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1. Einleitung

1.1. Zellmigration als Grundlage fiir mehrzelliges Leben

Unter dem Begriff Zellmigration (lateinisch migrare — wandern) verstehen Mediziner und
Biologen die aktive Bewegung von Zellen oder Zellverbidnden von einem Ort zu einem
anderen. Sie unterscheiden dabei zwischen der ungerichteten Spontanbewegung und der
gerichteten Bewegung, die durch lenkende Reize induziert wird und auf ein bestimmtes
Ziel ausgerichtet ist (Petrie et al., 2009). Es wird auBlerdem differenziert, ob sich kollek-
tive Zellverbénde oder einzelne Zellen bewegen (Friedl & Wolf, 2003).

Mit der Féhigkeit zu migrieren, ist es Zellen moglich, durch gezielten Zusammenschluss
einen funktionsfdhigen, mehrzelligen Organismus zu generieren. Beispielhaft seien hier
die Gastrulation und die Organdifferenzierung zu nennen (Aman & Piotrowski, 2010;
Solnica-Krezel, 2005). Auch zur Bildung des Nervensystems, welches aus Neuronen mit
unterschiedlich langen Axonen besteht, legen einzelne Zellen lange Wege zuriick
(Cooper, 2013). Zellbewegung zeigt sich somit als Grundvoraussetzung fiir die Morpho-
genese im Rahmen der Embryonalentwicklung.

Nach Etablierung eines mehrzelligen Organismus folgt dessen Aufrechterhaltung unter
sich stindig verdndernden Umweltbedingungen: Die migrierenden und proliferierenden
Bindegewebszellen Fibroblasten und Keratinozyten fungieren als Hauptakteure in der
Gewebsneubildungsphase im Rahmen der Wundheilung (Wojtowicz et al., 2014). Im-
munzellen, wie Granulozyten und Makrophagen patrouillieren im Gewebe um pathogene

Krankheitserreger aufzuspiiren und zu eliminieren (Luster et al., 2005).

1.1.1. Das Aktinzytoskelett und die Steuerung seiner Dynamik durch Nuk-

leationsfaktoren

Zellbewegung setzt eine sich stetig verdndernde Zellform voraus. Das Aktinzytoskelett,
welches das stabilisierende Gertist der Zelle bildet und gleichzeitig morphologische Pro-
zesse durch dynamische Verdnderungen der Zellform koordiniert, fungiert in diesem Zu-
sammenhang als molekularer Motor. Eine Vielzahl der Zellformungsprozesse beruht auf
einem schnellen Zusammenbau und Zerfall von Aktinfilamenten. An der Zellmembran
erzeugt die Anordnung von Filamenten Krifte, die die Membran nach au3en driicken, um

herausragende Strukturen zu bilden. Diese werden Lamellipodien und Filopodien ge-



nannt. Filopodien sind fingerartige Gebilde, deren Funktion hauptséchlich in der Erkun-
dung der Umwelt und der Kommunikation mit anderen Zellen oder extrazelluldren Mo-
lekiilen liegt (Blake & Gallop, 2023). Dabei dienen sie als sensorische Strukturen, die die
Umgebung der Zelle nach chemotaktischen Signalen absuchen und so die Zellmigration
und -interaktion gezielt steuern. Neuere Daten belegen auch, dass Filopodien in physio-
logisch relevanten 3D-Umgebungen eine wichtige aktive Rolle bei der kollektiven Mig-
ration, beispielsweise von Muskelzellen spielen (Bischoff et al., 2021; Bischoff &
Bogdan, 2021). Im Gegensatz dazu sind Lamellipodien flache, blattartige Gebilde, die
aus einem verzweigten Netzwerk aus zweidimensionalen dendritischen Anordnungen
von Aktinfilamenten aufgebaut sind. Dieses Aktinnetz treibt die Zelle nach vorne und ist
damit von zentraler Bedeutung fiir die amdboide Zellmigration, eine weitverbreitete krie-
chend-flieBende Fortbewegung einzelner Zellen wie Amdben, Leukozyten, embryonale
Zellen, und vielen Zellen in Gewebekultur (Pollard & Borisy, 2003).

Die notwendigen molekularen Umstrukturierungen erfolgen durch den kontinuierlichen
Autfbau neuer Aktinfilamente am Plus-Ende und den gleichzeitigen Abbau am Minus-
Ende (Bai et al., 2023). Um die Polymerisation von Aktinfilamenten zu kontrollieren,
setzen Zellen eine Vielzahl spezialisierter Proteine ein (Chesarone & Goode, 2009). Ob-
wohl sich G-Aktin-Monomere (globuldres Aktin) unter Laborbedingungen spontan zu
Filamenten zusammensetzen konnen (Skruber et al., 2018), wird dieser Prozess in leben-
den Zellen stark reguliert. Die Zellen haben Mechanismen entwickelt, um sowohl die
Aktinpolymerisation als auch die Depolymerisation priazise zu steuern (Schaks et al.,
2019). Dabei spielen sogenannte Aktin-Nukleatoren eine zentrale Rolle, wobei zwei im
Folgenden nédher beschrieben werden.

