sieben Tagen keine Larven zu detektieren waren, wurden

verpaart und auf

als steril angesehen.

4.21.19. Bestimmung von Entwicklungsstadien

Die Bestimmung der jeweiligen embryonalen Entwicklungsstadien richtete sich nach Hartenstein,
1993. Larven im dritten Stadium wurden nach ihrer GroRe ausgewahlt. Puppenstadien wurden nach
Bainbridge and Bownes, 1981 bestimmt. Die Stadien der Oozyten wurden nach Spradling, 1994
bestimmt.
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5. Ergebnisse

5.1. Die transkriptionelle Regulation und die gewebespezifische Expression
von Laminin B1 und Laminin B2 ist abhadngig von Serpent/dGATAb

5.1.1. Die Reportergenexpression von Laminin B1 und Laminin B2

Die Quelle fiir eine frihe embryonale ECM muss von den Geweben selbst generiert werden und kann
nicht von der spater eintretenden embryonalen Sekretion durch Hamozyten oder den Fettkorper
stammen. Um diese Ausbildung der frihen gewebespezifischen ECM in vivo zu charakterisieren,
wurden die Laminin B1 und Laminin B2 Gene fir die Untersuchungen ausgewahlt, welche fir die
Laminin - und y-Untereinheiten codieren.

Beide Gene besitzen kleine upstream (upstream enhancer, UE) und groBe intronische (intronic
enhancer, |E) Enhancer. Bioinformatische Analysen der groRen ersten Introns decken mehrere
konservierte Regionen innerhalb dieser Enhancer auf, was auf cis-regulative Module (CRM) hindeutet.
Lediglich LanB2 zeigt eine kleine konservierte Region im entsprechenden UE. Daher wurden Transgene
beider Laminine generiert (Konstrukte flir LanB2 in Bischoff, 2016; Konstrukte fur LanB1 in dieser
Arbeit), die den groBen IE in 5" und 3" Konstrukte unterteilen und ein LanB2 UE Konstrukt generiert
(Abb. 5 und 6).

Die IE 5" Konstrukte zeigten beide Expression in Zellen des friilhen Mesoderms sowie Expression in der
Amnioserosa (LanB1 IE 5" in Abb. 5C, F und LanB2 IE 5" in Abb. 6C, F). Am Ende der
Embryonalentwicklung zeigten die 5° Konstrukte Expression in Zellen der somatischen Muskulatur
(LanB1 IE5’ in Abb. 51 und LanB2 IE 5" in Abb. 61), wahrend die Expression in der viszeralen Muskulatur
durch die LanB1 IE 5" und LanB2 IE 3’ Konstrukte widergespiegelt wurde (LanB1 IE 5" in Abb. 51 und
LanB2 IE 3" in Abb. 6J). In den LanB1 IE 3" und LanB2 IE 5° Konstrukten konnte Expression der
entodermalen Mitteldarmprimordien detektiert werden (LanB1 IE 3" in Abb. 5G und LanB2 IE 5° in
Abb. 6F). Dariber hinaus zeigten die Lan IE 3" Konstrukte Expression in Zellen des peripheren
Nervensystems (PNS), bei denen es sich moglicherweise um Nebenzellen (accessory cells) handelt
(LanB1 IE 3" in Abb. 5J und LanB2 IE 3" in Abb. 6J), in dorsalen Mittelzellen (dorsal median cells, DMCs,
nicht gezeigt) und im Dotter (LanB1 IE 3" in Abb. 5D, G, J und LanB2 IE 3" in Abb. 6D, G, J). Laminin
Reportergen-Expression in Himozyten und im Fettkdrper konnte ab der friihen Differenzierung dieser
Gewebe detektiert werden und wurde durch das LanB2 IE 5° (LanB2 IE 5 in Abb. 6F, |) und der 3’
Konstrukte von LanB1 und LanB2 widergespiegelt (Lan B1 IE 3" in Abb. 5G, J und LanB2 IE 3" in Abb.
6G, J). Der LanB2 UE zeigte eine kleine konservierte Region (Abb. 10), doch Expressions-Analysen
zeigten keine embryonale Reportergen-Expression, was darauf hindeutet, dass keine CRM fir
embryonale Expression im UE von LanB2 vorhanden sind.

Die vergleichende Proteinverteilung von LanB1 und LanB2 erscheint zuerst in einer Schicht zwischen
dem Mesoderm und dem Ektoderm in Embryonen des voll verlangerten Keimstreifes und wird danach
in  mesodermalen sowie entodermalen Zellen verstarkt exprimiert. Gegen Ende der
Embryonalentwicklung umgeben LanB1 und LanB2 die meisten inneren Gewebe und werden stark von
Hamozyten und Fettkorper sekretiert (LanB1 in Abb. 5B, E, H und LanB2 in Abb. 6B, E, H).

Jedes Gewebe, in dem LanB1 und LanB2 am Ende der Embryonalentwicklung zu detektieren ist,
scheint in der Lage zu sein, Laminin von sich aus zu exprimieren. Interessanterweise konnte die
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Expression von mesodermalen, entodermalen und Zellen des ektodermalen Darmparts sowie in der
Amnioserosa in allen diesbezliglichen Zellen detektiert werden, wahrend die Laminin-Schicht, welche
das PNS und ZNS umgibt, ausschlieRlich von einzelnen Zellen des PNS bzw. von dorsalen Mittelzellen
(DMCs) und daran anschlieRender Sekretion von Hdmozyten und dem Fettkérper stammte.

A LamininB1 chr2L.:7,810,471-7,820,894
L) e
cdc14 LanB1-RA

LanB1-RB

LanB1 IE3-GFP
LanB1 IE5-GFP

LanB1IE 5-GFP| D LanB1 IE 3'-GFP

Abbildung 5: Embryonale Expression von Laminin B1 Reportergen-Konstrukten. (A) Schematische
Reprasentation der genomischen Region von LanB1 und den abgeleiteten Reportergen-Konstrukten.
(B, E, H) Protein Verteilung von LanB1 (rot) in white!?® (w!!8) Embryonen. (C, F, 1) Reportergen-
Expression (griin) des LanB1 IE 5°-GFP Konstrukts. (D, G, J) Reportergen-Expression (griin) des LanB1
IE 3°-GFP Konstrukts. (B-D) Embryonen im Stadium 11 (Lateralansicht). (E-G) Embryonen im Stadium
14 (Lateralansicht) und (H-J) Embryonen im Stadium 16 (Dorsalansicht). (B-J) DNA Farbung in blau.
Abkiirzungen: acc: Nebenzellen (accessory cells), as: Amnioserosa, amp and pmg: anteriores and
posteriores Mitteldarmprimordium, fb: Fettkérper (fat body), hem: Himozyten, mes: Mesoderm, sm:
somatische Muskulatur, vm: viszerale Muskulatur. Messbalken = 100 um.
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A LamininB2 chr3L:9,606,750-9,617,172
==l - - - - A e—
563280 LanB2-RA
LanB2-RB
LanB2 UE-GFP LanB2 IE3-GFP

LanB2 IE5-GFP
LanB2 UE-GFP| C LanB2 IE 5-GFP| D LanB2 IE 3'-GFP

Abbildung 6: Embryonale Expression von Laminin B2 Reportergen-Konstrukten. (A) Schematische
Reprasentation der genomischen Region von LanB2 und den abgeleiteten Reportergen-Konstrukten.
(B, E, H) Reportergen-Expression (griin) des LanB2 UE-GFP Konstrukts und LanB2 Protein-Verteilung
(rot). (C, F, 1) Reportergen-Expression (griin) des LanB2 IE 5°-GFP Konstrukts. (D, G, J) Reportergen-
Expression (griin) des LanB2 IE 3°-GFP Konstrukts. (B-D) Embryonen im Stadium 11 (Lateralansicht).
(E-G) Embryonen im Stadium 14 (Lateralansicht) und (H-J) Embryonen im Stadium 16 (Dorsalansicht).
(B-J) DNA Farbung in blau. Abklrzungen: acc: Nebenzellen (accessory cells), as: Amnioserosa, amp and
pmg: anteriores and posteriores Mitteldarmprimordium, fb: Fettkorper (fat body), hem: Himozyten,
mes: Mesoderm, sm: somatische Muskulatur, vm: viszerale Muskulatur Messbalken = 100 um.

5.1.2. Die Abwesenheit von Hamozyten offenbart eine frilhe gewebespezifisch
produzierte ECM

Um die Rolle der friihen gewebespezifischen Expression von LanB1 und LanB2 fiir eine ECM Bildung
zu analysieren, wurde untersucht, welche Expressions-Quelle fiir Laminine essentiell fir die Bildung
eines initialen Laminin-Netzwerkes ist. Um dieser Fragestellung nach zu gehen, wurde die Verteilung
von Laminin und Nidogen, als Indikator friiher ECM-Assemblierung, untersucht. Fiir diesen Ansatz
wurde das hypomorphe srp™°% Allel benutzt, welches lediglich die Differenzierung der
Hamozytenanlage beeinflusst, wahrend die Differenzierung des Mitteldarms, der Amnioserosa und
des Dotters nicht gestort ist (Cooley et al., 1988; Rehorn et al., 1996).

Die Organe im Drosophila Embryo waren sowohl im wildtypischen als auch im srp™°% mutanten
Hintergrund mit einer Schicht aus Laminin und Nidogen umgeben (Abb. 7A-F, G-L). Die
gewebespezifische Sekretion von Laminin reicht also aus, um eine friilhe ECM zu initiieren. Ohne
Laminin-Sekretion von Hamozyten entwickelten sich der Mitteldarm, die somatische Muskulatur und
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das ZNS (ZNS) normal. Allerdings ist die terminale Differenzierung gestort. Die Differenzierung des
Mitteldarms ist durch fehlende oder abnormal verlaufende Kammerung charakterisiert (Abb. 7D, J,
Pfeile), wahrend die somatische Muskulatur Orientierungsdefekte der ventralen Myotuben zeigt (Abb.
7E, K Pfeile) und das ZNS unvollstiandig kondensiert (Abb. 7C, F, I, L, Klammern). Die Markierung von
Ndg in Abwesenheit von Himozyten deutet auf ein funktionelles Laminin-Netzwerk, in dem Laminin
und Ndg interagieren.

control

Abbildung 7: Die gewebespezifische Laminin-Sekretion reicht fiir eine frilhe embryonale ECM aus.
(A-C, G-l) Kontrollen und (D-F, J-L) srp™°* Mutanten. (A-F) LanB1 (griin) und (G-L) Ndg (griin)
Antikérper Farbung zusammen mit Faslll (magenta) (A, D, G, J) zur Analyse der Mitteldarm
Morphologie, B3-Tubulin (R3Tub) (magenta) (B, E, H, K) zeigt die Morphologie der Muskulatur und
Fasll (magenta) (C, F, 1, L) zeigt die Morphologie des ZNS. srp™°* Embryonen zeigen Defekte in der
Mitteldarmkammerung (D, J), der Anordnung der ventralen Myotuben (E, K) und der Kondensation
des ZNS (F, L). Messbalken = 100 um.

Das Linkerprotein Perlecan und Kollagen IV stellen weitere essentielle Komponenten der Basallamina
dar. Die Analyse der Proteinverteilung dieser beiden Komponenten in srp™°* Mutanten wurde mit
Exontrap Fliegenlinien durchgefiihrt, die eine wildtypische Verteilung der nativen Proteine
widerspiegeln (Morin et al., 2001; Pastor-Pareja and Xu, 2011).

Die Proteinverteilung von Perlecan und der von viking codierten Kollagen IV Untereinheit umgaben in
wildtypischen Embryonen die ektodermalen Darmkompartimente des Vorder- und Enddarms sowie
die des entodermalen Mitteldarms (Abb. 8A-B). Bei Verlust von Hamozyten konnte die
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Proteinverteilung von Perlecan um den ektodermalen Darm detektiert werden. Die Verteilung um den
Mitteldarm war nur schwach und unterbrochen zu detektieren (Abb. 8C und C’). Im Fall von Vkg war
das Protein ebenfalls um den Vorder- und den Enddarm detektierbar. Am Mitteldarm konnte kein
Signal detektiert werden (Abb. 8D und D’).

Abbildung 8 (nachfolgende Seite): Proteinverteilung von Perlecan und Kollagen IV in Abwesenheit
von Hamozyten. (A-B‘) Kontrolltiere mit dem Genotyp trol::GFP;+/TM3 Dfd-YFP (A und A‘) und
vkg::GFP (B und B‘). (C-D’) srp™°% Mutanten mit den Genotyp trol::GFP; srp™°* (C und C‘) und
vkg::GFP; srp™°% (D und D‘). GFP (griin) (A, B, C, D) (weiB) (A‘, B, C‘, D) und Faslll Antikérperfarbung
(magenta) (A, B, C, D). In wildtypische Embryonen sind sowohl ektodermale wie auch entodermale
Darmkompartimente von Perlecan (A und A‘) und Viking (B und B) umgeben. In srp"°# Mutanten sind
Signale im Bereich der ektodermalen Darmkompartimente von Perlecan (C und C‘) und Viking (D und
D‘) detektierbar, am Mitteldarm sind Reste von Perlecan zu detektieren (Pfeil C‘), wahrend von Viking
kein Signal zu sehen ist (Pfeil, D‘). Embryo in D und D‘in dorsaler Ansicht. Abkirzungen: fg: Vorderdarm
(forgut), hg: Enddarm (hindgut), mg: Mitteldarm (midgut), fb: Fettkorper (fat body). Messbalken = 100
pum.
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5.1.3. In silico Vorhersage von potentiellen Serpent-Bindestellen in Laminin B1 und
Laminin B2

Um potentielle Regulatoren fiir die Expression von LanB1 und LanB2 zu finden, wurden Datenbanken
mit Profilen flir Transkriptionsfaktor Bindestellen (TFBS, transcription factor binding site) genutzt. In
der Annahme, dass Bindestellen, die flir die Laminin Regulation essentiell sind, tGber die Insekten-
Phylogenie hoch konserviert sind, wurden Treffer aus nicht codierenden Bereichen mithilfe von
Konservierungswerten separiert, um falsch positive Treffer zu minimieren. Dabei wurde eine
Uberreprasentative Anhaufung von Srp- und einer zusatzlichen GATA-Bindestelle in den IE von LanB1
und LanB2 sowie einem zusatzlichen Treffer im UE von LanB2 identifiziert. Diese Bindestellen zeigen
sehr hohe Konservierungswerte und sind zum Teil in Regionen gelegen, die weitlaufig konserviert sind,
aber auch in Regionen, in denen lediglich die TFBS einen Ausschlag zeigt (Abb. 9 und 10).
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Abbildung 9: Genomischer Locus von Laminin B1 mit Reportergenkonstrukten und vorhergesagten
TFBSs. (A) Schematische Repradsentation von LanB1 Transkripten, den abgeleiteten
Reportergenkonstrukten (griin), Konservierungswerte (grau) und Lage der vorhergesagten TFBSs (gelb
hinterlegt). (B-H) Vorhergesagte TFBSs der jeweiligen GATA oder Srp Bindestellen mit den
Anreicherungswerten (Kasten), Konservierungswerte (grau) und zugehorige DNA Sequenz.
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Abbildung 10: Genomischer Locus von Laminin B2 mit Reportergenkonstrukten und vorhergesagten
TFBSs. (A) Schematische Reprasentation von LanB2 Transkripten, den abgeleiteten
Reportergenkonstrukten (griin), Konservierungswerte (grau) und Lage der vorhergesagten TFBSs (gelb
hinterlegt). (B-E) Vorhergesagte TFBSs der jeweiligen GATA- oder Srp-Bindestellen mit den
Anreicherungswerten (Kasten), Konservierungswerte (grau) und zugehorige DNA Sequenz.

5.1.4. Laminin B1 und Laminin B2 Reportergen-Expression in serpent mutanten
Hintergrund und gewebespezifischer serpent Knockdown

Im Zuge der Anhdufung von GATA-Bindestellen in den IE von LanB1 und LanB2 (Abb. 9 und 10) wurde

die entsprechende Reportergen-Expression im mutanten Hintergrund analysiert und die Auswirkung

von verschiedenen Mutationen des GATA Faktors Srp auf die LanB1 und LanB2 Expression berprift.

Hierzu wurde wieder das hypomorphe Allel srp™°#, welches nur die Differenzierung der Himozyten

beeinflusst, und srp® als amorphes Allel genutzt (Nelson and Szauter, 1992; Reuter, 1994).

Die Reportergen-Expression in Himozyten in srp™°* Mutanten lieR sich fir keine Laminin Konstrukte
detektieren, obwohl die Expression in allen anderen Geweben vorhanden war (Abb. 11E-H). In srp®
Embryonen sind der Fettkorper, die Amnioserosa und der Dotter undifferenziert. Zudem fehlen die
Anlagen fiir die Himozyten und die entodermalen Mitteldarmprimordien (Abel et al., 1993; Frank and
Rushlow, 1996; Rehorn et al., 1996; Reuter, 1994). Die verbliebene Reportergen-Expression war auf
Vorlauferzellen der somatischen und viszeralen Muskulatur (Abb. 11I, K, L), einigen Zellen des PNS
(wahrscheinlich Nebenzellen, accessory cells) (Abb. 11L) und den verldngerten ektodermalen
Darmprimordien begrenzt (Abb. 11J).

Der GATA Faktor Srp ist essentiell fiir die Determinierung von verschiedenen Geweben. Uber diese
Prozesse hinaus wird Srp kontinuierlich weiter exprimiert und ist entscheidend fiir die anhaltende
Expression von Zielgenen wie Alcohol dehydrogenase (Abel et al., 1993). Um die potentielle regulative
Rolle von Srp fiir die LanB1 und LanB2 Expression zu priifen, wurde RNA interference (RNAI) in den
entodermalen Mitteldarmprimordien nach deren Determinierung induziert. Hierfiir wurde srpf mit
dem Treiberkonstrukt 48y-GAL4 im genetischen Hintergrund von LanB1 IE 3°-GFP getrieben.
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Wildtypische Embryonen des Stadiums 16 zeigten starke Reportergen-Expression in entodermalen
Zellen (Abb. 11M’, Pfeil). Mit zusatzlicher srp®¥ Expression konnte keine Reportergen-Expression in
den entsprechenden Mitteldarmzellen detektiert werden (Abb. 11N’, Pfeil), wahrend die umliegenden
Hamozyten und der Fettkorper nicht betroffen waren und scheinbar wildtypische Intensitdt der
Reportergen-Expression aufzeigten (Abb. 11N’). Dieses Experiment zeigte eine regulative Rolle von
Srp fur die Laminin-Expression in den entodermalen Mitteldarmprimordien.

Abbildung 11 (nachfolgende Seite): Reportergen-Expression in serpent Mutanten und serpent
Knockdown in Mitteldarmprimordien. Reportergen-Expression von LanB1 und LanB2 intronischer
Enhancer Region (A-D) im genetischen Hintergrund von hypomorphen srp™°# (E-H) und amorphen
srp? (I-L) srp Allelen. (M) Wildtypische Embryonen mit 48y-GAL4 getriebenen UAS-mCherry Signal
(rot), DNA (blau) und (M’) LanB1 IE 3'-GFP Reportergen-Expression (weiB). (N, N) UAS-srp®™ fiihrt
zum Verlust der Reportergen-Expression in den Mitteldarmprimordien (Pfeil, N°), wahrend die
umliegenden Hamozyten und der Fettkorper nicht betroffen sind. Abkirzungen: acc: Nebenzellen
(accessory cells), dmc: dorsale Mittelzellen (dorsal median cells), fg: Vorderdarm (foregut), hg:
Enddarm (hindgut), mes: Mesoderm vm: viszerale Muskulatur. Messbalken = 100 um.
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Die verbliebene Reportergen-Expression in srp mutanten Embryonen zeigte eine zusatzliche, srp
unabhangige Laminin-Regulation durch andere Transkriptionsfaktoren. Aufgrund des gut
untersuchten transkriptionellen Netzwerkes des Drosophila Mesoderms konnten ChlIP-chip Daten
genutzt werden, die durch Zinzen und Mitarbeitern erzeugt wurden (Zinzen et al., 2009), um die
genomische Region von LanB1 und LanB2 nach cis-regulatorische Aktivitat in 6-8 Stunden alten
Embryonen zu analysieren (Abb. 12). Interessanterweise bindet der Transkriptionsfaktor Myocyte
enhancer factor 2 (Mef2) in beiden 5 Regionen der intronischen Enhancer von LanB1 und LanB2.
Diese Konstrukte zeigten Reportergen-Expression in friihen mesodermalen Zellen, was eine Rolle
von Mef2 fir die Regulation von LanB1 und LanB2 in mesodermalen Zellen, die zu Muskeln
differenzieren, suggeriert.
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Abbildung 12: Myocyte enhancer factor 2 bindet im 5° Bereich der IE von Laminin B1 und Laminin
B2. (A) Schematische Reprasentation der LanB1 Transkripte, der abgeleiteten Reportergenkonstrukte
(grin) und Mef2 Bindestellen aus ChIP-chip Daten und Bindeaffinitdt aus Chip-seq Daten von 6-8
Stunden alten Embryonen (lila) (Bonn et al., 2012; Zinzen et al., 2009). (B, C) Vorhergesagte TFBSs von
Mef2 in LanB1 ((Boyle et al., 2014) ; ID: M4675_1.02). (D) Schematische Reprasentation der LanB2
Transkripte, der abgeleiteten Reportergenkonstrukte (griin) und Mef2 Bindestellen aus chip-chip
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Daten und Bindeaffinitat aus Chip-seq Daten von 6-8 Stunden alten Embryonen (lila) (Bonn et al., 2012;
Zinzen et al., 2009). (E, F, G) Vorhergesagte TFBSs von Mef2 in LanB2 ((Boyle et al., 2014) ; ID:
M4675_1.02)

5.1.5. Serpent bindet direkt in den intronischen Enhancern von Laminin B1 und
Laminin B2

Die vorangegangenen Experimente zeigten eine regulative Rolle von Srp fiir LanB1 und LanB2. Um

eine direkte Bindung von Srp zu untersuchen, wurde eine ChIP mit anschliefender qPCR durchgefiihrt.

Fiir LanB1 wurde eine Anreicherung von Srp an fiinf genomischen Loci, hervorgehend aus den sieben
vorhergesagten GATA- respektive Srp-Bindestellen (Abb. 9B-H), analysiert. In der Region, die durch
das LanB1 IE 5° Konstrukt reprasentiert wird, wurden zwei GATA-TFBS geprift (GATA-TFBS 1 und
GATA-TFBS 2). Die Ergebnisse zeigen eine geringe Anreicherung von Srp im Vergleich zu der
Negativkontrolle (Abb. 13B, a und b), wohingegen die Anreicherung von Srp im Locus, der durch LanB1
3" wiedergespiegelt wird, deutlich héher als in der Negativkontrolle war (Abb. 13B, c-e). Die Kontroll-
Primer belegen, dass die ChIP-DNA zwar mit einer schwachen Varianz amplifiziert wurde, es aber nicht
zu signifikanten Anreicherungen kam (Abb. 13B, f und g). Die Bindung an die GATA-TFBS 2, welche im
LanB1 IE 5  Bereich liegt, zeigt demnach eine schwache Anreicherung, wahrend die Bindestellen,
welche durch den LanB1 IE 3" Bereich reprasentiert werden, eine sehr starke Anreicherung aufzeigen.

Die Genregulation von LanB2 wurde an drei genomischen Loci analysiert, die vier potentielle GATA-
und Srp-Bindestellen beinhalten. Die erste Srp Bindestelle ist im UE (Srp-TFBS 1), eine ist in der 5’
Region des IE (GATA-TFBS 1) und zwei in der 3" Region des IE lokalisiert (Srp-TFBS 2 and GATA-TFBS 2;
Fig. 12C). Die Ergebnisse zeigten keine Anreicherung im UE (Abb. 13D, a), wahrend beide Loci im IE
starke Srp Anreicherung zeigten (Abb. 13 D, b und c).

55



Ergebnisse

A LamininB1 chr2L:7,810,471-7,820,894
— = s - s—
;cm LanB1-RA
LanB1-RB

LanB1 IE3'-GFP

LanB1 IE5-GFP chr2L:7,741,783-7,742,524
ab c de f g
B
l Srp ** d ] Srp srp..GFP
5 03 TFBS1+2 ] Gata TFBS3
z TFBS3+4
s
S 0.2 . .
' Gata n.s. f
n.s. a
o1 . Gata TFBS2 |.control 1 ”'S'J 9 1o
[ TFBS1 | i | | ; contro
C LamininB2 chr3L:9,606,750-9,617,172
Co3280 LanB2-RA
LanB2-RB
LanB2 UE-GFP LanB2 IE3-GFP
| ]
LanB2 IE5-GFP chr3L:9,568,486-9,569,178
a b c d e
D
-0.4 Mock control
srp.:GFP
03
H “ B
< 02 - b S
5 Gata TFBS2
X L Gata
3 TFBS1
01 Ns a n.s. n.s.
[ s _ TFBS2 d | .
TFBS1 | ‘ " control 1 9 control 2

Abbildung 13: ChIP-qPCR deckt Serpent Bindestellen in CRM von Laminin B1 und Laminin B2 auf. (A,
C) Schematische Darstellung der (A) LanB1 und (C) LanB2 Transkripte, der abgeleiteten Reportergen-
Konstrukte (griin) und vorhergesagten GATA/Srp Bindestellen mit der amplifizierten Region (hellgrau,
Kleinbuchstaben). Kasten zeigen zusatzlich amplifizierte Regionen. (B, D) gPCR amplifizierte DNA aus
ChIP Experimenten mit srp::GFP (griin) und Negativkontrollen (white'*%, grau) Genotypen dargestellt
als Prozent des Inputs. (B) Gata-TFBS 1: Kontrolle = 0,05 % + 0,01 %,; srp::GFP = 0,08 % * 0,01 %; Gata-
TFBS 2: Kontrolle = 0,06 % + 0,02 %; srp::GFP = 0,14 % + 0 %; Srp-TFBS 1+2: Kontrolle = 0,05 % + 0,01
%; srp::GFP = 0,36 % + 0,02 %; Gata-TFBS 3+4: Kontrolle = 0,05 % + 0,01 %,; srp::GFP = 0,32 % + 0,04 %;
Srp-TFBS 3: Kontrolle = 0,06 % + 0,02 %; srp::GFP = 0,36 % * 0,03 %;Kontrollregion 1: Kontrolle = 0,06
% = 0,02 %; srp::GFP = 0,08 % = 0,02 %; Kontrollregion 2: Kontrolle = 0,05 % + 0,01 %; srp::GFP = 0,07
% + 0,01 %. (D) Srp-TFBS 1: Kontrolle = 0,06 % + 0,02 %; srp::GFP = 0,06 % *+ 0,02 % Gata-TFBS 1:
Kontrolle = 0,04 % + 0,01 %; srp::GFP = 0,15 % % 0,01 %; Srp-TFBS 2 + Gata-TFBS 2: Kontrolle = 0,04 %
10,01 %; srp::GFP = 0,23 % * 0,02 %; Kontrollregion 1: Kontrolle = 0,05 % + 0,01 %; srp::GFP = 0,04 %
10,01 %; Kontrollregion 2: Kontrolle =0,05 % + 0,02 %; srp::GFP = 0,05 % + 0,01 %. T-Test mit folgenden
p-Werten: *** p < 0,001; ** = p < 0,01; * = p <0.005, nicht signifikant (n. s.) = p > 0.05. Mittelwerte +
SE.n=3.



Ergebnisse

5.1.6. Ektopische Serpent Expression aktiviert Laminin Genexpression

Die cis-regulatorischen Fahigkeiten von Srp fir die Induktion von LanB1 und LanB2 wurde durch
ektopische Srp Expression in allen Muskelzellen mit dem Mef2-GAL4 Treiber im Hintergrund von LanB1
IE 3" (Abb. 14) und LanB2 IE 3" (Abb. A4) Uberprift.

Diese Reportergenkonstrukte zeigten keine Expression in Muskelzellen (Abb. 5J fiir LanB1 IE 3" und
Abb. 6J fir LanB2 IE3’). Am Ende der Embryonalentwicklung bildet die somatische Muskulatur ein
stereotypes Muster von fusionierten Muskelzellen. Diese mehrkernigen Zellen sind in wildtypischen
Tieren durch anhaltende Mef2 Expression (Abb. 14A und A”) und eine unverkennbare
Zellmorphologie (Abb. 14A-A""") charakterisiert. Die LanB1 IE 3"-GFP Reportergen-Expression war in
Kontrolltieren auf den Fettkdrper, Mitteldarmzellen und Hamozyten beschrankt, wohingegen
ektopisch exprimiertes Srp die Reportergenaktivitat in verschiedenen Muskeln (Abb. 14B” und B"”,
Pfeile) und in unfusionierten Myoblasten aktivierte (Abb. 14B"" und 14B°"’, Pfeilkbpfe) und somit eine
ektopisch Aktivierung von LanB1 IE 3° CRMs widerspiegelte. Das dquivalente Experiment mit dem
LanB2 IE 3°-GFP Reportergen-Konstrukt zeigte dhnliche Ergebnisse (Abb. A4)

Abbildung 14 (nachfolgende Seite): Myogene Serpent Expression fiihrt zur ektopischen Laminin
Reportergen-Aktivierung und gestorter Myogenese. (A-A""") Kontrolltiere zeigen GFP Reportergen-
Expression von LanB1 IE 3-GFP (A, A”" in griin, A", A" in weiB) und Mef2-GAL4 getriebene UAS-lacZ
Aktivitat (A, A" in blau) mit anti-R3Tubbulin als Muskelmarker (rot). (B-B"*") Ektopische Expression von
UAS-srpNC mit Mef2-GAL4 reicht aus, um Laminin Reportergen-Expression in somatischen Muskeln
(Pfeile) und unfusionierten Myoblasten (Pfeilkdpfe) zu aktivieren und fiihrt zu einer gestorten
Myogenese. GFP Reportergen-Expression (B, B” grin; B’, B”" weil}) und anti-B3Tubulin (rot).

Messbalken = 100 pum.
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5.2.  Nidogen beeinflusst die Fertilitat

Inhalte dieses Kapitels wurden in der folgenden Originalpuplikation veroffentlicht: Wolfstetter, G.,
Dahlitz, 1., Pfeifer, K., Topfer, U., Alt, J.A., Pfeifer, D.C., Lakes-Harlan, R., Baumgartner, S., Palmer, R.H.,
and Holz, A. (2019). Characterization of Drosophila Nidogen/entactin reveals roles in basement
membrane stability, barrier function and nervous system patterning. Development 146, dev168948.

5.2.1. Nidogen ist hoch konserviert

Nidogen wird dem so genannten ,, basement membrane toolkit” zugerechnet. Fiir diese ECM Proteinen
wurde eine essentielle Rolle bei der Assemblierung von Basallaminae (BI) postuliert, die sich in einer
hohen Konservierung liber das gesamte Tierreich duRern soll (Hynes, 2009, 2012).

Der Vergleich der Drosophila melanogaster Ndg Aminosduresequenz mit den Sequenzen von 52
Orthologen, die diverse Taxa und die zwei humanen Orthologe miteinschliet (Tab. A1), zeigt die hohe
Konservierung dieses Proteins. Dabei zeigen im Besonderen die Regionen der drei globuldren und der
rod-like Domane durchschnittlich hohe Konservierungswerte (Abb15B). Lediglich die Region, die nach
Domanenanalyse als Regionen mit geringer Komplexitdt (Abb. 15A, kleine pinke Kasten) ausgewertet
wurden, zeigen eher schwache Werte in Bezug auf die Konservierung (Bereich der
Aminosauresequenz: 6-21 und 651-695). Der Erhalt dieser Proteinstruktur deutet auf eine fir die
Entwicklung entscheidende Rolle von Ndg hin.

G2 G3
B 664 000806 086 0
0 ' ' ' " 500 1000 [aa]' 1350
B COnSeatiOn score 100
|
Lo

Abbildung 15: Proteinstruktur von Nidogen und Konservierung der Domanen. (A) Darstellung der
Proteindoméanen. Region mit geringer Komplexitat (kleine pinkfarbene Kasten), erste globulare
Domane (NIDO, olivgriin), zweite globuldre Doméane (G2F, blau), Epidermal growth factor-like- und
Calcium-binding EGF-like-Domanen (grin), die hauptsachlich zwischen der zweiten und dritten
globlaren Domane zu finden sind und eine rod-like Domane bilden. Wahrend die dritte globulare
Domane (pink) aus vier low-density lipoprotein receptor (LDLR) dhnlichen Doméanen besteht. (B)
Konservierungswerte der Ndg Aminosauresequenz von Drosophila melanogaster verglichen mit 52
orthologen Sequenzen (Tab. Al).