Der zentrale Nukleator fiir verzweigte Aktinnetzwerke ist der evolutiondr hochkonser-
vierte Arp2/3-Komplex. Er besteht aus sieben Untereinheiten, darunter die Aktin-ver-
wandten Proteine Arp2 und Arp3, die eine strukturelle Ahnlichkeit zu monomerem Aktin
aufweisen. Die Nukleation durch Arp2/3 erfolgt an einem bereits vorhandenen Mutter-
filament, wobei das neu entstehende Tochterfilament in einem Winkel von 70° abzweigt.
Dadurch entsteht ein verzweigtes Aktinnetzwerk. Besonders auffillig sind diese Struktu-
ren in den lamellipodialen Zellfortsédtzen, die fiir die Zellmigration wichtig sind. Wéhrend
das Filament wichst, wird der Arp2/3-Komplex allmdhlich nach hinten in Richtung Zell-
hinterrand verschoben und schlieBlich dissoziiert er (M. D. Welch et al., 1997).

Eine weitere bedeutende Klasse von Aktin-Nukleatoren sind die Formine. In tierischen

Zellen spielen sie eine Schliisselrolle bei der Bildung linearer Aktinfilamente und knnen



zusétzlich die Entstehung von Aktinbiindeln initiieren. Formine bilden die strukturelle
Grundlage fiir viele zelluldre Komponenten wie Filopodien, Stressfasern und Zytoskelett-
assoziierte Transportnetzwerke (Campellone & Welch, 2010; Le et al., 2020).

Eine ebenso wichtige Rolle wie die Polymerisation spielt die Depolymerisation des Ak-
tinnetzwerks. Ein Mechanismus zur Beendigung der Filamentverlingerung ist die Blo-
ckierung durch Formine in einem inaktiven Zustand. Zusétzlich existieren spezielle Cap-
ping-Proteine, die das Plus-Ende maskieren und fiir Elongationsfaktoren unzuginglich
machen. Durch ATP-Hydrolyse durchlaufen Aktinmonomere innerhalb eines Filaments
konformationelle Verdnderungen, die sie fiir den Abbau durch Depolymerisationsfakto-
ren wie Cofilin zuginglich machen (Alimov et al., 2023; Wioland et al., 2017). Der
Arp2/3-Inhibitor Coronin beeinflusst die Aktin-Polymerisation negativ, indem er die
Phosphorylierung von Cofilin erh6ht und so dessen Aktivitit steigert (Cai et al., 2007).
Insgesamt befindet sich das Aktin-Zytoskelett in einem dynamischen Gleichgewicht zwi-
schen Assemblierung und Disassemblierung. Diese Prozesse sind hochprézise reguliert,

um eine kontrollierte Zellbewegung und Morphogenese zu ermdglichen.

1.1.2. WASP und WAVE als zentrale Arp2/3-Aktivatoren

Die schnelle, aber prézise kontrollierte Nukleation von Aktinfilamenten ist essenziell fiir
zahlreiche zelluldre Prozesse. Mitglieder der Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein
(WASP)-Familie fungieren als nukleierende Promotorfaktoren (NPF), die den Arp2/3-
Komplex aktivieren. Bei Sdugetieren lasst sich die WASP-Familie in neun Untergruppen
einteilen: WASP, neuronales WASP (N-WASP), drei Isoformen der WAVE-Proteine
(WAVEI1-3), WHAMM, WASH, JYM und WHIMP (Kabrawala et al., 2020). Im Gegen-
satz dazu exprimiert Drosophila nur vier Mitglieder dieser Familie: WASP, WAVE (auch
bekannt als SCAR), WASH und das durch Genduplikation entstandene WHAMY
(Alekhina et al., 2017; Brinkmann et al., 2016; Campellone & Welch, 2010b).

Allen Mitgliedern der WASP-Familie ist eine charakteristische C-terminale Doméne ge-
meinsam, die monomeres Aktin bindet und mit dem Arp2/3-Komplex interagiert. Der N-
terminale Bereich der einzelnen Proteine enthilt spezifische Doménen, die sowohl ihre
Interaktionen mit anderen Proteinen als auch ihre subzelluldre Lokalisation steuern (Pan-

taloni et al., 2001; Stradal & Scita, 2006).



Verschiedene Studien zeigen, dass WAVE und WASP die zentralen Aktivatoren des
Arp2/3-Komplexes sind und somit bedeutenden Einfluss auf die Morphologie und Mig-
rationsfahigkeit von Zellen haben (Fricke et al., 2009; Kurisu & Takenawa, 2009a; Zallen
et al., 2002; Zobel & Bogdan, 2013).