5.2.2. Expression von Nidogen

In Drosophila melanogaster codiert lediglich ein Gen fiir Nidogen, welches in zwei Isoformen
exprimiert wird, die sich nur in der 3" UTR unterscheiden (Abb. 16A). Die in situ Hybridisierung der
MRNA zeigt somit die komplette Expression. Um die Proteinverteilung von Ndg zu verfolgen, wurde
ein Ndg-spezifischer Antikorper verwendet (Wolfstetter et al., 2009).
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Die Expression von Ndg-mRNA ist am Ende der Embryonalentwicklung stark in der viszeralen und der
somatischen Muskulatur sowie den Kappenzellen (cap cells) der Chordotonalorgane detektierbar
(Abb. 16B). Die damit verglichene Proteinverteilung von Ndg erstreckt sich dagegen deutlich liber alle
embryonalen Bl (Abb. 16F und F’). Fir die weitere Analyse von Ndg wahrend der Entwicklung wurde
die verbleibende Expression von zwei Ndg Allelen (Wolfstetter et al., 2019) untersucht. Hierzu wurden
die mRNA und Protein-Verteilung der Allele Ndg?®* und Ndg®** mit Kontrollen (balancierten
Geschwistertieren) und einem Stamm mit einer Defizienz im genomischen Locus von Ndg verglichen.
Die Ergebnisse der vergleichenden in situ Hybridisierung zeigen keine detektierbare mRNA in den
Ndg®®* und Ndg*'* Allelen sowie der Defizienz (Abb. 16C-E). Durch Antikérperfarbung lasst sich ein
Rest Protein in dem hypomorphen Allel Ndg%# detektieren (Abb. 16G und G’). Das durch konfokales
Laserscanmikroskop aufgenommene mittlere Signal der Antikérperdetektion ergab bei Ndg®* Tieren
einen Mittelwert von 11,08 * 3,06, wahrend die balancierten Geschwistertiere einen Mittelwert von
27,12 £ 6,06 aufzeigten (Abb. 16K). Die Antikorperfarbung brachte dabei sowohl ein spezifisches Signal
hervor, welches unter anderem schwach die viszerale Muskulatur umgab, als auch ein unspezifisches
Signal in der Region der Epidermis (Abb. 18G und G’). Die Analysen der Ndg Proteinverteilung in Ndg*#
wie auch in Df Ndg Embryonen zeigten lediglich ein unspezifisches Signal. Die Analysen der
Fluoreszenzintensititen ergaben fiir Ndg?**/Cy0 23,20 + 3,82; fiir Ndg®*# 2,05 * 0.98, fiir Df Ndg/CyO
22,75 + 4,65 und fir Df Ndg 2,68 + 1. Die Reduktion der Proteinmenge in dem hypomorphen Allel und
in der jeweils heterozygoten Situation beider Allele Iasst sich auch durch Analysen mittels Western
Blot verifizieren. Hierzu wurden dritte Larven von Kontrolltieren (w?!*8), balancierte und homozygote
Ndg Mutanten analysiert. Wahrend Ndg?%“ kein Signal hervorbrachte, wurden im Ansatz von Ndg?%*
eine schwache Bande, eine vergleichsweise etwas stirkere Bande in den heterozygoten Ansatzen und
die starkste Bande in den Kontrolltieren detektiert (Abb. 16L).
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Abbildung 16: Expressionsanalyse von Nidogen Allelen. (A) Schematische Reprdsentation der
genomischen Region von Ndg mit den Deletionsbereichen der Allele Ndg®®# (dunkelblau) und Ndg”**
(hellblau), der Bereich der verwendeten antisense Sonde (weinrot) und dem Bereich, an dem der
Antikorper bindet. (B-E) In situ Hybridisierung der Ndg-mRNA (lila) mit anti-GFP Antikorperfarbung
(braun) und (F-I) anti-Nidogen Antikorperfarbung (F, G, H, I in weil’; F’, G*, H’, I in der Intensitatsskala
royal) an balancierten Kontrolltieren (B, F, F’), Ndg“>4 Embryonen (C, G, G’), Ndg**# Embryonen (D, H,
H’) und Df Ndg Embryonen (E, I, I'). (K) Quantifizierung der Fluoreszenzintensitdt von anti-Ndg
Antikérperfarbung an Ndg®4, Ndg*** und Df Ndg Embryonen im Vergleich zu den parallel gefiarbten
balancierten Geschwistertieren. Mittlere Fluoreszenzintensitit des gesamten gescannten Bereiches
mit den Mittelwerten * SD: Ndg?®*/CyO = 27,12 + 6,06; Ndg*®“ = 11,08 + 3,06; Ndg**/CyO = 23,20 +
3,82; Ndg*** = 2,05 + 0.98; Df Ndg/CyO = 22,75 * 4,65; Df Ndg = 2,68 * 1. T-Test mit folgenden p-
Werten: *** p<0,001; ** =p <0,01; * = p <0.005, nicht signifikant (n.s.) =p >0.05. n =10. (L) Western
Blot mit enzymatischem Nachweis von anti-Ndg und anti-a-Tub Antikérperfarbung. Die Detektion von
Ndg erfolgt auf einer Laufhohe von 149 kDa und reflektiert die dosisabhangige Expressionslevel, die
in Kontrolltieren (w!28) am stirksten, in Ndg?%*/CyO stérker als in Ndg*®* homozygoten Tieren und in
Ndg®4/Cy0 zu erkennen sind, wihrend Ndg®%“ Tiere keine Bande zeigen. Das Kontrollprotein aTub
zeigt in allen Ansatzen starke Expression.
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5.2.3. Komposition der Basallamina in Nidogen Mutanten

Um die zuvor postulierte Rolle von Nidogen fiir den Zusammenhalt der beiden Basallamina-Netzwerke
zu prifen, wurden immunhistochemische Analysen mit Antikdrpern oder Exon-Trap Linien in
Kontrollen und im amorphen Ndg mutanten Hintergrund miteinander verglichen.

Im Kontext der starken mesodermalen Expression und Proteinauflagerung von Ndg um die viszerale
Muskulatur in wildtypischen Tieren wurden Kontrolltiere und Ndg®?# Larven im dritten Larvalstadium
prapariert und immunhistochemisch gefarbt. Analysen zur Veranderung der Laminin-Schicht erfolgten
mit Antikorpern spezifisch gegen die a-Untereinheiten Laminin A (LanA) und Laminin Wing blister
(LanWb), gegen die B-Untereinheit Laminin B1 (LanB1) sowie gegen die y-Untereinheit Laminin B2
(LanB2) und zusatzlich gegen Laminin Heterotrimere (Laminin KC cell). Analysen zur Verdnderung der
Kollagen-Schicht wurden mithilfe der Exon-Trap Linie vkg::GFP untersucht, die eines der beiden
Kollagen IV Proteine nachverfolgen lasst, einen spezifischen Antikérper gegen Kollagen IV und einen
spezifischen Antikdrper gegen das mit Kollagen interagierende SPARC/BM-40. Die Verteilung von
Perlecan wurde ebenfalls mit einem spezifischen Antikérper und mit einer Exon-Trap Linie trol::GFP
untersucht. Zur Kontrolle wurde ein spezifischer Antikérper gegen Nidogen verwendet.

Die vergleichende Analyse von Ndg?** Mutanten und Kontrolltieren zeigten keinerlei Verdnderung in
Hinblick auf die Komposition der analysierten Proteine (Abb.17). Die Intensitat der jeweiligen zu
vergleichenden Farbungen zeigte ebenfalls keine feststellbaren Unterschiede. Trotz der direkten
Verbindungen, die Ndg mit dem Laminin- und dem Kollagen-Netzwerk eingeht, spielt es keine
essentielle Rolle fiir die Formierung der Bl in der viszeralen Muskulatur von Larven.
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Abbildung 17: ECM-Komposition der viszeralen Muskulatur in Nidogen Mutanten. (A-D, I-L)
Kontrolltiere mit den Genotypen w8 (A-D, J, L), vkg::GFP (1) und trol::GFP (K). (E-H, M-P) Ndg
Mutanten mit den Genotypen Ndg®# (B-H, N, P), Ndg*%*, vkg::GFP (M) und trol::GFP; Ndg*** (O). Die
Antikorperfarbungen mit anti-Laminin A (A und E), anti-Laminin Wb (B und F), anti-Laminin B1 (C und
G), anti-Laminin B2 (D und H), anti-GFP (I, K, M, O) und anti-Sparc (J und N) zeigen keinen Unterschied
im Hinblick auf die Komposition der Bl zwischen Kontrollen und Ndg Mutanten. Die Proteinverteilung
von Ndg um die viszerale Muskulatur in Kontrolltieren (L) ist in Ndg Mutanten nicht vorhanden (P).
Farbung von F-Actin (rot) markiert die viszerale Muskulatur in Ndg Mutanten mit gemeinsamer
Farbung von Ndg (P). Messbalken = 100 um.
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5.2.4. Vitalitat von Nidogen Mutanten

Die Entwicklung der embryonalen Gewebe verldauft nach immunhistologischen Analysen in Ndg
Mutanten wildtypisch (nicht gezeigt). Um den Verlust von Ndg weiter zu charakterisieren, wurden
Letalitatstests in verschiedenen Entwicklungsstadien von Drosophila durchgefiihrt. Dabei wurde die
Sterblichkeitsrate von Kontrolltieren (white!*¥) mit den Nidogen Allelen Ndg?®* und Ndg*** in
Altersabhangigkeit der Elterntiere miteinander verglichen.

Die Analyse der embryonalen Letalitdt an Kontrolltieren zeigte einen leicht ansteigenden Wert mit
steigendem Alter der Elterntiere, der nach Varianzanalyse signifikant ist (Abb. 18A; One-Way Anova =
**). Die Letalitit der Ndg Allele stieg bei Ndg?%* leicht und zeigte signifikante Unterscheide zu den
Kontrollen ab Tag 7 (Abb. 18A). Bei Ndg®“ sind die Werte aller beobachteten Zeitpunkte hoch
signifikant (Abb. 18A). Der Faktor Alter der Elterntiere ist also ausschlaggebend fir die steigende
Letalitdt der Ndg mutanten Embryonen (One-Way Anova Ndg?%4 = *** Ndg?l4 = ***) und
zweifaktorielle Varianzanalysen zeigten dariber hinaus, dass neben der steigenden Letalitdt in
Kontrolltieren mit dem Alter der Eltern auch der Genotyp Uber alle gemessenen Zeitpunkte hinweg
einen signifikanten Unterschied ausmacht (Two-Way Anova Ndg“%4 = *, Ndg?4 = **). Die Analysen
der larvalen sowie pupalen Letalitdt zeigten in keinem Ansatz signifikante Unterschiede zwischen
Kontrollen und Ndg Allelen, weder in Abhangigkeit des Faktors Alter der Elterntiere noch des Faktors
Genotyp (Anova larval: Ndg?%4 = n. s., Ndg*** = n. s., pupal: Ndg?®* = n. s., Ndg®* = n. s.) (Abb. 18B
und C).

Abbildung 18 (nachfolgende Seite): Letalitdit von Nidogen Mutanten zu verschiedenen
Entwicklungszeiten. (A) Embryonale Letalitit von Kontrolltieren (w!¥) mit steigendem Alter der
Elterntiere (Tag 5= 11 % + 4,45 %, n = 10; Tag 7=13,23 % + 5,57 %, n=13; Tag 9=17,33 % £ 5,48 %, n=
9; Tag 11 = 23,67 % + 8,24 %, n = 6; Tag 13 = 22 % + 11,75 %, n = 5), Ndg“®* (Tag5= 13,67 % + 5,25 %,
n=12;Tag 7= 23,78 % + 10,7 %, n=9; Tag 9=36,67 % + 10,56 %, n =6; Tag 11=40 % + 8,37 %, n = 5;
Tag13=53,5% + 18,57 %, n = 4) und Ndg”?* Mutanten (Tag 5= 24,46 % + 8,84 %, n = 13; Tag 7= 45,27
% +8,59%,n=11;Tag9=57% £ 10,2 %, n=8; Tag 11=60+ 15 %,45, n =7; Tagl3=74 % £ 14,14 %, n
= 4). (B) Larvale Letalitidt von Kontrolltieren mit steigendem Alter der Elterntiere (w?!*®) (Tag 5= 25,27
% £ 6,89 %, n=10; Tag 7= 23,55 % £ 9,2 %, n = 13; Tag 9=25,64 % + 6,24 %, n =9; Tag 11=29,97 % £
6,45 %, n = 6; Tag13= 34,46 % * 7,34 %, n = 5), Ndg?®* (Tag5= 19,63 % + 7,17 %, n = 12; Tag 7= 27,45
% +11,71%,n=9; Tag 9= 23,46 % + 5,54 %, n = 6; Tag 11=39,18 % £ 20,15 %, n = 5; Tagl3= 34,62 %
+ 34,09 %, n = 4) und Ndg®* Mutanten (Tag 5= 23,87 % + 8,67 %, n = 13; Tag 7= 24,25 % + 8,09 %, n =
11; Tag 9= 40,11 % + 23,91 %, n = 8; Tag 11= 39,40 * 26,86 %, n = 7; Tag 13= 40,03 % + 5,91 %, n = 4).
(C) Pupale Letalitat von Kontrolltieren (w!28) mit steigendem Alter der Elterntiere (Tag 5= 3,98 % +
2,13%,n=10;Tag7=5,63% + 3,5 %, n=13;Tag 9=2,29 % + 4,01 %, n=9; Tag 11=6,93 % £ 8,22 %, n
=6; Tag13=2,54 % + 3,14 %, n = 5), Ndg*®* (Tag5= 3,11 % + 2,56 %, n = 12; Tag 7= 5,54 % + 4,18 %, n
=9;Tag9=3,21%+3,31%,n=6;Tag11=7,08 % + 6,91 %, n =5; Tag 13=5,95 % + 7,43 %, n = 4) und
Ndg*4 Mutanten (Tag 5= 8,67 % + 5,98 %, n = 13; Tag 7= 13,15 % *+ 8,35 %, n = 11; Tag 9= 13,53 % +
10,8 %, n=8; Tag 11=4,5+ 3,63 %, n = 7; Tagl3= 12,78 % + 12,51 %, n = 4). T-Test mit folgenden p-
Werten: *** p < 0,001; ** = p < 0,01; * = p £ 0.005, nicht signifikant (n. s.) = p > 0.05. Mittelwerte *
SD.

64



Ergebnisse

embryonic lethality

1004 dekk
go. 4o T -
60- . - = - . T
40- - — — . L -
20 - [ . & -
1 T - ; ‘ =
=== = - B
[%] 0- | | | | |
5 7 9 11 13
Age of parental flies [d]
B larval lethality
100 s
Ndgho+ s - n.s.
801 iy -
n.s
507 s 1 —
.S. H n.s.
400 omsome e g . = =
o EpEEMEoa ="
(%] 0 il B | | ~
5 7 9 11 13
Age of parental flies [d]
C pupal lethality
100+
80 ngAO.4
60
40+
20 n.s. — — ns. s rli
1 ns. n.s. El . ns. il n.s. —
[%] 0- ?égg-*ii__@__ﬁ%-
5 7 9 11 13

Age of parental flies [d]

65



Ergebnisse

5.2.5. Nidogen Mutanten zeigen verminderte Fertilitat

In Ndg Mutanten konnten keine morphologischen Defekte wahrend der Embryonalentwicklung
identifiziert werden. Da in den Letalitatsanalysen eine hoch signifikante Anzahl an Embryonen der Ndg
Mutanten nicht schliipfte, wurde die Anzahl der von Ndg mutanten Weibchen gelegten
unbefruchteten Eier quantifiziert und die Fertilitdt der Mannchen getestet.

Die Anzahl der unbefruchteten Eier in den Kontrollansatzen stieg signifikant in Abhangigkeit vom Alter
der Elterntiere (Abb. 19A in grau, One-Way Anova = ***). Im Vergleich mit den Kontrollwerten konnte
in Ndg®®? Ansidtzen ab Tag 7 jeweils ein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abb. 19A in
hellviolett, One-Way Anova = ***). Die Analyse der Ndg®’* Ansitze zeigte durchgingige hoch
signifikante Unterschiede zu den Kontrollwerten (Abb. 19A in dunkelviolett, One-Way Anova = ***),
Die ermittelten Daten der nicht befruchteten Eier gleichen dabei den Daten der nicht geschlipften
Eier aus dem Letalitatstest (Vergleich Abb. 18A mit Abb. 19A). Die Ergebnisse der zweifaktoriellen
Varianzanalyse zeigen neben dem in allen Ansatzen steigenden Wert durch den Faktor Alter der
Elterntiere eine zusatzliche Abhingigkeit des Genotyps (Two-Way Anova Ndg?%4 = *, Ndg?# = **),

Die prozentuale Anzahl der Ndg mutanten Mannchen, die Nachkommen hervorbrachten, resultierte

A0.4

im Ansatz von Ndg“®“* in widersprichlichen Ergebnissen, die nur teilweise signifikant sind und auf

keinen Einfluss des Faktors Alter der Mannchen hindeuten (Abb. 19B hellgrin). Im Gegensatz dazu

414 ein durchgingig hoch signifikanter Unterschied zu den Kontrollansitzen

konnte im Ansatz Ndg
festgestellt werden, der eine starke Altersabhdngigkeit zeigte (Abb. 19B dunkelgriin). Die Ergebnisse
der zweifaktoriellen Varianzanalyse zeigten dabei keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Kontrollwerten und den Werten von Ndg?’* (Two-Way Anova = n. s.) und hoch signifikante

Unterschiede zwischen den Kontrollwerten und Ndg?%“ (Two-Way Anova = ***),
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Abbildung 19: Fertilitatstest an Nidogen Mutanten. (A) Unbefruchtete Eier von weiblichen
Kontrolltieren (w8, grau) sowie Ndg?®* (hellviolett) und Ndg®* (dunkelviolett) Mutanten, die mit
méannlichen Kontrolltieren (w!'!8) verpaart wurden. Unbefruchtete Eier von Kontrolltieren (Tag 5 = 6,4
% +5,48 %, Tag7=7,6%+5,14 %, Tag9=10,6 +6,18 %, Tag 11 =16,6 % + 6,18 %, Tag 13 =182 % +
7,08 %), Ndg*®* (Tag5=6,% + 4,81 %, Tag 7 = 16,6 % + 6,8 %, Tag 9= 25,2 + 10,29 %, Tag 11=28,2 %
+ 13,15 %, Tag 13 = 46,2 % + 19,81 %) und Ndg®%* (Tag 5 = 19,2 % + 12,04 %, Tag 7 = 33,4 % + 16,6 %,
Tag9=49,2+20,64 %, Tag 11 =58,6 % + 15,38 %, Tag 13 =71,4 % + 20,89 %). T-Test mit folgenden p-
Werten: *** p < 0,001; ** = p <0,01; * = p £0.005, nicht signifikant (n. s.) = p > 0.05. n = 10, Anzahl
der Mittelwerte aus je 50 ausgezahlten Eiern. (B) Mannchen die Nachkommen hervorbrachten.
Kontrolltiere (w8, grau), Ndg®®* (hellgriin) und Ndg?** (dunkelgriin) Mutanten. Kontrolltiere (Tag 5
=93%,n=30,Tag7=97%,n=30,Tag9=86%,n=28,Tag11=87 %, n=30,Tag 13 =78 %, n = 27),
Ndg®®* (Tag 5 =93 %,,n=30,Tag7=87%,n=30,Tag9=90%, n=29, Tag 11 =58 %, n =12, Tag 13
=76 %, n=17) und fiir Ndg?** (Tag5=70 %, n =30, Tag 7=60 %, n =30, Tag9=33 %, n =24, Tag 11
=27 %, n=15,Tag 13 = 25 %, n = 12). Chi-Quadrat-Test mit folgenden p-Werten: *** p < 0,001; ** =
p < 0,01; * = p <£0.005, nicht signifikant (n. s.) = p > 0.05. n = Anzahl der Anséatze pro getesteten Tag.
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Um die Rolle von Ndg fiir die Fertilitdt von Weibchen und Mannchen zu untersuchen, wurde zunachst
die Proteinverteilung im Ovar und in Testes analysiert.

Ndg umgibt im Ovar die netzartig aufgebaute Muskelschicht, die das komplette Gewebe umhiillt, und
die Muskelschicht, die auf dem Follikelepithel und den Ovariolen liegt. AuBerdem konnte Ndg auf der
Basalseite der Follikelepithelzellen detektiert werden, welche die Oozyten umgeben (Abb. 20A und C,
Pfeile). Die Testes sind komplett von Muskukulatur umgeben, die alle eine Ndg positive Bl besitzen
(Abb. 20B und D, Pfeile).

Abbildung 20: Nidogen Proteinverteilung in Ovarien und Testes. (A, B, C, D) Proteinverteilung von
Ndg mit anti-Ndg Antikérperfarbung an Ovar (A und C) und Testes (B und D). (A", B°, C’, D") F-Actin
(rot) und DNA (weil}) Farbung an Ovar (A" und C’) und Testes (B” und D’) von jeweils neun Tage alten
adulten Tieren. Ndg umgibt im Ovar die Muskulatur (Pfeil, A und A’) wie auch die Oozyten (Pfeilkopf,
A und A’). In den Testes umgibt Ndg stark die verschiedenen Muskulaturtypen, die den kompletten
Testes umgeben (Pfeile in B und B’). Abkiirzungen: oo: Oozyte, nc: Nahrzelle (nurse cells), hg: Enddarm
(hindgut), te: Testis, pg: Paragonium. Messbalken = 200 um.

Ndg Mutanten zeigten eine verminderte Fertilitdt (Abb. 19). Daher wurde die Morphologie des Ovars
und der Testes von adulten Fliegen jeweils fiinf und 13 Tage nach dem Schliipfen untersucht und
verglichen, da der altersabhdngig steigende Verlust der Fertilitdit Phdanotypen suggeriert. In der
Analyse der Testes von Ndg Mutanten konnten keine Hinweise auf morphologische Defekte
identifiziert werden (Abb. A5). Das Ovar von 13 Tage alten Ndg mutanten Weibchen zeigte hingegen
Stérungen. Wahrend die Verteilung von Kollagen IV auch im Ovar von alten Mutanten zu detektieren
war und keine strukturellen Auffalligkeiten zeigte (Abb. 21D), konnten morphologische Defekte
detektiert werden. Die Ovarien von alten Mutanten waren oft kleiner als die der Kontrolltiere
(Vergleich Abb. 21B mit D) und es konnten haufig leere Ovariolen beobachtet werden (Abb. 21D, Pfeil).
Die daraus resultierende Quantifizierung der Gesamtanzahl von Oozyten zwischen Kontrolltieren und
Ndg Mutanten ergab hoch signifikante Unterschiede in allen Ansdtzen (Abb. 21F). Eine genauere
Analyse dieses Sachverhaltes durch die Einteilung der gezahlten Oozyten in unterschiedliche
Reifestadien (Abb. 21G") zeigte signifikante Unterschiede in den spaten Stadien 13 und 14 (Abb. 21 G).
In Ovarien von 13 Tage alten Ndg mutanten Weibchen konnten hyperkondensierte Kerne detektiert
werden, die schon vor der wildtypischen Degradierung der Nahrzellen (Cavaliere et al., 1998; King,
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1970) abzusterben schienen (Abb. 21E"’, Pfeilkopf). Dabei handelte es sich um Oozyten in den Stadien
7-12, welche sich in Ovariolen befanden, in denen keine alteren Stadien in derselben Ovariole
detektiert werden konnten (Abb. 21E’, Pfeile). Die dazugehérigen Oozyten wurden hier als
apoptotisch interpretiert. Des Weiteren konnte in solchen Tieren bei gereiften Oozytenstadien eine
Storung im Hinblick auf die Anordnung von Kernen der Follikelepithelzellen beobachtet werden (Abb.
21E", Pfeil). Die Anzahl der als apoptotisch interpretierten Oozyten wurde quantifiziert und zeigt eine
altersabhédngig steigende Anzahl. Die Ergebnisse zeigen erhdhte Mittelwerte, die bei einem Alter der

Elterntiere von fiinf und 13 Tagen signifikant waren. (Abb. 21H).
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Abbildung 21: Kollagen Verteilung und Morphologie von Nidogen Mutanten im Ovar. (A-D) Anti-GFP
Antikorperfarbung (weill) an Ovarien von fiinf (A und C) und 13 (B und D) Tage alten Tieren. Tiere mit
den Genotypen vkg::GFP (A und B), Df Ndg, vkg::GFP/ Ndg®%* (C und D) und Ndg*%“ (E, E, E”’). Farbung
der DNA (A-D in blau, E-E” in weiB) und von F-Actin (rot, E-E”"). Messbalken = 200 um (F) Anzahl an
Oozyten aller Stadien von Kontrolltieren (white') (grau) und Ndg?** Mutanten (blau) in Abhingigkeit
des Alters der Elterntiere. Kontrolle (Tag 5= 124,86 £+ 9,49 n=7; Tag 9=95,17+ 11,8 n = 6; Tag 13 =
60,42 + 17,74 n = 12) und Ndg** Mutanten (Tag 5= 85,5 + 29,26 n=5; Tag 9=60,33 £ 9,87 n = 6; Tag
13 =33,33 + 8,12 n = 6). (G) Anzahl von Oozyten verschiedener Stadien von Kontrolltieren (white?!%)
(grau) und Ndg?** Mutanten (blau) in Abhingigkeit des Alters der Elterntiere. Kontrolle (Tag5 =76 +
6,35 (Stadien 1-6), 20,14 + 3,29 (Stadien 7-12), 28,71 + 2,43 (Stadien 13 und 14) n=7; Tag9=57,33
5,82 (Stadien 1-6), 17,17 + 5,42 (Stadien 7-12), 20,67 + 4,76 (Stadien 13 und 14) n = 6; Tag 13 = 40,17
+ 10,02 (Stadien 1-6), 15,08 + 8,25 (Stadien 7-12), 5,17 + 5,72 (Stadien 13 und 14) n = 12) und Ndg***
Mutanten (Tag 5 =59 + 21,42 (Stadien 1-6), 18 + 6,24 (Stadien 7-12), 8,8 + 4,82 (Stadien 13 und 14) n=
5; Tag 9 = 46,83 + 13,61 (Stadien 1-6), 9,83 + 4,35 (Stadien 7-12), 3,67 + 1,63 (Stadien 13 und 14) n =
6; Tag 13 = 29,67 + 8,8 (Stadien 1-6), 2,67 £ 1,21 (Stadien 7-12), 1 £ 1,26 (Stadien 13 und 14) n = 6).
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(G") Schematische Darstellung von verschiedenen Oozytenstadien, die zur Einteilung in G dienten. (H)
Anzahl an Oozyten apoptotischer Stadien von Kontrolltieren (white!*8) (grau) und Ndg”** Mutanten
(blau) in Abhdngigkeit des Alters der Elterntiere. Kontrolle (Tag5=0+0n=7;Tag9=2,33+2,25n=
6; Tag 13 =2,83 3,19 n = 12) und Ndg**# Mutanten (Tag5=1,67 +1,63n=5;Tag9=3,17+2,93 n =
6; Tag13=6+2,68 n=6). T-Test mit folgenden P-Werten: *** p <0.001, ** p = 0.005, nicht signifikant
(n.s.) =p>0.05. Mittelwert + SD.
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5.3. Die Rollen von Matrix Metalloproteinasen fiir die ECM-Remodellierung
wahrend der Metamorphose

5.3.1. ECM Degradierung und Mmp Lokalisation wahrend der Metamorphose

Fiir den Abbau der ECM sind Matrix Metalloproteinasen verantwortlich, die die Proteine der ECM
spalten. Um die spezifischen Rollen der beiden Homologe in Drosophila firr die Remodellierung der
ECM wahrend der Metamorphose zu untersuchen, wurde zunachst die Proteinverteilung auf zelluldrer
Ebene analysiert. Dazu wurden histologische Kryo-Schnitte von Puppen angefertigt, die GFP-
Fusionsproteine von LanB1, Mmp1 und Mmp2 exprimieren.

Zu Beginn der Puppenphase (P1) umhiillt die Bl die viszerale und somatische Muskulatur sowie den
Fettkorper (Abb. 22A und A’). Zu diesem Zeitpunkt wurde Mmp1 in den Fettkérperzellen und schwach
in den Mitteldarmzellen detektiert (Abb. 22B und B’), wahrend Mmp2 lediglich schwach in den
Mitteldarmzellen vorhanden war (Abb. 22C und C’). Im Puppenstadium P3 war LanB1 noch schwach
um die Muskulatur und den Fettkdrper vorhanden (Abb. 22D und D’). Mmp1 konnte im Fettkdrper
und um die proliferierenden adulten Mitteldarmvorlduferzellen (Abb. 22E und E’, Pfeil) detektiert
werden, welche ab diesem Zeitpunkt beginnen, die larvalen histolysierenden Mitteldarmzellen zu
umschlieBen. Mmp2 war sehr stark zwischen den larvalen Mitteldarmzellen und der viszeralen
Muskulatur lokalisiert, wo sich beide Gewebe eine Bl teilen, sowie um die somatische Muskulatur und
im Fettkorper zu finden (Abb. 22F und F’). Im Stadium P6 lieR sich LanB1 lediglich um die
Malpighischen GefaRe detektieren, die die Metamorphose tGberdauerten (Abb. 22G, Pfeil). Mmp1 war
im Fettkorper, in adulten Mitteldarmvorlduferzellen, die den pupalen Mitteldarm ausbilden (Abb.
22H, Pfeil), und an Zellresten der somatischen Muskulatur detektierbar (Abb. 22H’, Pfeil). Mmp2 ist
zu diesem Zeitpunkt nicht mehr exprimiert. Zum Ende der Metamorphose (P12) ist LanB1 wieder um
den Fettkorper, die viszerale und die somatische Muskulatur angelagert, wahrend keine Mmp
Lokalisation mehr beobachtet werden konnte (Abb. 22J-L").

Abbildung 22 (nachfolgende Seite): Proteinverteilung von Mmp1, Mmp2 und Laminin B1 wahrend
der Metamorphose. Anti-GFP (griin) und Anti-RFP (rot) Antikorperfarbung an Puppen mit den
Genotypen: LanB1::GFP (A, A", D, D',G, G',J, J°), Mmp1::GFP (B, B’, E, E’, H, H", K, K’) und Mmp2::GFP
(C,C,F F,L I, L L) und jeweils Mhc-GAL4, UAS-mCD8::RFP. Puppen im Stadium P1 (A-C’), P3 (D-F’),
P6 (G-1") und P12 (J-L°). Die Bl um den Mitteldarm und um die somatische Muskulatur, markiert durch
LanB1::GFP, wurde bis zum Stadium P6 komplett abgebaut (G und G") und anschlieBend bis zum
Stadium P12 wieder aufgebaut (J und J°). Die Proteinlokalisation von Mmp1 konnte im Fettkorper (B,
B’, H, H) und dem kontrahierenden larvalen Mitteldarm (H) detektiert werden. Die Proteinlokalisation
von Mmp2 konnte im larvalen Mitteldarmepithel (F) und der Muskulatur (F und F’) detektiert werden.
Messbalken = 100 um.
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5.3.2. Expression von Mmps wahrend der Metamorphose

Die sich unterscheidende Proteinlokalisation der beiden Mmps deutet auf sich unterscheidende Rollen
fiir die Degradierung der ECM wahrend der Metamorphose hin. Zur weiteren Analyse wurden durch
P-Element Insertion generierte lacZ-Reportergen Fliegenlinien genutzt (Spradling et al., 1999), um den
Expressionsort und -zeitpunkt untersuchen zu kénnen.