Im Ruhezustand befindet sich WASP in einer autoinhibierten, gefalteten Konformation.
Dadurch wird die Bindung des Arp2/3-Komplexes an der C-terminalen Doméne verhin-
dert und WASP bleibt inaktiv. Die kompetitive Bindung von Liganden wie der Rho-
GTPase Cdc42 kann die autoinhibierte Struktur auflosen. Durch Wechselwirkungen
kommt es zur Destabilisierung der gefalteten Konformation, was letztlich zur Aktivierung
der WASP-Proteine flihrt (A. S. Kim et al., 2000; Takenawa & Suetsugu, 2007a).

Die WAVE-Proteine sind in einen regulatorischen hetero-pentameren Komplex einge-
bunden, der ihre Aktivitit kontrolliert. Dieser WAVE-Regulationskomplex (WRC) be-
steht aus fiinf Komponenten: Nap1, Sral, Abi, Himatopoetisches Stammzellprotein 300
(HSPC300) und WAVE selbst (Rottner et al., 2021; Takenawa & Suetsugu, 2007a). Diese
Komponenten sind in den meisten eukaryotischen Spezies konserviert. Mehrzellige Wir-
beltiere kodieren dabei normalerweise mehrere Orthologe fiir einzelne Untereinheiten
(Rottner et al., 2021).

Die komplexe regulatorische Organisation ermdglicht eine prizise Kontrolle der Aktin-
polymerisation und gewéhrleistet die gezielte Rekrutierung und Aktivierung des Arp2/3-
Komplexes, was fiir zelluldre Prozesse wie Migration, Endozytose und Signalweiterlei-

tung von entscheidender Bedeutung ist.

1.1.3. Erkrankungen durch defizitare Aktindynamik

Die WAS-Proteine sind essenzielle Regulatoren der Aktindynamik und spielen eine zent-
rale Rolle in der Zellmigration, Phagozytose und Immunzellfunktion. Studien belegen,
dass Defekte in diesen Proteinen sowohl bei Mdusen als auch beim Menschen zu schwer-
wiegenden Erkrankungen fiithren konnen.

Experimente an Miusen haben gezeigt, dass ein Verlust des hdmatopoetischen WRC-
Proteins Hem1 (entspricht Nap1l in nicht-hdmatopoetischen Zellen) zu erheblichen Be-
eintrachtigungen der Immunzellmigration und Phagozytose fiihrt. Hem1-defiziente Mak-
rophagen zeigten eine verringerte Phagozytoseeffizienz sowie Defekte in der Zelladhi-

sion und Integrin-Signaliibertragung (Stahnke et al., 2021).



Beim Menschen fiihrt eine genetisch bedingte Hem1-Defizienz zu einer systemischen
Autoimmunerkrankung, die durch eine Dysregulation der B-Zell-Entwicklung gekenn-
zeichnet ist. B-Zellen mit Hem1-Mutation weisen eine verringerte Signalstiarke des B-
Zell-Rezeptors (BCR) auf, was die Selektion autoreaktiver B-Zellen begiinstigt und zur
Entstehung von Autoimmunitdt beitrdgt (Salzer et al., 2020).

Mutationen im WASP-Gen verursachen das Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS), eine sel-
tene, X-chromosomal rezessiv vererbte Erkrankung. Das Syndrom zeichnet sich durch
eine Trias aus Ekzemen, Thrombozytopenie, die zu Blutungserscheinungen fiihrt, und
wiederkehrenden Infektionen aufgrund eines Immundefekts aus. Zusétzlich erhoht die
Erkrankung die Préadisposition fiir Autoimmunerkrankungen und lymphatische Malig-
nome und kann zu Wachstumsverzdgerungen fiihren. Auf zelluldrer Ebene fiihren De-
fekte im WAS-Protein zu einer verminderten Aktinpolymerisation, einer gestorten Im-
munzellmigration und einer beeintrichtigten Bildung des immunologischen Synap-
senkomplexes, einer spezialisierten Kontaktstelle zwischen T-Zellen und antigenprasen-
tierenden Zellen, die fiir die Koordination der Immunantwort entscheidend ist (Rivers &
Thrasher, 2017; Suri et al., 2021).

Sowohl WAVE als auch WASP sind entscheidend an der Regulation der Zellmigration
und -invasion beteiligt, was eine direkte Relevanz fiir die Krebsforschung hat. Besonders
die Féahigkeit von Tumorzellen, durch Aktindynamik Invasionsstrukturen wie Lamellip-
odien und Invadopodien zu bilden, hingt von diesen Proteinen ab. Bei verschiedenen
Krebsentititen wurde gezeigt, dass hohe WA VE2-Expression mit einer aggressiveren Tu-
morprogression und einer schlechteren Prognose korreliert (Frugtniet & Martin, 2015; L.
Y. Yang et al., 2006). WAVE3 wurde als promotorisches Molekiil fiir Invasivitit und
Metastasierung identifiziert. In Experimenten mit metastasierenden Prostatakarzinomzel-
len fiihrte eine Herunterregulierung von WAVE3 zu einer signifikanten Verringerung der
Invasivitit und der Metastasenbildung (Teng et al., 2010).