Die hier analysierte LacZ-Reportergenexpression spiegelt im Fall von Mmp1 die cis regulatorische
Aktivitat der etwa 600 bp vor dem proteincodierenden Bereich des zweiten Exons liegenden Enhancer
wider. Die Reportergenaktivitdit wurde in den Stadien P3 und P6 schwach in den larvalen
Mitteldarmprimordien oder im transienten pupalen Mitteldarm (fiir P3 Abb. 23A, Pfeil und fiir P6 Abb.
23B, Pfeil) detektiert und wurde auRerdem in Himozyten im Stadium P6 stark exprimiert (Abb. 23F).
Die Insertion der Mmp2"Z Reportergenlinie ist etwa 18 kb nach dem ersten Transkriptionsstart
lokalisiert und zeigt Expression im larvalen Mitteldarmepithel und/oder im transienten pupalen
Mitteldarm (fiir P3 Abb. 23C, Pfeil und fiir P6 Abb. 23D, weiler Pfeil) sowie Signal an der
Mitteldarmoberflache (Abb. 23D, schwarzer Pfeil), wahrend in Hamozyten kein Signal detektiert
werden konnte (Abb. 23G und H).
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Abbildung 23: Expression von Mmps. (A, B, E, F) Galaktosidase-Expression von Mmp1"Z im larvalen
Mitteldarm in den Stadien P3 (A) und P6 (B) sowie Expression in einigen Himozyten im Stadium P3 (E)
und in den meisten Himozyten im Stadium P6 (F). (C, D, G, H) Galaktosidase-Expression von Mmp2'e<?
im larvalen Mitteldarm des Stadium P3 (D) sowie P6 mit Expression im gesamten Mitteldarm (D),
wahrend die Himozyten kein Signal zeigen (G, H). Darstellung mittels X-Gal Farbung an praparierten
Mitteldarmen (B, C, D, E, F, G) und Hdmozyten (B*, C’, D, E’, F, G’). Messbalken = 100 um.

5.3.3. Letalitat von Mmp Allelen

Fir funktionelle Analysen wurde die Letalitat der zuvor genutzten P-Element Insertionen und weiteren
bereits beschriebenen Allelen, bzw. Fliegenlinien mit Insertionen im entsprechenden Locus, ermittelt.
Nach Kreuzung und Generierung von transheterozygoten Tieren, wurde die Letalitat weiter liberprift,
um eventuelle ,second site hits” auszuschlielen. Des Weiteren wurde eine potentielle genetische
Interaktion durch Kreuzung von Mmp1 mit Mmp2 Allelen getestet.

Homozygote Tiere des Genotyps Mmp1®? sind letal. Kreuzungen mit den ebenfalls zur Letalitit
fiihrenden Mutationen Mmp12, bei der die Exone 3, 4 und 5 deletiert wurden, sowie dem EMS-Allel
Mmp1%torii2 hei dem ein Stopp-Codon kurz nach der Pro-Doméne liegt, fiihren ebenfalls zur Letalitat
(Tab. A2; Page-McCaw et al., 2003). Die im Mmp2 Locus untersuchten P-Element Insertionen fiihren
homozygot wie auch jeweils transheterozygot zueinander allesamt zu Letalitat. Dabei handelt es sich

2Mi02914

bei Mmp um eine Insertion, die im nicht codierenden Bereich liegt. Mmp2::eGFP ist eine Exon-

Trap Linie, die ein nicht funktionelles Protein hervorbringt, welches aber korrekt lokalisiert wird (Zhai
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et al., 2015). Auch hier ist die Storung der Genregulation durch die lacZ-Insertion ausschlaggebend fir
die Letalitat (Tab. A2).

Um den Zeitpunkt der durch die lacZ-Insertionen verursachten Letalitdt zu bestimmen, wurde der
Anteil der homozygoten Tiere im Verhaltnis zu balancierten Tieren wahrend der Larvalstadien
bestimmt. Da homozygote Balancertiere embryonal letal sind, liegt die erwartete Verteilung ab dem
ersten Larvalstadium bei 33,3 % homozygoter und 66,6 % heterozygoter Tiere, solange es nicht zum
Funktionsverlust kommt. Die Ergebnisse zeigten im Mmp1'®? Stock einen Anteil homozygoter Tiere
von 27,61 % *+ 2,8 % im ersten, 16,75 % + 3,8 % im zweiten und 0 % * 0 % im dritten Larvalstadium
(Abb. A6A) und fir Mmp2"? 30,11 % + 4,77 % im ersten, 23,93 % + 2,45 % im zweiten und 5,73 % +
5,02 % im dritten Larvalstadium (Abb. A6B). In beiden Linien kam es dementsprechend zu einer
steigenden Letalitit Giber die Larvalstadien hinweg. Die Mmp2°“Z Tiere, die sich verpuppten, starben
wahrend der Metamorphose. Dabei konnten Defekte in Form von fehlender Dissoziation des
Fettkorpers, ein ausbleibender Abbau der larvalen Gewebe und ein melanisiertes, tumorartiges, am
Darm angeheftetes Kompartiment detektiert werden (Abb. A8).

5.3.4. Mmp2 Knockdown wahrend der Metamorphose

Um die spezifische Rolle von Mmp2 wahrend der Metamorphose zu untersuchen, wurde ein
Knockdown ab dem spaten dritten Larvalstadium durchgefiihrt. Die Expression der dsRNA erfolgte im
Expressionsmuster des ubiquitdren GAL4-Treibers Act5C-GAL4 und wurde mittels Expression des UAS-
mCD8::RFP Reportergenkonstruktes kontrolliert und nachverfolgt. Die Auswirkung des Knockdowns
wurde mittels Letalitatstest sowie die nach Phanotypen hin analysiert.

Der Letalitdtstest wurde zur Kontrolle und im Kontext des temperatursensitiven GAL4/UAS-
Hintergrundes bei 20 °C sowie im theoretischen Optimum von 29 °C durchgefihrt (Brand and
Perrimon, 1993). Zur Kontrolle wurde die Linien white''!8, Act5C-GAL4, UAS-mCD8::RFP und UAS-
Mmp2-RNAi genutzt, die allesamt eine leicht gesteigerte Letalitat bei 29 °C aufzeigten.

Die Normalentwicklung zeigte wahrend der Puppenphase die Ausbildung einer Luftblase im Stadium
P3, der Dissoziation des Fettkdrpers, den griin werdenden Malpighischen Tubuli sowie initiale
Ausbildung der adulten Grundgestalt im Stadium P6 und der fast abgeschlossenen Metamorphose im
Stadium P12, bei der nur noch die Maplpighischen Tubuli sowie der Gelbkorper (der larvale Darmrest
im differenzierten adulten Mitteldarm) als noch zu inkorporierende Reste dulRerlich zu detektieren
waren (Abb. 24A und A’). Der Knockdown von Mmp2 fiihrte bei 29 °C bei allen untersuchten Tieren
und bei 20 °C zu einer gesteigerten Letalitdt (Abb. A7). Der bei 29 °C resultierende Phanotyp duRert
sich in einer ausbleibenden Dissoziation des Fettkorpers, dem Auftreten eines melanisierten Gewebes,
dem Ausbleiben der optischen Veranderung von Malpighischen Tubuli sowie dem Auftauchen des
Gelbkorpers an der Puppenoberflache und einem abschlieRenden Zerfall der Gewebe (Abb. 24B und
B’).
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Abbildung 24: Letalitat nach Mmp2 Knockdown
wahrend der Metamorphose. (A) Morphologie
von wildtypischen Puppen der Stadien P3, P6
und P12 mit dem Genotyp Act5C-GAL4 > UAS-
mCD8::RFP.  (A) RFP  Expression  der
entsprechenden Stadien aus A. (B) Morphologie
von Puppen mit dem Genotyp Act5C-GAL4 >
UAS-mCD8::RFP, UAS-Mmp2-RNAi und der
gleichen Entwicklungszeit von Kontrolltieren der
Stadien P3, P6 und P12. (B") RFP Expression der
entsprechenden Stadien aus B. Die Haltung
erfolgte bei 29 °C.

Zur Analyse der zuvor beschriebenen Defekte wurde die Remodellierung des Mitteldarms nach
Knockdown von Mmp2 untersucht. In Kontrolltieren kommt es in der viszeralen Muskulatur bis zum
Stadium P6 zum Abbau des kontraktilen Apparates. Die drei- bis fiinfkernigen longitudinalen sowie die
zweikernigen zirkularen Muskeln dedifferenzieren zu Myoblasten mit ein bis drei, respektive einem
Kern bevor es danach wieder zur Redifferenzierung kommt (Abb. 25A und C). Das larvale
Mitteldarmepithel wird von einem Teil der ab dem dritten Larvalstadium proliferierenden adulten
Mitteldarmstammzellen umschlossen, wahrend der andere Teil den adulten Mitteldarm bildet. Im
Stadium P6 ist der larvale Mitteldarm bereits stark kondensiert (Abb. 25C"). In Tieren, in denen Mmp2
im Expressionsmuster von Actin5C durch RNAi herunterreguliert wurde, kommt es bei gleicher
Entwicklungsdauer im Vergleich zu den entsprechenden Kontrolltieren zu einer fehlenden Auflésung
des kontraktilen Apparats der viszeralen Muskulatur (Vergleich Abb. 25C mit D). Zudem wird der
larvale Mitteldarm nicht korrekt kondensiert. Die Lange des Mitteldarms, die in Kontrolltieren stark
abnimmt, ist in Tieren mit Mmp2 Knockdown hoch signifikant langer (Abb. 25E). Zusatzlich ist die
Flache des larvalen Mitteldarms in Tieren, die dem Stadium P6 entsprechen, signifikant groRer, als die
von Kontrolltieren (Abb. 25F). Interessanterweise unterscheiden sich die vergleichenden Werte
zwischen Mmp2 Knockdown des Stadiums P6 zum Stadium P3 von Kontrolltieren und Tieren mit
Mmp2 Knockdown nicht signifikant. Dieser Zusammenhang deutet auf eine Entwicklungsstérung, die
eine Weiterentwicklung des Darmtraktes ab dem Stadium P3 verhindert.
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Abbildung 25: Mmp2 Phanotyp des Mitteldarms. (A und A’) Kontrolltiere (Act5C-GAL4/CyO, Dfd-YFP)
und (B und B’) Tiere mit Mmp2 Knockdown (Act5C-GAL4 > UAS-Mmp2-RNAJ) im Stadium P3. (A und
A’) Kontrolltiere und (B und B’) Tiere mit Mmp2 Knockdown im Stadium P6. (A, B, C, D) Fokusebene
auf die Oberfldche des Mitteldarms und der viszeralen Muskulatur. (A’, B, C’, D’) Fokusebene auf das
Lumen des Mitteldarms und das larvale Mitteldarmepithel. Messbalken = 100 um. (E) Quantifizierung
der Mitteldarmldnge von Kontrolltieren (graue Boxen) und Tieren mit Mmp2 Knockdown (rote Boxen)
in den Stadien P3 und P6. Kontrolltiere: P3 = 1,01 mm £ 0,1 mm; P6 = 0,79 mm % 0,06 mm. Mmp2
Knockdown-Tiere: P3 = 1,19 mm % 0,07 mm; P6 = 1,08 mm = 0,1 mm. (E) Quantifizierung der
Mittelflache des larvalen Mitteldarmepithels von Kontrolltieren (graue Boxen) und Tieren mit Mmp?2
Knockdown (rote Boxen) in den Stadien P3 und P6. Kontrolltiere: P3 = 0,15 mm? + 0,01 mm?; P6 = 0,06
mm?2 + 0 mm?. Mmp2 Knockdown-Tiere: P3 = 0,16 mm?+ 0,01 mm?; P6 = 0,11 mm? + 0,01 mm?2. T-Test
mit folgenden p-Werten: *** p < 0,001; ** = p < 0,01; * = p < 0.005, nicht signifikant (n. s.) = p > 0.05.
Mittelwerte + SD. n=7.
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Da Matrix Metalloproteinasen fiir die Degradierung von ECM Komponenten verantwortlich sind,
wurde die Komposition der ECM auf dem in der Metamorphose befindlichen Mitteldarm zwischen
Kontrolltieren und in der Mmp2 Knockdown Situation untersucht. Hierzu wurden die Komponenten
LanA, LanB1, Ndg und Perlecan Proteine durch Nachweis von Antikérpern oder im Fall von Perlecan
mittels GFP-Markierung einer GFP Exon-Trap Linie durchgefiihrt. Wahrend in Kontrolltieren zwischen
den Stadien P3 und P6 die ECM abgebaut wurde (Abb. 26A-H), konnten alle untersuchten Proteine
nach Mmp2 Knockdown unverdndert detektiert werden (Abb. 26I-P).
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Abbildung 26: ECM Komposition nach Mmp2 Knockdown. (A, E, I, M) Proteinverteilung der LanA-
Antikorperfarbung. (B, F, J, N) Proteinverteilung der LanB1l-Antikorperfarbung. (C, G, K, O)
Proteinverteilung der Ndg-Antikorperfarbung. (D, H, L, P) (A-H) Kontrolltiere mit den Genotypen:
Act5C-GAL > UAS-mCD8::RFP (A-C, E-G) und trol::GFP; Act5C-GAL4 > UAS-mCD8::RFP (D und H). Mmp2
Knockdown mit den Genotypen Act5C-GAL4 > UAS-mCD8::RFP, UAS-Mmp2-RNAi (I-K und M-0) sowie
trol::GFP; Act5C-GAL4 > UAS-mCD8::RFP, UAS-Mmp2-RNAIi (L und P).
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6. Diskussion

6.1. Laminin wird gewebespezifisch exprimiert

Laminine sind die entscheidenden Elemente fiir die initiale Konstruktion der Bl. Die Quelle eines
frihen Laminin-Netzwerkes wurde bislang nicht hinterfragt. Die hier beschriebenen Ergebnisse zeigen
eine gemeinsame gewebespezifische Genexpression von LanB1 und LanB2 und die Identifizierung von
cis-regulativen Modulen (CRM) fiir diese gewebespezifische Sekretion. Die Expression der Laminin B1
und B2 Untereinheiten ist essentiell flir die darauffolgende Di- und Trimerisierung und reflektiert den
Beginn der initialen ECM-Formierung. Ich halte die strikte genetische Regulation der friihen ECM fiir
eine essentielle Grundvoraussetzung und ein Signal fur die folgende zufillige Assemblierung. Daraus
resultiert die Frage, ob die gewebespezifische Sekretion von Laminin ausreicht, um die hier so
benannte ,frithe ECM“ auszubilden und wie diese ECM zusammengesetzt ist, wenn Hamozyten als
Hauptproduzenten von ECM Proteinen fehlen. Dazu wurde ein Laminin-Netzwerk identifiziert,
welches den Mitteldarm, die somatische Muskulatur und das ZNS umgibt. Die Differenzierung dieser
Organe verlduft bis zum Ende der Embryonalentwicklung wildtypisch, wird allerdings nicht
abgeschlossen. Es kommt zu einer gestorten Kammerung des Mitteldarms, Orientierungsdefekten der
ventralen Myotuben und das ZNS weist kondensiert nicht vollstandig, was charakteristisch fir
verschiedene ECM Phénotypen ist (Martinek et al., 2008; Olofsson and Page, 2005; Urbano et al.,
2009).Dieses Experiment untermauert die Rolle der gewebespezifischen Laminin Sekretion als
entscheidenden Schritt fur die Initiierung der ECM und reduziert die Rolle der Himozyten und die
damit verbundene starke Sekretion von ECM Komponenten (Matsubayashi et al., 2017) auf die
terminale Differenzierung von Organen. Embryonale Gewebe sind also in der Lage, ihre individuelle
und initiale Laminin Sekretion von sich aus zu steuern. Diese Ergebnisse eréffnen eine neue Sichtweise
auf die Laminin Formierung in vivo, in der das friheste Laminin-Netzwerk auf gewebeeigene
Expression zurickgreift.

Des Weiteren implizieren diese Ergebnisse Unterschiede zwischen einer ,frihen” und einer
ausgereiften ECM, die anhand der Proteinverteilung am embryonalen Mitteldarm nachverfolgt wurde.
Dartiber hinaus konnte die Komposition der ,frthen ECM“ als Laminin-Netzwerk, welches schon mit
dem Linker-Protein Nidogen verwoben ist, identifiziert werden. Diese Befunde stehen in
Ubereinstimmung mit der frilhen Expression dieser Proteine (Wolfstetter et al., 2019). Wihrend
Perlecan wie Laminin-Untereinheiten und Nidogen bereits friihembryonal exprimiert wird (Friedrich
et al., 2000), wird fiir die beiden Kollagen IV codierenden Gene, lediglich spdtembryonale Expression
im Fettkorper und in Himozyten postuliert (Mirre et al., 1988; Monson et al., 1982; Natzle et al., 1982;
Le Parco et al., 1986; Yasothornsrikul et al., 1997).Im Gegensatz zur voll ausdifferenzierten ECM ist die
,frihe ECM“ durch die Abwesenheit der Kollagen-Schicht und der unvollstéandigen Inkorporation von
Perlecan, welches Kollagen fir die korrekte Lokalisation bendtigt (Matsubayashi et al., 2017; Pastor-
Pareja and Xu, 2011), charakterisiert. Dabei liegt die Ursache in der fehlenden Sekretion von Kollagen
durch Hamozyten. Mutationen von Kollagen IV fiihren zu letalen Phdanotypen in Drosophila, C. elegans
und in Mausen, ohne dabei die grundlegende Ausbildung der ECM zu beeinflussen (Borchiellini et al.,
1996; Gupta et al., 1997; Poschl et al., 2004). Der Verlust von Kollagen kénnte zu dhnlichen
Phanotypen mit nicht kompletter embryonaler Differenzierung fihren. In den ektodermalen
Darmanteilen konnte auch in Abwesenheit von Himozyten Proteinauflagerung von Perlecan und
Kollagen IV detektiert werden. Dieser Befund suggeriert eine gewebespezifische Expression von allen
essentiellen ECM Komponenten in diesem Gewebe. Wahrend die Mitteldarmprimordien eine
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epitheliale mesenchymale Transition durchlaufen, um in das Zentrum des Embryos zu migrieren,
bleiben die ektodermalen Darmanlagen epithelial und werden passiv mitgezogen (Skaer, 1993). Dieser
Unterschied deutet darauf hin, dass die ,, friihe” extrazellulare Matrix den Zellen eine gewisse Mobilitat
erlaubt, die fur die wahrend der Embryonalphase stattfindenden Migrationsprozesse bendtigt
werden. Die ausdifferenzierte ECM verhilft Geweben und Organen durch hohere Stabilitdt mit einer
verstarkten, steiferen ECM (Abb. 27).
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Abbildung 27: Schema der frithen und differenzierten ECM. (A) In der Embryonalentwicklung wird
am Beispiel des Mitteldarms zuerst eine frilhe ECM durch gewebespezifische Expression gebildet. (B)
Durch spatembryonale Expression von ECM Komponenten durch Himozyten und Fettkorper wird die
terminale ECM des Mitteldarms differenziert, wobei die Lokalisation von Perlecan und Kollagen IV von
der Hdmozytensekretion abhangt. (C) In srp™°* Mutanten sind Himozyten nicht differenziert. Ohne
die Sekretion der Himozyten von ECM Komponenten kommt es zu einer gestorten Entwicklung.
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Im Ovar sind Unterschiede der Kollagensekretion bekannt. Wahrend das Follikelzellepithel Kollagen IV
zellautonom sekretiert, kommt es bei der Differenzierung der Keimbahnstammzellen zu einer
Sekretion durch Hamozyten, die fiir die wildtypische Differenzierung dieser Zellen eine Rolle spielt.
Nach Knockdown von Kollagen IV in Hiamozyten ist die Anzahl der Zellen, welche sich in der
Stammzellnische befinden, vergroRert (van de Bor et al., 2015). Zusammen genommen zeigen diese
Befunde, dass die im Kontext der in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse auf eine starke Abhangigkeit
der Gewebedifferenzierung von einer streng geregelten raumlichen und zeitlichen Auflagerung von
ECM-Schichten hindeuten.

6.2. Serpent ist der wichtigste Regulator flir Laminin B1 und Laminin B2

Laminine werden Uber alle Keimblatter hinweg exprimiert (diese Arbeit, Montell and Goodman, 1988,
1989; Urbano et al., 2009; Wolfstetter and Holz, 2012) und ein initiales Laminin-Netzwerk, welches fir
komplexe entwicklungsbiologische Prozesse wie Zellmigration und Organogenese bendtigt wird
(Sdnchez-Sanchez et al., 2017; Urbano et al., 2009; Wolfstetter and Holz, 2012; Yarnitzky and Volk,
1995), Dbesteht bereits bevor weitere ECM Komponenten sekretiert werden (diese Arbeit,
Matsubayashi et al., 2017). Das vielseitige Expressionsmuster und die diversen Funktionen
suggerieren komplexe Regulationsmechanismen. In dieser Arbeit wurde Srp, der wichtigste GATA
Transkriptionsfaktor fur die Entwicklung von Drosophila, als Gewebe und Keimblatt Gbergreifender
Regulator fiir die CRM von Laminin B1 und B2 identifiziert. Zusatzlich scheint die Expression von
Laminin in myogenen Geweben von Mef2 abhéngig zu sein. Srp wird in diversen Geweben exprimiert.
In diesem Kontext ist es naheliegend, dass Srp auch Laminine in diversen Geweben reguliert. Eine
spezielle Rolle nehmen mesenchymale Zellen fiir die Expression von Laminin ein. Himozyten und der
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Fettkorper zeigen die hochste Laminin Expression und die dorsalen Mittelzellen (dorsal median cells)
scheinen die gewebespezifischen Produzenten fiir das gesamte ZNS zu sein.

Im Hintergrund der Reportergen-Expression von LanB1 sind die ChIP-qPCR-Ergebnisse naheliegend,
da LanB1 IE5" nur Laminin Expression in der Amnioserosa aufzeigte, welche von Srp reguliert sein
kann. Dieses Gewebe persistiert lediglich in der ersten Halfte der Embryonalentwicklung und
durchlauft anschlieRend einen programmierten Zelltod (Frank and Rushlow, 1996). Dadurch konnte
nur eine kleine Fraktion von Zellen die Anreicherung von Srp in diesem Ansatz beeinflussen. Im
Gegensatz dazu, zeigte LanB1 IE 3" hohe Srp Anreicherung und starke Reportergen-Expression im
Entoderm, Hamozyten und im Fettkdrper, deren Determinierung und Differenzierung von Srp
abhangen. Dariiber hinaus wurde kirzlich gezeigt, dass Hamozyten die Hauptproduzenten fir
sekretierte ECM Proteine sind (Matsubayashi et al., 2017). Auch die Daten fiir LanB2 stimmen mit den
zuvor gezeigten Reportergen-Analysen Uberein, da LanB2 UE-GFP Embryonen keine Reportergen-
Expression und LanB2 IE 5°-GFP und LanB2 IE 3’-GFP Srp abhangige Expressionsmuster aufzeigten. Die
starke Anreicherung von Srp in den beiden Regionen der LanB2 IE Konstrukte und die starkste
Anreicherung im Bereich von LanB1 IE 3" indizieren, dass die Himozyten und Fettkorper Regulation
den hochsten Effekt in diesem Experiment bewirkten. Die im Vergleich zu LanB2 IE etwa doppelt so
hohe Anreicherung in LanB1 IE 3 lasst auf eine doppelte Anzahl von detektierten Bindestellen
schlieflen. Zusatzlich deckte die Anreicherung im Bereich von LanB1 IE 5” eine direkte Bindung von Srp
in der Amnioserosa auf.

Sy _LanB1
P<| anB2 _ LanB
S[_p:LanB1 ‘< anB2
LanB2 » _, LanB1
" LanB2
ﬁ&vgian81
|~ =lanB2
LanB1
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Abbildung 28: Schema der transkriptionellen Regulation von Laminin B1 und Laminin B2. Die in
dieser Arbeit gezeigten Daten deuten auf eine gewebelibergreifende Regulation von Srp fiir LanB1
und LanB2 im Fettkdrper, in Hdmozyten, im Mitteldarmepithel und in der Amnioserosa. Zusatzlich
bindet Mef2 an LanBl1 und LanB2 fur die Laminin Regulation in der Muskulatur.
Transkriptionsfaktoren, die fir die Laminin Regulation in den Helferzellen des PNS, den dorsalen
Medianzellen des ZNS sowie die Expression im ektodermalen Darmepithel entscheidend sind, wurden
noch nicht identifiziert. Abkiirzungen: ACC: Nebenzellen (accessory cells), DMC: dorsale Mittelzellen
(dorsal median cells).

Das Gain-of function Experiment belegt, dass die Expression von Srp ausreicht, um die Enhancer von
LanB1 und LanB2 zu aktivieren. Interessanterweise flihrte die ektopische Expression von Srp auch zu
einer massiven Storung der Myoblastenfusion, die an Fusionsmutanten erinnern (Berger et al., 2008;
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Hamp et al., 2016; Kaipa et al., 2013; Schéafer et al., 2007). Es konnten auch am Ende der
Morphogenese unfusionierte Myoblasten und falsch orientierte Muskelzellen im gesamten viszeralen
und somatischen Mesoderm detektiert werden. Diese Ergebnisse deuten auf eine entscheidende Rolle
fir eine gewebespezifische Aktivitdt dieses Transkriptionsfaktors und der nachfolgenden
Genregulation hin.

Nachfolgend stellt sich die Frage, wie die in dieser Arbeit erlangten Erkenntnisse in einen
evolutiondaren Kontext einzuordnen sind. Wahrend in Drosophila Srp der wichtigste GATA
Transkriptionsfaktor ist, teilt sich die Spezifitit der Vertebraten GATA Homologe fir die
Differenzierung der unterschiedlichen Gewebe auf (Rehorn et al., 1996). In diesem Kontext ist die
Bindung von Srp an die hier vorhergesagte GATA-TFBS (Zhu et al., 2011) ein interessanter Befund, da
diese Bindestelle mithilfe einer Position weight matrix (PWM) gefunden wurde (Whyatt et al., 1993),
die aus Daten von Bindung durch Maus GATA-1 kreiert wurde. Die Rolle von Srp fiir die Himatopoese
scheint bis in die Vertebraten Entwicklung konserviert zu sein, da auch GATA-1 eine differenzierende
Rolle fur rote Blutkdrperchen einnimmt (Pevny et al., 1991). Die hier als GATA-TFBS benannte
Bindestelle scheint also eine zu Gata-1 nahverwandte Bindestelle von Srp zu sein, wahrend die hier so
genannten Srp-TFBS mehr Ahnlichkeiten zu Vertebraten GATA-4 und GATA-6 aufweisen (Khan et al.,
2018). In kultivierten embryonalen Stammzellen der Maus kommt es bei Uberexpression oder Verlust
von GATA-4 und GATA-6 zu einer verstarkten, respektive verminderten Expression von Laminin-1
(Fujikura et al., 2002; Futaki et al., 2004). Diese Experimente belegen keine direkte Bindung von GATA
Faktoren fir die Laminin Regulation, im Zusammenhang dieser Arbeit ware es aber interessant,
welche GATA-Faktoren die regulative Rolle von Srp fiir die Laminin Regulation auch in Vertebraten
Ubernehmen. Interessanterweise kommt es beim reziproken Verlust von GATA-4 oder GATA-6 in
Tumorzellen, die aus Epithelien entstanden sind, zum anschlieBenden Verlust von Laminin Expression
(Capo-chichi et al., 2003). Mit dem Wissen dieser Arbeit und unter der Annahme, dass GATA Faktoren
die Rolle der Laminin Regulation in Vertebraten (ibernehmen, ergibt die starke Expression von GATA
Faktoren in epithelialen Zellen Sinn. Diese Zellen bendtigen Laminin Expression, um ihre Bl zu
versorgen und den epithelialen Charakter aufrecht zu erhalten. In Gegensatz dazu sind proliferierende
Tumorzellen auf eine Degradierung der Bl angewiesen, um auszuwachsen und schlieRlich zu
metastasieren.

Eine kirzlich veroffentlichte Studie unterstiitzt diesen Gedanken, da dort eine gemeinsame Rolle von
Srp und humanen GATA-4 und GATA-6 fiir die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) gezeigt
wurde (Campbell et al., 2011). Obwohl sich die Funktionen fiir den Erhalt des epithelialen Charakters
und die EMT widersprechen, wird Laminin Aktivierung auch in mesenchymalen Zellen fir die
Zellmigration benétigt (Urbano et al., 2009; Wolfstetter and Holz, 2012). Da die Anwesenheit von Srp
den epithelialen Charakter in Drosophila stort (Campbell et al., 2011), nehme ich eine Rolle von Srp
fir die initiale Aktivierung in allen srp abhangigen Geweben an, und eine darauffolgende Laminin
Regulierung fiir den Erhalt epithelialer Gewebe, die durch andere GATA-Faktoren gewadhrleistet
werden muss. Eine Rolle von dGATAe fiir den Erhalt von Genexpression im differenzierten
Mitteldarmepithel wurde bereits gezeigt (Okumura et al., 2005) und dGATAa/Pannier ist an der
Differenzierung der Amnioserosa beteiligt (Heitzler et al., 1996; Winick et al., 1993).

Ein weiterer Beleg fiir die regulative Rolle von Srp auf Laminin-Untereinheiten und dariiber hinaus auf
andere ECM Komponenten ldsst sich anhand von RNA-Seq Daten belegen, die die Expression von
Stammzellen und differenzierten Zellen des Testes vergleichen. Hierbei geht im Zuge der
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Differenzierung die Expression von Srp und zugleich von ECM Komponenten verloren (Hof and Bokel,
2019). Ein interessanter Aspekt, der moglicherweise auf eine entscheidende Rolle von GATA Faktoren
fir den Erhalt von Stammzellnischen hindeutet. Bei Verlust von dGATAe in den Stammazellen des
Mitteldarms kommt es zum Verlust der Proliferation und Aufrechterhaltung des Stammzellcharakters
dieser Zellen (Okumura et al., 2016). So kommt es auch bei Verlust von Perlecan in diesen Zellen zum
Identitatsverlust des Stammzellcharakters (You et al., 2014). Diese Befunde weisen auf eine
konservierte Funktion von GATA-Transkriptionsfaktoren fiir die Aufrechterhaltung der
Stammzellnische durch Regulation von Lamininen und moglicherweise auch anderen ECM-
Komponenten hin.

6.3. Nidogen ist nicht essentiell fir die Assemblierung der Basallamina

Ndg bindet in Vertebraten Zellkulturen an Laminin iber Bindung an die y-Untereinheit (entsprache in
Drosophila LanB2) Uber die dritte globulare Domane und an Kollagen und Perlecan (ber die zweite
globuldre Domane (Durkin et al., 1988b; Fox et al., 1991; Hopf et al., 2001; Mann et al., 1989; Reinhardt
et al., 1993). Daraus schlussfolgernd wurde fiir das Linkerprotein Ndg eine Rolle in der Assemblierung
von Komponenten der Bl postuliert (Aumailley et al., 1993; Ho et al., 2008; Mayer et al., 1993, 1995).
Passend zu dieser postulierten Funktion ist Ndg Uber das Tierreich hinweg vorhanden und wurde als
hoch konserviert betrachtet. Durch vergleichende Analyse der Aminosduresequenz von Ndg
Orthologen liber diverse Taxa konnte tatsachlich ein hoher Grad an Konservierung in dieser Arbeit
festgestellt werden. Diese Befunde unterstiitzen die postulierte Rolle als essentieller Linker zwischen
den Netzwerken der BI.

Eine kirzlich publizierte Studie zeigt die Abhangigkeit der Ndg Lokalisation in die Bl von der dritten
globuldaren Domane (Dai et al. 2018). Diese Daten passen zu Befunden, die Vertebraten Protein-
Protein Interaktionen von Ndg untersuchten und die Interaktion lber diese Doméane mit Laminin
nachweisen konnten. Da von Ndg keine Interaktion mit Zelloberflachenrezeptoren bekannt ist, scheint
die Inkorporation in die Bl (iber Laminine realisiert zu werden. Des Weiteren zeigt diese Studie, dass
sowohl die erste wie auch die zweite globuldre Domane miteinander partiell redundant die Funktion
der Interaktion mit Kollagen erméglichen (Dai et al. 2018). Mutantenanalysen zeigen dariber hinaus
die Abhangigkeit der Ndg Lokalisation in die Bl von der korrekten Expression der Laminin-
Untereinheiten LanA (Wolfstetter et al. 2019) und LanB1 (Dai et al. 2019, Wolfstetter et al. 2018).
Zusammen mit der hohen Konservierung dieser Domédnen unterstiitzen diese Daten die Bindung von
Ndg an das Laminin- wie auch das Kollagen-Netzwerk.