WASP wurde ebenfalls mit Metastasierung in Verbindung gebracht, insbesondere durch
seine Rolle in tumorassoziierten Makrophagen. Studien haben gezeigt, dass die Interak-
tion zwischen Makrophagen und Brustkrebszellen eine entscheidende Rolle in der Meta-
stasierung spielt und dass das Fehlen von WASP in Makrophagen die Fihigkeit von Tu-
morzellen zur Metastasierung stark einschrankt (Frugtniet & Martin, 2015).

Defekte in WAVE oder WASP fiihren sowohl in Mausmodellen als auch beim Menschen
zu erheblichen Immunstérungen und tragen gleichzeitig zur Metastasierung von Krebs

bei. Die gezielte Modulation von WAVE/WASP konnte daher ein vielversprechender



therapeutischer Ansatz sowohl in der Onkologie als auch in der Behandlung von Immun-

defekten und Autoimmunerkrankungen sein.

1.2. Drosophila melanogaster als Modellorganismus fir geneti-

sche Analysen

Die gemeine Fruchtfliege Drosophila melanogaster ist ein hiufig eingesetzter Modellor-
ganismus in der biologischen Forschung. Thre Bedeutung zeigt sich besonders darin, dass
wissenschaftliche Arbeiten mit ihr bereits mit zwei Nobelpreisen ausgezeichnet wurden.
1995 erhielten Edward B. Lewis, Christiane Niisslein-Volhard und Eric Wieschaus den
Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin fiir ihre Entdeckungen zur genetischen Kon-
trolle der Embryonalentwicklung. 2011 folgte die Ehrung von Bruce A. Beutler und Jules
A. Hoffmann fiir ihre Forschungen zur Aktivierung der angeborenen Immunitét, die eben-
falls auf Studien mit Drosophila melanogaster basierten (siehe offizielle Website des No-
belpreises). Im Jahr 2000 wurde der euchromatische Anteil des Genoms erstmals nahezu
vollstédndig sequenziert und trotz des reduzierten Chromosomensatzes eine auffallige Se-
quenzhomologie zum humanen Genom festgestellt (Adams et al., 2000). Die genetischen
Informationen von Drosophila sind auf vier Chromosomen gespeichert. Diese enthalten
17.868 Gene, von denen 13.968 (78,2%) fiir Proteine codieren (siche Website National
Center for Biotechnology Information). Circa 60% der proteinkodierenden Gene haben
ein oder mehrere Homologe im humanen Genom (Wangler et al., 2015). Es wird zudem
geschétzt, dass 75% der Gene, deren Mutationen humane Krankheiten verursachen, auch
in der Fruchtfliege zu finden sind (Bier, 2005).

Neben der guten Vergleichbarkeit zum menschlichen Genom ist Drosophila ein kosten-
giinstiges Untersuchungsobjekt mit einfachen Ziichtungs- und Haltungsbedingungen. Der
Erwerb erfolgt unkompliziert als Online-Bestellung bei sogenannten Stockcentern, die
eine Vielzahl an transgenen Fliegen zum Kauf anbieten. Bei Nichtverfiigbarkeit ist es
zudem moglich, transgene Fliegen mittels verschiedener gentechnischer Verfahren selbst
einfach herzustellen.

Der schnelle Generationszyklus von 10-12 Tagen und die hohe Anzahl an Nachkommen

stellen schlieBlich optimale Bedingungen fiir Kreuzungsexperimente dar.

1.2.1. Das Blutsystem von Drosophila

Die Fruchtfliege Drosophila hat ein offenes Blutkreislaufsystem, welches im Vergleich
zu Vertebraten eher primitiv angelegt ist. Wéahrend die Blutzellen bei Wirbeltieren im
Blut durch ein vaskuldres Netz von den anderen Organen getrennt sind, bewegen sie sich
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bei Drosophila frei durch den extrazellularen Raum, der Himozoel genannt wird (Wang
et al., 2014; Lemaitre & Hoffmann, 2007). Das Hdmozoel enthilt die Himolymphe, eine
Gewebe und Organe umgebende Korperfliissigkeit, die einem Blut-Lymph-Gemisch in
Vertebraten entspricht (Gianazza et al., 2021).

Im Gegensatz zu Wirbeltieren besitzt Drosophila kein adaptives Immunsystem (Salmi-
nen & Vale, 2020). Stattdessen beruht seine Immunabwehr ausschlieBlich auf der ange-
borenen Immunitét, die durch zwei evolutiondr hoch konservierte Mechanismen ge-
wihrleistet wird: die humorale und die zelluldre Immunantwort.

Die humorale Immunabwehr umfasst die systemische Expression antimikrobieller Pep-
tide, die im Fettkdrper, dem funktionellen Aquivalent der Siugetierleber, gebildet und
in die Himolymphe abgegeben werden (Gold & Briickner, 2015; Sendergaard, 1993).
Die zelluldre Immunantwort beruht auf himatopoetischen Immunzellen, die durch Pha-
gozytose Mikroorganismen eliminieren oder bei groBeren Pathogenen eine Einkapse-
lungsreaktion auslosen (Gold & Briickner, 2015).