Die Expressionsanalyse der vorliegenden Arbeit zeigt starke mRNA Expression von Ndg in den
mesodermalen Geweben, der viszeralen und somatischen Muskulatur sowie in den Kappenzellen (cap
cells) der Chordotonalorgane. Es konnte allerdings keine Expression in embryonalen Himozyten und
im Fettkorper detektiert werden, die fiir die meisten ECM Proteine und im speziellen fiir Laminin und
Kollagen IV die hochsten Expressionslevel aufweisen und fiir andere Gewebe sekretieren (Kusche-
Gullberg et al., 1992; Martinek et al., 2008; Matsubayashi et al., 2017; Le Parco et al., 1986; Urbano et
al., 2009; Wolfstetter and Holz, 2012). Detailliertere Expressionsanalysen wurden in Wolfstetter et al.
(2019) durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung mit anschlieBender Verstarkung der mRNA mittels
Detektion durch Tyramid Signal Amplifikation gezeigt. Die friihe embryonale mRNA Verteilung wurde
in einzelnen Zellen des gnathalen Kopfsegments im Kopfbereich, einzelnen Zellen des dorsalen
Mesoderms und Expression in der Amnioserosa gezeigt. Dagegen konnte die Proteinverteilung in allen
Basallaminae im Drosophila Embryo detektiert werden. Im Kontext der nicht vorhandenen Expression
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in Himozyten und im Fettkérper deuten diese vergleichenden Expressionsmuster des Proteins und
der mRNA auf bisher unentdeckte Sekretionsmechanismen hin. Die Befunde der
immunhistochemischen Lokalisation der Ndg mRNA werden durch die Expressionsmuster von Ndg-
GFP Reporterkonstrukten unterstiitzt (Dahlitz, 2011). Im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit durch in
situ Hybridisierung sowie der weiteren durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung detektierten
Expressionsmuster (Wolfstetter et al., 2019) postulieren Dai et al. (2018) Ndg Expression in Himozyten
und Fettkorper. Dieser Widerspruch muss zum weiteren Verstandnis der Rolle von Ndg und dessen
Sekretionsmechanismen mit weiteren Experimenten geklart werden. Aufklarung kénnte ektopische
Fehlexpression von Ndg oder RNA-seq Analysen bringen.

Die hohe Konservierung von Ndg liber die Metazoen hinweg und die damit verbundene Lokalisation
von Ndg in allen BI, suggeriert eine essentielle Rolle fir die Entwicklung von Organismen. Die
mutanten Allele Ndg®®* und Ndg®** wurden in dieser Arbeit auf die verbleibende Proteinmenge
analysiert und quantifiziert. In Wolfstetter et al. (2019) wurde bereits gezeigt, dass es sich bei Ndg?%*
um ein hypomorphes Allel handelt, da noch Reste des Proteins zu detektieren sind. Durch in situ
Hybridisierung konnte kein spezifisches Signal in diesen Mutanten detektiert werden, was auf eine
nicht ausreichende Sensitivitit dieser Detektionsmethode hindeutet. Da Ndg?* keine
Proteinexpression mehr zeigt und aufgrund der Tatsache, dass der komplette genomische Bereich um
den Transkriptionsstartpunkt deletiert wurde, muss es sich um ein amorphes Allel handeln
(Wolfstetter et al.,, 2019). Die Quantifizierung des durch Antikérperfarbung detektierten
Fluoreszenzsignals von Ndg zeigt im Mittelwert das hochste Signal in den Kontrolltieren von
Ndg®%4/Cy0 und ein vergleichsweises schwicheres Signal in den Kontrolltieren Ndg?*/CyO und Df
Ndg/CyO. Der Mittelwert von homozygoten Ndg?%4
Komplettverlustsituationen von Ndg?%* und Df Ndg. Dabei sind die Restwerte in den Ansatzen der

ist dabei signifikant hoher, als in den

Komplettverluste auf unspezifische Signale des Antikdrpers in der Epidermis zuriickzufiihren. Die
Western Blot Analyse, welche die Proteinmenge in dritten Larven darstellt, zeigt vergleichbare
Ergebnisse. Hier konnte das starkste Signal in Kontrolltieren nachgewiesen werden, das bei
Ndg®®4/CyO starker ausfillt als bei Ndg®*/CyO. Im Ansatz von homozygoten Ndg*'# Larven konnte
kein Ndg Signal detektiert werden. Die Unterschiede in den heterozygoten Kontrolltieren der
embryonalen und larvalen Analysen kdonnten auf die dosisabhédngige Expression dieser Ndg Allele
zuriickzufiihren sein. Zu der anzunehmenden wildtypischen Expression der Balancer Chromosomen
kommt die Restexpression der Ndg Allele hinzu, welche im Vergleich zu der alleinigen Expression des
Balancer Chromosoms leicht erhoht ist. Dieser Dosiseffekt wurde bereits durch funktionelle Analysen
von Wolfstetter et al. (2019) bestétigt.

Die Untersuchungen der Komposition der Bl im amorphen Ndg mutanten Hintergrund, zeigten keine
Veranderung der analysierten Proteine. Die postulierte Rolle von Ndg fiir die Zusammensetzung und
Verlinkung des Laminin- und Kollagen-Netzwerk konnte damit widerlegt werden. Die
vorangegangenen Experimente zeigten bereits, dass Ndg im Gegensatz zu anderen ECM
Komponenten keine Rolle fiir die Embryonalentwicklung spielt, die Letalitat zur Folge hatte. Auch
Analysen mit Markern, welche die Morphologie der inneren Organe darstellen, zeigten keine
UnregelmaRigkeiten bei Ndg Verlust. Die hohe Konservierung von Ndg Uber das Tierreich suggeriert
eine entscheidende Rolle fiir die Entwicklung.
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6.4. Nidogen Mutanten zeigen eine verminderte Fertilitat

In weiteren Experimenten konnte eine verminderte Fertilitdt von Ndg Tieren sowohl in Weibchen wie
auch in Mannchen gezeigt werden. Die Anzahl der nicht befruchteten Eier stieg mit steigendem Alter
der Weibchen und éltere Ndg Mannchen waren ofter steril oder befruchten die zugegebenen
Weibchen nicht. In Testes konnten nach morphologischen Analysen keine Defekte in der Ndg
Verlustsituation identifiziert werden. Im Ovar wurde zwar Kollagen IV wie auch in allen anderen
untersuchten Geweben unverandert lokalisiert, die Grofle des Gewebes war allerdings vermindert.
Dieser Effekt kann mit einer verringerten Anzahl an Oozyten in Zusammenhang gebracht werden.
Darliber hinaus konnte eine erhdhte Anzahl friihzeitig apoptotischer Kerne mit steigendem Alter der
Weibchen im Ovar von Ndg Mutanten detektiert werden. Diese Befunde kdnnten auf eine Storung der
Homoostase der Stammzellnischen dieser Gewebe hinweisen. ECM Komponenten spielen dabei in
Testes und im Ovar in der Positionierung der Stammzellnische und damit flir die Aufrechterhaltung
weiterer Differenzierungsprozesse eine essentielle Rolle (van de Bor et al., 2015; Papagiannouli et al.,
2014; Pearson et al., 2016; Tanentzapf et al., 2007). Eine weitere Erklarungsmaoglichkeit konnte die
geringere Belastbarkeit dieser Gewebe sein. In der viszeralen Muskulatur und weiteren Geweben
kommt es bei Ndg Verlust zu Léchern in der Bl (Wolfstetter et al., 2019), die auch im Testes und im
Besonderen im Ovar auftreten kdnnten, da gerade das Ovar im Zuge der permanenten Produktion von
Oozyten unter starker physikalischer Belastung steht. Solche immensen Stoérungen der Bl kdnnten
dann in messbaren physiologischen Defekten miinden.

Der funktionelle Verlust von jeweils einem der beiden Ndg Genen in Mausen resultiert weder in
Letalitdt noch kommt es zu einer Storung der Bl Formierung. Allerdings zeigen Ndgl mutante Tiere
neurologische Phanotypen, wie spontane Anfalle und einen Kontrollverlust der Hinterbeine (Dong et
al., 2002; Murshed et al., 2000; Schymeinsky et al., 2002). Bei Doppelmutanten kommt es zwar ebenso
wenig zu embryonaler Letalitat und auch hier ist die Formierung der Bl nicht gestort, allerdings findet
sich perinatale Letalitidt, weil die Herz- und Lungenentwicklung durch fehlerhaft assoziierte ECM
gestort ist (Bader et al., 2005; Bose et al., 2006). Analysen von nid-1 Mutanten in C. elegans sind auch
vital und fertil und zeigen keine Auffalligkeiten im Aufbau der Bl. Die Fertilitat ist allerdings reduziert.
Die Tiere weisen Stérungen im Bewegungsablauf auf und die Orientierung der longitudinalen Nerven
sowie die Anordnung der neuromuskuldaren Verbindungen sind gestort (Ackley et al., 2003; Hobert
and Bilow, 2003; Kang and Kramer, 2000; Kim and Wadsworth, 2000). SchlieBlich kommt es bei
Verlust von nidla in Danio zu einer Reduktion der Kérperldange (Zhu et al., 2017). Die Analysen von
Ndg in Drosophila deckten vergleichbare Ergebnisse auf. Neurologische Defekte wie Bewegungs- und
Orientierungsstorungen konnten mit Defekten bei der Innervierung im PNS und fehlerhafter
Anordnung von Cilien in Neuronen erklart werden. Darliber hinaus konnte eine Rolle von Ndg fir die
Stabilitat und Abdichtung der ECM gezeigt werden. Die daraus resultierende Rolle von Ndg liegt damit
in der Barrierefunktion und in der Starkung der ECM (Wolfstetter et al., 2019).

Die konservierte Funktion in der Innervierung von Muskeln konnte sich auch auf das
Paarungsverhalten von Ndg mutanten Mannchen auswirken, da fehlerhafte Innervierungen auch
paarungsrelevante Verhaltensweisen wie den courtship song beeinflussen, weil die Innervierung der
Flugmuskulatur ein entscheidender Aspekt fiir diesen Prozess ist (von Philipsborn et al., 2011; Shirangi
et al., 2013; Stockinger et al., 2005; Trimarchi and Schneiderman, 1994). Dabei konnten die Rolle von
Ndg fir die Stabilitat der ECM und die neurologischen Befunde dieselbe Ursache haben. Die fehlende
Stabilitat der ECM &duflert sich auch im Nervensystem in Form von fehlender Innervierung und
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falsch angeordneten Cilien (Wolfstetter et al., 2019). Die Steifheit der ECM spielt auch bei der
Differenzierung von Geweben, wie beispielsweise dem Auswachsen von Nerven, eine
entscheidende Rolle. Bei Verlust von Pericardin, einem Typ Kollagen IV Protein, kommt es zu
einem gestorten Auswachsen von Nerven, was auf die erhéhte mechanische Belastung
zuriickzufiihren ist, die durch die gestdérte ECM nicht ausreichend kompensiert werden kann
(Salzberg, 2019). Die resultierenden Phdnotypen mit neurologischen Storungen sind dquivalent
zu den Phanotypen, die in Ndg beobachtet wurden (Wolfstetter et al., 2019).

Dartiber hinaus konnte durch ultrastrukturelle Analysen eine durchlocherte ECM nachgewiesen
werden, die im Besonderen unter Spannung in starken Phanotypen resultierte. Defekte, die sich
sowohl auf die Physiologie von Testes und Ovar auswirken und die Fertilitdat storen konnten. Die
Defekte im Ovar kdnnten auf mechanischen Stress, dem die ECM ohne Ndg méglicherweise nicht
ausreichend standhalten kann, zurickzufiihren sein. Da die Steifheit von ECM neben der
Migration auch den Erhalt der Homoostase von Geweben und die Differenzierung von
Stammzellen beeinflusst (Handorf et al., 2015), bedarf es umfassender Analysen, um die Defekte
in Bezug auf die verringerte Fertilitat zu erklaren. Darliber hinaus ist Drosophila Ndg aufgrund
seiner Vitalitat ein gut geeignetes Modell, um die mechanischen Funktionen von ECM in vivo zu
untersuchen. Die Rolle von Ndg liegt in der Barrierefunktion, der Stabilitdt der ECM und der
Fertilitat. Allesamt Aspekte, die Fitness beeinflussen, aber nicht die generelle Assemblierung von
ECM Komponenten.

6.5. Spezifische Rollen von Mmps

Die Remodellierung von ECM-Komponenten ist ein essentieller Bestandteil von Differenzierungs-
prozessen. Wahrend der Metamorphose werden die meisten Gewebe abgebaut und durch
Stammzellen neu aufgebaut.

Der Verlust jeder der beiden Mmps resultiert in Letalitdt (Page-McCaw et al., 2003). Im Rahmen dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die meisten Tiere dabei in den Larvalphasen starben. Wahrend
nach Komplettverlust von Mmp1 keine Tiere die Puppenphase erreichten, gab es nach Mmp2 Verlust
lediglich einen geringen Prozentsatz verpuppter Larven. Dabei kdnnte eine entscheidende Rolle der
Mmps in einer Funktion wahrend der Larvalhdutungen liegen, da verstorbene Tiere sich zumeist in der
initialen Phase der Hautung befanden und darin festzustecken schienen. Fiir die korrekte Entwicklung
muss die apikale ECM der Epidermis remodelliert werden, um die alte Kutikula durch eine neue zu
ersetzen. In diesem Prozess ist bisher keine Rolle von Mmps bekannt und lediglich die Rolle von
essentiellen Chitinasen in Insekten ist dafiir beschrieben (Arakane and Muthukrishnan, 2010;
Chaudhari et al., 2011; Merzendorfer and Zimoch, 2003). Eine andere oder mdglicherweise zusétzliche
Rolle kdnnte die fehlende Remodellierung der ECM in Tracheen sein. Hierzu konnte eine Rolle von
Mmp1 flr das korrekte Auswachsen der Tracheenaste gezeigt werden (Glasheen et al., 2010).

Die Analyse der Proteinverteilung wahrend der Metamorphose zeigt den Abbau der ECM um die
somatische und viszerale Muskulatur zwischen den Stadien P3 und P6 und den anschlieRenden
Wiederaufbau zwischen P6 und P12. Die Analyse der Proteinlokalisation von Mmpl zeigt die
hauptsachliche Verteilung im Fettkdrper und zusatzlich auf histolysierten Materialien. Die
Proteinverteilung von Mmp2 dagegen konnte neben einer Expression am Fettkdrper, auch an den
Membranen der viszeralen und somatischen Muskulatur detektiert werden, wahrend dort die ECM
abgebaut wurde. Die zusatzlichen Daten der Expressionsanalyse deuten auf eine Mmp1 Expression,
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die im Wesentlichen in den sekretierenden Geweben Fettkdrper und Hamozyten stattfindet und
darlber hinaus auch schwache Expression im larvalen und/oder pupalen Mittendarmepithel zeigt.
Mmp2 ist dagegen in Membranndhe von Geweben exprimiert und auch dort lokalisiert, wahrend die
ECM abgebaut wird. Es konnte kein Expressionssignal von Mmp2 in Hdmozyten gefunden werden.
Diese Zusammenhadnge deuten auf eine Rolle von Mmp1, die sich hauptsachlich im Himocoel abspielt,
und einer Rolle von Mmp2 an der Membran. Diese Expressionsorte weisen auf spezifische und nicht
redundante Funktionen der beiden Mmps hin.

Analysen der Funktion beider Mmps wahrend der Metamorphose konnten bisher im dissoziierenden
Fettkorper gezeigt werden. Nach Knockdown eines der beiden Gene kam es zu einer verminderten
Auflosung der Zell-Zell-Verbindungen und damit dem Zusammenhalt dieses Gewebes (Jia et al., 2014).
Analysen der wenigen homozygoten Mmp2"? Tiere zeigten ein Ausbleiben der Degradierung von
larvalen Geweben und das Auftreten von apoptotischem Zellmaterial am Darm. Dieses stark
melanisierte Kompartiment wurde bereits in Page-McCaw et al., 2003 als ,Schwarzer Klumpen”
charakterisiert, der in den meisten allelischen Kombinationen auftritt, allerdings auch nicht weiter
beschrieben wurde. Der Knockdown von Mmp2 wahrend der Metamorphose filihrt ebenfalls zu
solchen phanotypischen Defekten und deshalb in allen Tieren zur Letalitdt. Um die spezifische Rolle
von Mmp2 fiir die Remodellierung von Geweben zu verstehen, die nicht von Mmp1l kompensiert
werden kdnnen, wurde der Mitteldarm auf Defekte untersucht. In der wildtypischen Situation wird
der kontraktile Apparat der viszeralen Muskulatur abgebaut und die Muskeln dedifferenzieren zu ein-
bis drei-kernigen Myoblasten (Aghajanian et al., 2016; Klapper et al.,, 2001). Das larvale
Mitteldarmepithel l6st sich von der Muskulatur, wird von den proliferierenden Mitteldarm-
Stammzellen verdrédngt und von einer Subpopulation dieser Zellen eingeschlossen und inkorporiert
(Lee et al., 2002; Takashima et al., 2011). Die Analyse des Mmp2-Knockdowns durch Farbung von F-
Actin zeigte, dass der kontraktile Apparat der viszeralen Muskulatur vorhanden bleibt und die Muskeln
nicht dedifferenzieren. Es scheint zwar zu initialen Kontraktionsbewegungen zu kommen, die Lange
der longitudinalen Muskeln ist allerdings mit der wildtypischen Situation des Puppenstadiums 3
vergleichbar. In Bezug auf das Mitteldarmepithel konnten dhnliche Ergebnisse gezeigt werden. Das
larvale Mitteldarmepithel 16st sich zwar scheinbar von der Muskulatur und wird etwas kompakter,
allerdings blieben weitere Degradationsprozesse aus. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt
werden, dass die fir die Anwesenheit einer Bl essentiellen Komponenten LanA, LanB1 und Perlecan
bei Knockdown von Mmp2 nicht abgebaut werden. Die Degradierung von ECM Komponenten scheint
also eine entscheidende Rolle in der Morphogenese wahrend der Remodellierung des Mitteldarms zu
spielen. Die initiale Lésung des larvalen Mitteldarms kénnte durch die proliferierenden adulten
Mitteldarm Vorlauferzellen erkldrt werden, die bereits in der spaten dritten Larvalphase innerhalb der
Bl anfangen sich zu teilen (Skaer, 1993) und sich zwischen viszeraler Muskulatur und larvalen
Mitteldarm ausbreiten muissen. Zusatzlich scheint Mmp1 in der Histolyse des larvalen Mitteldarms
eine Rolle zu spielen. Die Proteinlokalisation in Zellen des larvalen und transienten pupalen
Mitteldarms deutet auf eine Rolle der Prozessierung von Zellkompartimenten auch nach dem Abbau
der BI. Eine potentielle Rolle kénnte in der Auflosung von Zell-Zell-Verankerungen liegen, die eine
Lockerung und Verdichtung des Gewebes ermdglichen wiirde und die initiale Kondensierung erklaren
kann, die nach Mmp2 Knockdown beobachtet wurde. Interessanterweise scheint die viszerale
Muskulatur in ihrer Entwicklung nach Verlust von Mmp2 im Stadium P3 festzustecken. Die nicht
abgebaute ECM verhindert also die Dedifferenzierung dieser Zellen. Die fiir diese Dedifferenzierung

86



Diskussion

der Myoblasten bendtigten Signalwege scheinen in dieser Fehlfunktion allerdings auch keinen
Schaden zu verursachen oder aber sie werden erst durch den Abbau der ECM initiiert.

Der fehlende Abbau von ECM-Komponenten nach Mmp2-RNAi bringt zudem Erkenntnisse Uber die
Rollen der beiden Mmps in Drosophila mit sich. Mmp1 kann den Verlust von Mmp2 in Bezug auf ECM
Remodellierung nicht kompensieren. Die untersuchten Komponenten waren scheinbar unverandert
vorhanden. Diese Befunde suggerieren, dass Mmp1 keine grundlegende Rolle im Abbau der Bl spielt.
Studien die sich mit unterschiedlichen Rollen der beiden Mmps befassten, zeigten bereits, dass es
abweichende Rollen in Bezug auf die Substratspezifitat gibt. Dabei konnte eine Rolle von Mmp1 fir
die Degradierung von DE-Cadherin im Fettkdrper gezeigt werden, wahrend Mmp2 zu grofRerem Anteil
die Bl prozessiert (Bond et al., 2011; Jia et al., 2014). Ahnliche Ergebnisse konnten fiir die
Herzentwicklung in Drosophila erzielt werden. Wahrend Mmp1 dort die Flache der Gber E-Cadherin
vermittelten Zellkontakte bestimmt, ist Mmp2 fiir die Expansion der Bl assoziierten Basalseite
verantwortlich (Raza et al., 2017). Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals die Komposition der ECM
in der Verlustsituation einer der beiden Mmps analysiert. Neben den analysierten Komponenten
kénnte auch der Abbau von Kollagen IV von Mmp2 realisiert werden, da die Lokalisation von Perlecan
von dessen Anwesenheit abzuhdngen scheint (Matsubayashi et al., 2017; Pastor-Pareja and Xu, 2011).
Allerdings gibt es Ergebnisse, die darauf hindeuten, dass Kollagen IV durch Mmp1 degradiert wird
(Katsuyama et al., 2017). Aufgrund der Verteilung von Mmp1 im Hamocoel kdnnte die duRere Schicht
der B, insbesondere Kollagen 1V, von auRen durch Mmp1 und von innen durch das membranstandige
Mmp2 degradiert werden. Ein Aspekt, der zum Verstindnis der Rolle von Mmps und zur
Vervollstandigung dieser Analysen noch untersucht werden sollte.

Analysen im Ovar haben dariber hinaus eine Rolle von Mmp2 als Antagonist des Wnt-Signalweges
aufgedeckt, der fir die rdumliche Positionierung der Stammzellnische essentiell ist. In der Mmp2
Verlustsituation kommt es zur Stérung der Proliferation von Follikelzellen und schwache Allele zeigten
eine reduzierte Fertilitdt (Wang and Page-McCaw, 2014). In einer weiteren Studie konnte die Rolle von
Mmp?2 fiir die Ovulation gezeigt werden, bei der Mmp2 die ECM des Follikelepithels degradiert (Deady
et al., 2015). Ein Mechanismus, der eine distinkte Degradierung von ECM Proteinen voraussetzt.
Besonders interessant sind diese Befunde im Zusammenhang mit den hier gezeigten Phanotypen von
Ndg im Ovar, da Anderungen der ECM in Stérungen dieser Mechanismen resultieren kénnten und so
den Verlust an Fertilitdt von Ndg erklaren wirden. Zusatzlich zeigen diese Studien, dass lediglich
Mmp2 und nicht Mmp1 fir die Homdostase dieser Gewebe in Bezug auf die ECM Prozessierung
verantwortlich ist. Ein Aspekt, der mit den in dieser Arbeit gezeigten Daten in Einklang steht und eine
spezifische Rolle von Mmp2 fiir die Prozessierung von ECM Proteinen postulieren ldsst, wahrend
Mmp1 moglicherweise dabei keine direkte Rolle zuzuordnen ist.

Im Kontext der Enhanceraktivitat der getesteten lacZ-Linien und der Proteinlokalisation kénnte Mmp1
zwar in einigen Geweben auch membrangebunden vorliegen, wird aber vermehrt durch den
Fettkorper und die Hdmozyten in den extrazelluldaren Raum sekretiert. Die Verteilung und Expression
von Mmp2 deuten hingegen auf eine Lokalisation an die Membran hin. Grundsatzlich werden Mmps
in membrangebundene und sekretierte Typen unterschieden (Page-McCaw et al., 2007; Sternlicht and
Werb, 2001). Aus Zellkulturversuchen wurde geschlossen, das beide in Drosophila existenten Mmps
beide Typen reprasentieren, da transfizierte Zellen jeweils ein Signal beider Mmps sowohl an der
Membran wie auch im Medium zeigten (LaFever et al., 2017). Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf
ein verstarktes Vorkommen von Mmp1 als sekretiertem Protein und moglicherweise eine zusatzliche
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membranverankerte Form und ein nur membranassoziiertes Mmp2. Zusammen genommen
Ergebnisse, die sich mit Befunden aus anderen in vivo Studien decken (Llano et al., 2002; Page-McCaw
et al., 2003; Stevens and Page-McCaw, 2012).

Mmp1

Mmp2 l ‘ ‘

Abbildung 29: Rolle der Mmps fiir den Abbau
der ECM und die Remodellierung von Geweben.
Mmp2 (hellblau) wird gewebe-spezifisch von
Zellen exprimiert, in denen ECM abgebaut
werden muss. Mmpl dagegen wird von
Hamozyten exprimiert und in das Hamocoel

sekretiert. Dort gelangt es an Zellreste und
degradiert moglicherweise Zell-Zell-Kontakte.

Damit ergibt sich ein Bild fir die Rolle von Mmps wdhrend der Metamorphose, in dem Mmp2
gewebespezifisch exprimiert wird und tber eine membranassoziierte Lokalisation die Bl abbaut, und
Mmp1 nur in Geweben exprimiert wird, die nicht Gber das Hamocoel erreichbar sind, um dort Zell-
Zell-Kontakte zu 16sen. Das massenhaft autophagische Material, welches nach Abbau der ECM und
Initiierung der Abbauprozesse in das Himocoel abgegeben wird, kann anschlieBend durch die starke
extrazellular lokalisierte Proteinverteilung von Mmp1 weiter degradiert werden.
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Abbildung Al: Vektorkarte des pGEM-T-Easy-Vektors. (https://www.promega.de/products/pcr/pcr-

cloning/pgem-t-easy-vector-systems/?catNum=A1360, stand: 12.4.2019).
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Abbildung A2: Vektorkarte des pGreen H Pelican-Transformationsvektors. (Barolo et al., 2000).
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Abbildung A3: Proteinlokalisation von serpent::GFP und Sonifizierungskontrolle des ChIP-Inputs. (A-
C) GFP-Antikoérperfarbung an Embryonen mit dem Genotyp srp::GFP in den Stadien 11 (A), 13 (B) und
(15). (D) Die Fragmentldnge des GroRteils des sonifizierten Chromatins liegt bei den Ansitzen w8
und srp::GFP zwischen 200 und 600 bp. Messbalken = 100 um.

LanB2 IE 3-GFP;
Mef2>lacZ

LanB2 IE 3-GFP;
Mef2>srpNC

GFP 5 GFP | % P g =) ¥
Abbildung A4: Myogene Serpent Expression fiihrt zur ektopischen Laminin B2 Reportergen-
Aktivierung und gestorter Myogenese. (A-A""") Kontrolltiere zeigen GFP Reportergen-Expression von
LanB1 IE 3-GFP (A, A" in griin, A", A””" in weiB) und Mef2-GAL4 getriebene UAS-lacZ Aktivitat (A, A”
in blau) mit anti- B3Tubulin als Muskelmarker (rot). (B-B""") Ektopische Expression von UAS-srpNC mit
Mef2-GAL4 reicht aus um LanB2 Reportergen-Expression in somatischen Muskeln und unfusionierten
Myoblasten zu aktivieren und fihrt zu einer gestérten Myogenese. GFP-Reportergen-Expression (B,

B”" griin; B, B”" weiB) und anti- f3Tubulin (rot). Messbalken = 100 pum.
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Tabelle Al: Spezies und entsprechende Orthologe mit benutzten Ndg Aminosauresequenzen.

Spezies Ndg Ortholog Spezies Ndg Ortholog
Drosophila Ndg Musca domestica nidogen-2
melanogaster
Drosophila sechellia GM21210 Aedes aegypti nidogen-2
Drosophila simulans Anopheles gambiae AGAP008193
Drosophila yakuba GE19355 Bombyx mori low density lipoprotein
receptor

Drosophila erecta nidogen-2 Danaus plexippus DP0OGS205117
Drosophila ananassae Apis mellifera nidogen-2
Drosophila GA24376 Linepithema humile nidogen-2
pseudoobscura
pseudoobscura
Drosophila persimilis nidogen-1 Tribolium castaneum nidogen-1
Drosophila willistoni nidogen-2 Strongylocentrotus Uncharacterized

purpuratus protein W4YJU2
Drosophila mojavensis | G119329 Caenorhabditis nid-1

elegans
Drosophila virilis GJ22207 Danio rerio nidla
Drosophila grimshawi | GH21783 nidlb
Drosophila takahashii | nidogen-2 nid2a
Drosophila suzukii nidogen-2 nid2b
Drosophila biarmipes | nidogen-2 Xenopus tropicalis nid1
Drosophila eugracilis nidogen-2 nid2
Drosophila ficusphila nidogen-2 Gallus gallus Nidogen
Drosophila serrata nidogen-2 Uncharacterized

protein FINDL4

Drosophila kikkawai nidogen-2 Cavia porcellus NID1
Drosophila rhopaloa nidogen-2 NID2
Drosophila bipectinata | nidogen-2 Rattus norvegicus Nid1
Drosophila miranda nidogen-1 Nid2
Drosophila obscura nidogen-1 Mus musculus Nid1
Drosophila arizonae nidogen-2 Nid2
Drosophila navojoa nidogen-2 Homo sapiens NID1
Drosophila hydei nidogen-2 NID2
Drosophila busckii nidogen-2
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Abbildung A5: Testis von Nidogen Mutanten. (A, A") Markierung der DNA (weil}) und F-Actin (rot)
eines 13 Tage alten Ndg”** mutanten Testis.

Tabelle A2: Letalitdt von Mmp Allelen.

Mmpllucz Mmp12 MmplQHZstop Mmlef0378 Mmpzlucz MmpzeGFP MmpzMi02914
Mmp1la letal letal letal nicht letal nicht letal nicht letal nicht letal
Mmp1? Letal letal letal nicht letal nicht letal nicht letal nicht letal
Mmp1Qii2stop letal letal letal nicht letal nicht letal nicht letal nicht letal
Mmp1Mi0378 nicht letal nicht letal nicht letal nicht letal nicht letal nicht letal nicht letal
Mmp2'ac nicht letal nicht letal nicht letal nicht letal letal letal letal
Mmp2¢ecrP nicht letal nicht letal nicht letal nicht letal letal letal letal
Mmp2Mio2914 nicht letal nicht letal nicht letal nicht letal letal letal letal
A Mmp 1'¢Z B
Respective genotype [%] Respective genotype [%]
100 - 100
80 - 80 -
60 60
40 | 40 |
[— _
p—— —_— —_—
20 H 20
0 i T T T T T
L1 L2 L3 L1 L2 L3

Abbildung A6: Mmp Letalitit in verschiedenen Larvenstadien. (A) Anteil von homozygoten Mmp1"¢
Tieren Uber die drei Larvalstadien hinweg (L1 =27,61% +2,8%;L2=16,75%+3,8%; L3=0% + 0 %).
(B) Anteil von homozygoten Mmp2'®Z Tieren iiber die drei Larvalstadien hinweg (L1 = 30,11 % + 4,77
%; L2 =23,93 % + 2,45 %; L3 =5,73 % + 5,02 %). T-Test mit folgenden p-Werten: *** p < 0,0001; ** =
p <0,01; * = p £0.005, nicht signifikant (n. s.) = p > 0.05. Mittelwert + SD.
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Lethality (20°C)
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Lethality (29°C)
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Abbildung A7: Letalititstest nach Mmp2 Knockdown. Letalititstest an white'!?8; Act5C-GAL4, UAS-
mCD8::RFP und UAS-Mmp2-RNAi Kontrollen und Act5C-GAL4 > UAS-mCD8::RFP > UAS-Mmp2-RNAi
Tieren bei (A) 20 °C und bei (B) 29 °C. Die prozentualen Mittelwerte bei 20 °C liegen bei white!*® = 10
% + 4,25 %; Act5C-GAL4 > UAS-mCD8::RFP =7,7 % + 5,86 %; UAS-Mmp2-RNAi = 16,67 % + 5,89 % und
bei Act5C-GAL4 > UAS-mCD8::RFP = 51,53 % +7,17 %. Die prozentualen Mittelwerte bei 29 °C liegen
bei white!!® = 13,41 % + 4,6 %; Act5C-GAL4, UAS-mCD8::RFP = 16,12 % * 4,24 %; UAS-Mmp2-RNAI =
17,36 % + 7,43 % und bei Act5C-GAL4 > UAS-mCD8::RFP, UAS-Mmp2-RNAi = 100 % + 0 %. T-Test mit
folgenden p-Werten: *** p < 0,001; ** = p < 0,01; * = p < 0.005, nicht signifikant (n. s.) = p > 0.05.
Mittelwerte £ SD. n = 5, 30 Tiere pro Ansatz.
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trol::GFP; | A'

Abbildung A8: Mmp2'° Phanotyp. (A, A", A" ”’) Hellfeldaufnahme und (A", A", A””""") Aufnahme der
endogenen GFP-Fluoreszenz einer Puppe im Stadium 3 mit dem Genotyp trol::GFP; Mmp2'®Z,
Ubersicht tber die intakte Puppe (A, A’) und Mitteldarm, der freiprépariert wurde (A", A", A",
A”""). Am Mitteldarm befindet sich in der Mmp2 Verlustsituation melanisiertes, tumorartiges
Gewebe, der Fettkorper ist nicht dissoziiert und der Mitteldarm nicht kontrahiert.
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