Klassischerweise unterscheidet man anhand struktureller und funktioneller Merkmale
drei Haupttypen an Blutzellen, die gemeinsam als Himozyten bezeichnet werden: Plas-
matozyten machen mit 90-95% den groBten Anteil aus und konnen als Aquivalent zu
Saugetier-Makrophagen verstanden werden (Banerjee et al., 2019). Sie spielen sowohl
bei der Entwicklung, als auch bei der Reaktion auf Infektionen, Gewebeschéden und Tu-
morwachstum eine wichtige Rolle (Gold & Briickner, 2015).

Lamellozyten sind groB3e, flache Zellen, die Pathogene einkapseln und neutralisieren,
welche zu groB sind, um phagozytiert zu werden (Williams, 2007). Unter gesunden Be-
dingungen gibt es nur sehr wenige dieser Riesenzellen. Durch eine Infektion mit parasi-
toiden Wespeneiern ldsst sich ihre Differenzierung aus Himozytenvorlduferzellen jedoch
induzieren (Anderl et al., 2016; Rizki & Rizki, 1992).

Kristallzellen sind nicht-phagozytotische Zellen und machen 2-5% der larvalen Hamozy-
ten aus. Sie enthalten Prophenoloxidase, ein Enzym, das die Produktion von Melanin in
der Ndhe von Pathogenen katalysiert. Die dabei entstehenden zytotoxischen Verbindun-
gen wirken letal auf umliegende Mikroorganismen (Dudzic et al., 2015). Neuere Unter-
suchungen zeigen zudem, dass Kristallzellen Sauerstoff speichern und transportieren
konnen, indem sie den Phaseniibergang von PPO2-Kristallen nutzen. PPO2 (Propheno-
loxidase 2) ist ein Enzym, das in kristalliner Form vorliegt und unter bestimmten Bedin-
gungen, wie z. B. Verdnderungen im Sauerstoffgehalt, eine strukturelle Konformationén-

derung durchlduft. Durch diesen Mechanismus wird Sauerstoff freigesetzt und die innere



Sauerstofthomdostase unterstiitzt, was funktionelle Parallelen zur Atmung von Wirbel-
tieren aufweist (Shin et al., 2024).

Insgesamt weist das Blutzellsystem von Drosophila sowohl in seiner Entwicklung, als
auch in seiner Funktion grofe Ahnlichkeiten zum himatopoetischen System der Wirbel-
tiere auf. Diese Parallelen machen Drosophila zu einem besonders wertvollen Modell-
organismus fiir die Erforschung von Makrophagen und deren Rolle in der Immunab-

wehr.

1.2.2. Makrophagen als Produkt zweier myeloischer Zelllinien

Wie bei Vertebraten erfolgt die Himatopoese der Immunzellen von Drosophila in zwei
Wellen (C. J. Evans et al., 2003): Im prizephalen Mesoderm entstehen embryonale Vor-
lauferzellen, die sich zu Plasmatozyten differenzieren (Gold & Briickner, 2015). Auf
mehreren Hauptrouten migrieren die Zellen von anterior nach posterior bis zu einer
gleichméafBigen Verteilung im gesamten Embryo (Koranteng et al., 2022; L. Wang et al.,
2014). Von dort wandern die Zellen zu beiden Seiten des Korpers, um an ihrem Zielort,
den sogenannten hamatopoetischen Taschen, als sessile Makrophagen zu permanieren.
Im Verlauf des Larvenstadiums erfolgt hier die Vermehrung der urspriinglich embryona-
len Plasmatozyten von weniger als 400 auf iiber 6000 Zellen (Gold & Briickner, 2014;
Vlisidou & Wood, 2015). Diese Zellen konnen als Fliegendquivalent zu humanen Gewe-
bemakrophagen betrachtet werden, die von erythromyeloiden Vorlduferzellen abgeleitet
sind (Gold & Briickner, 2015). Sie bilden als weitgehend sessile Population ein Reservoir
fiir die Freisetzung im Falle einer Infektion oder Verletzung (Csordas et al., 2021).

Der zweite Ursprung fiir Himozyten ist die Lymphdriise, ein himatopoetisches Organ,
das wihrend des Larvenstadiums entsteht (Vlisidou & Wood, 2015). Hier differenzieren
von Monozyten abgeleitete undifferenzierte Vorlduferzellen zu Makrophagen und
proliferieren im Anschluss. Diese Makrophagen konnen als Fliegendquivalent zu Makro-
phagen aus dem Knochenmark von Wirbeltieren betrachtet werden (Gold & Briickner,
2015).



Drosophila

Abbildung 1: Himatopoese bei Drosophila in zwei Wellen. Die Plasmatozyten enbryonalen
Ursprungs sind rot dargestellt, die Plasmytozyten aus der Lymphdriise in griin. (aus: Wood and
Martin, 2017)

Im Puppenstadium werden beide Populationen von Makrophagen aus den himatopoeti-
schen Taschen und der Lymphdriise freigesetzt. Ab diesem Zeitpunkt zirkulieren sie ge-
meinsam in der Puppe und eliminieren Gewebereste im Rahmen der Metamorphose
(Gold & Briickner, 2014). In der adulten Fliege patrouillieren sie als Immunzellen zur

Abwehr pathogener Erreger (Gold & Briickner, 2015).

1.2.3. Hamozytenaktivierung wahrend der Metamorphose

Das Stadium der Metamorphose ist durch zahlreiche morphologische Verdanderungen ge-
kennzeichnet, die den gesamten Organismus betreffen. Organisierter Zellauf- und Abbau
bewirken eine umfassende Gewebeumstrukturierung, die notwendig ist, damit sich aus
einer Larve eine adulte Fliege entwickeln kann. In diesem Prozess spielen zirkulierende
Plasmatozyten aufgrund ihrer Fahigkeit zur Phagozytose apoptotischer Zellreste eine

wichtige Rolle (Ghosh et al., 2020).



Um ihrer Aufgabe moglichst effektiv nachzukommen, verwandeln sich die kleinen, ru-
henden Zellen in stark polarisierte, wandernde Zellen mit explorativem Verhalten (Samp-
son & Williams, 2012).

Die Verdnderung der Zellmorphologie und -aktivitdt zwischen Larven- und Puppensta-
dium wird ausgelost durch das Steroidhormon Ecdyson (Baehrecke, 1996). Ecdyson ak-
tiviert den nukledren Ecdyson-Rezeptor-Komplex in den Zielgeweben. Dieser Komplex
ist ein Heterodimer, das aus zwei Proteinen besteht: dem Ecdyson-Rezeptor und Ultraspi-
racle (Hill et al., 2013). Nach der Aktivierung bindet der Ecdyson-Rezeptor-Komplex an
spezifische DNA-Sequenzen, die als Ecdyson-Response-Elemente bezeichnet werden.
Diese Bindung 16st die Expression von Ecdyson-Zielgenen aus, welche wiederum Ent-
wicklungsiibergdnge fordern. Durch diesen Mechanismus koordiniert Ecdyson die phy-
siologischen Verdnderungen wihrend des Wachstums und der Metamorphose bei Droso-
phila (Kannangara et al., 2021; Sampson et al., 2013).

Die Identifikation und Analyse sogenannter pro-migratorischer Gene, die im Rahmen der
Metamorphose in ihrer Expression hochreguliert werden und zu einer erhéhten Motilitét

der Makrophagen fiihren, sind ein wesentlicher Aspekt dieser Arbeit.

1.3. Auswahl und Analyse potentieller pro-migratorischer Gene

Grundlage dieser Arbeit ist eine sogenannte ,,bulk RNA“-Sequenzierung, durchgefiihrt
von Mitgliedern der Arbeitsgruppe Bogdan (Lehne et al., 2022). Im Gegensatz zur ,,Sin-
gle- cell RNA*-Sequenzierung wird mit dieser Methode die durchschnittliche Genexpres-
sion einer gesamten Makrophagenpopulation analysiert. Dies erlaubt die Einordnung in
stark und schwach exprimierte Gene und die Quantifizierung differentieller Expressions-
niveaus von Transkripten wihrend der Entwicklung (Z. Wang et al., 2009).

Bei dieser, durch die AG Bogdan durchgefiihrten RNA-Sequenzierung wurde die ge-
samte zellulire mRNA aus larvalen und aus pupalen Himozyten vergleichend untersucht.
Eine Genexpressionsanalyse ergab 1542 unterschiedlich regulierte Gene, von denen 804
Transkripte verschiedener Gene in beweglichen Puppenmakrophagen im Vergleich zu
ruhenden Larvenmakrophagen hochreguliert sind (siche Abbildung 2).

Um Kandidaten zu identifizieren, die einen potentiellen Einfluss auf die Migrationsfahig-
keit von Zellen haben, wurden die 804 Transkripte durch eine Gene Ontology-(GO)-Term
Analyse weiter eingegrenzt. Alle Kandidaten, die in Zusammenhang mit den Begriffen
»wZytoskelett oder ,,Zellbewegung® vorkamen wurden letztlich in einer Liste (,, TOP50%)

zusammengefiigt (siche Anhang).
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Abbildung 2: Durchschnittliche Expression aller differentiell exprimierten Gene in
larvalen und prapupalen Himozyten dargestellt in einer Heatmap. (aus: Lehne et al.,
2022)

Um das Ausmal dieses Forschungsprojektes zu begrenzen, wurde eine reduzierte Aus-
wahl von 23 Transkripten aus der TOP50-Kandidatenliste festgelegt. Im Rahmen der
nachfolgenden Literaturrecherche wurden zudem fiinf weitere Kandidaten hinzugefiigt:
Das Gen drongo kodiert fiir ein ArfGAP-Protein, das eine entscheidende Rolle bei der
Aktomyosin-Kontraktilitdt und der kollektiven Zellmigration spielt (Zeledon et al.,
2019). Die molekulare Funktion des Gens CG32982 ist bislang nicht bekannt, jedoch gibt
es Hinweise auf eine Beteiligung an der Organisation des Aktin-Zytoskeletts (siche Web-
site Flybase). Ein Protein, das in mehreren Studien als zentraler Akteur der Aktin-Zytos-
kelettdynamik beschrieben wird, ist WIP (WASP-interacting protein) (Fried, Matalon et
al., 2014; Keppler et al., 2018). Um zu untersuchen, ob es auch fiir die Zellmorphologie
und Migrationsfahigkeit von Drosophila-Makrophagen eine Rolle spielt, wurde das zu-
gehorige Gen in die Kandidatenliste aufgenommen. Das vierte Gen, CG13632/CG42331,
gelangte durch einen Zahlendreher zufillig in die Auswahl. Als Positivkontrolle und als
Referenz fiir Folgeanalysen mit verschiedenen Antikdrpern nahmen wir zudem wave mit

in die zu untersuchende Genauswahl auf.
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Im Rahmen eines RNAi-Kandidaten-Screens wurde nach RNAi-vermittelter Suppression
eine phinotypische Analyse durchgefiihrt. Als Negativkontrolle dienten Wildtyp-Ha-
mozyten. Gene, die bekannte Aktinregulatoren mit bekannten zelluldren Funktionen ko-
dieren, dienten als Positivkontrolle. Bei auffilligen Kandidaten mit prominenten Verén-
derungen der Zellform oder des Aktinzytoskeletts folgte eine Analyse der ungerichteten

Migration pupaler Himozyten in vivo.

1.3.1. Finale Auswahl fiir RNAi-Screening

In der nachfolgenden Tabelle sind alle in dieser Arbeit untersuchten Gene aufgefiihrt. In
einem ersten Schritt erfolgte die Recherche beziiglich ihrer bisher bekannten Funktion
und einer moglichen Assoziation zum Aktinzytoskelett oder der Migrationsfahigkeit von
Zellen. In den folgenden Kapiteln sollen zwei der hier genannten Gene detaillierter be-

schrieben werden.

Tabelle 1: Zu untersuchende Gene mit Assoziation zu Aktin oder Migration

CG# Name Humanes Funktion Referenzen zu
Ortholog Aktin oder
Migration

ABCBI Kodiert fiir ein Membranpro-
ABCB4 tein der ABC-Transporter-Fa-
ABCBS5 milie, tragt zur Insektizidre-
sistenz bei

SHROOM1 Bindet und aktiviert RHO-as- | Zalewski et al.,
SHROOM?2 soziierte Kinase (ROCK), Re- | 2016
SHROOM3 gulierung der Dynamik des
SHROOM4 Aktinzytoskeletts

CPAP157 Expression in Samenzellen,
Assoziation zu Miktotubuli

und Ziliarbasalkorper
MAPT Mikrotubuli-assoziiertes Pro- | Cabrales Fontela
(Microtu- tein (MAP), direkte Interak- | et al., 2017

bule-Associ- | tion mit Aktinfilamenten,
ated Protein Kennzeichen der Alzheimer-
TAU) Krankheit

PPPIR35 Regulierung der Anzahl der
(Protein Zentrosome pro Zelle (Aus-
Phosphatase | bildung des Spindelapparates)
1 Regulatory
Subunit 35)
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MYO7B

Kodiert fur ein Protein aus
der Familie der Aktin-basier-
ten molekularen Motoren

HSP90

Hitzeschockprotein aus der
Hsp90-Familie, Faltung und
Aktivierung vieler Substrat-
proteine

Siehe Kapitel
1.4.

TACCI
TACC2
TACC3

Stabilisierung von Mikro-
tubuli

TLR

Kodiert fiir ein Mitglied der
Toll-like-Rezeptorfamilie,
Funktion bei der Migration
von Ovarialfollikelzellen, der
humoralen antibakteriellen
Reaktion, Entwicklung des
Riickenmarks

MTPN

Vermutlich Teil des F-Aktin-
Capping-Proteinkomplexes

Bhattacharya et
al., 2006

SAXO02

Vermutlich an der Veranke-
rung von Miktotubuli betei-
ligt

LIN7B

An der Wanderung von Folli-
kel-Borderzellen beteiligt,
Regulierung des synaptischen
Wachstums an der neuromus-
kuldren Endplatte

EPB41L4A4

Vermutlich beteiligt an Akto-
myosin-Organisation (basie-
rend auf Sequenzihnlichkei-
ten)

KIF17

Vermutlich ATP-Hydrolyse-
Aktivitdt, Mikrotubuli-bin-
dend

LCPI
PLSI
PLS 3

Kodiert fiir eine Aktin-vernet-
zendes Protein, das an der
Umgestaltung und Organisa-
tion des Aktinzytoskeletts be-
teiligt ist

Krueger et al.,
2019

SEMA6A
SEMA6B
SEMA6C
SEMA6D

Kodiert ein Transmembran-
protein der Semaphorin-Fa-
milie, initiiert Aussprossen
und Wachstum von Neuronen
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ARLI

GTP-bindendes Protein, kann
Knospung und Uncoating von
Vesikeln im Golgi-Apparat
modulieren

NEGRI

Beteiligte Prozesse: Regula-
tion des epidermalen Wachs-
tumsfaktorrezeptor-Signal-
wegs, Regulierung der Glia-
zellproliferation

UGDH

Beteiligt an der Biosynthese
von Glykosaminoglykanen,
Hyluronan, Chondroitinsulfat
und Heparansulfat

COASY

Kodiert fiir ein bifunktionel-
les Enzym, das zwei Schritte
im CoA-Biosyntheseweg ka-
talysiert

AGFGI
AGFG2

Vermutlich an der Regulie-
rung der GTPase-Aktivitit
beteiligt, Rolle bei der Akto-
myosin-Kontraktilitdt und der
kollektiven Zellmigration

Zeledon et al.,
2019

Vermutlich an Reorganisation
des Aktinzytoskeletts betei-
ligt

Mukherjee et al.,
2006

WIPF1

Kodiert fiir Proteine aus der
Familie der Aktinregulatoren

Siehe Kapitel
1.5.

FHODI
FHOD3

Kodiert fiir ein Formin (Ak-
tin-Nukleator)

Lammel et al.,
2014

ARPC4

Kodiert eine Untereinheit des
Arp2/3-Komplexes, beteiligt
an der Zelladhision, Regulie-
rung der Zellform und der
Wundheilung

Suetal., 2018

CFL2
DSTN

Reguliert die Dynamik des
Aktinzytoskeletts

Gunsalus et al.,
1995; Zhang et
al., 2011
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1.4. Das molekulare Chaperon Hitzeschock Protein 83 (Hsp83)

Die Entdeckung der Hitzeschockproteine ist auf eine zufdllige Entdeckung des italieni-
schen Genetikers Ferrucio Ritossa im Jahre 1962 zurilickzufiihren. Dieser untersuchte die
Fruchtfliege Drosophila melanogaster und setzte sie unbeabsichtigt einer erhohten Tem-
peratur aus. Als Auswirkung zeigten die Chromosomen ein charakteristisches Muster,
welches Ritossa als ,,Puffen* beschrieb. Diese Entdeckung fiihrte im Verlauf zur Identi-
fizierung der Hitzeschockproteine (Hsp), deren Expression als Folge der Hitzeeinwir-
kung zur beschriebenen Chromosomenverdanderung fiihrt (Capocci et al., 2014; Ritossa,
1962).

Bis heute wurden zahlreiche hitzeinduzierbare Proteine identifiziert, die nach ihrer Mo-
lekiilmasse und entsprechend einer strukturellen Homologie klassifiziert werden. Die sie-
ben groflen Familien sind: small Hsps, Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hsp100 und
Hsp110 (Becker & Craig, 1994; Qiu et al., 2006; W. J. Welch et al., 1983; Zininga et al.,
2018).

Hitzeschockproteine kommen sowohl in eukaryotischen Zellen als auch in Bakterien vor
und machen im eukaryotischen Organismus mit 1-2% den hochsten Anteil am Gesamt-
proteingehalt aus (Krukenberg et al., 2011).

Das 83kD schwere Protein Hsp83 ist das homologe Pendant zum humanen Hsp90 und
zum grofiten Teil im Zytoplasma lokalisiert (Arrigo et al., 1980; Will et al., 2017). Im
Gegensatz zu hoheren Eukaryonten, in denen zwei oder mehrere Gene fiir das Hsp90
Protein kodieren, ist es bei Drosophila nur ein einziges: Das Hsp83-Gen (Johnson, 2012).
Anders als Hsp70, dessen Expression unter normalen Bedingungen niedrig ist und erst
bei Hitzeeinwirkung stark zunimmt, wird Hsp83 in allen Stadien der normalen Entwick-
lung auch ohne Hitzeschock konstitutiv auf hohem Niveau exprimiert und die Synthese

nur geringfiigig bei Temperaturerhohung erhoht (Atkinson et al., 1985).

1.4.1. Funktion von Hsp83/Hsp90

Die generelle Aufgabe von Hitzeschockproteinen ist es, im Organismus den Bewdlti-
gungsprozess von zelluldrem Stress zu koordinieren. Zu den Stressfaktoren zdhlen neben
Hitze auch Kélte, Osmose, Trockenheit, Salz, UV-Strahlung, oxidativer Stress und pa-
thogene Krankheitserreger. Diese konnen dazu fiihren, dass sich Polypeptidketten zu un-
gefalteten oder fehlgefalteten Proteinen zusammenfiigen und somit Schidden im Proteom
verursachen (Swindell et al., 2007).

Mittlerweile ist bekannt, dass Hsp90 zahlreiche essentielle Funktionen in der Zelle iiber-

nimmt (Hoter et al., 2018). Als molekulares Chaperon unterstiitzt es die Reifung und den
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Erhalt der Struktur von Proteinen und assistiert beim proteolytischen Abbau. Es gilt als
essentiell fiir die intrazelluldre Proteinfaltung bei Stress und schiitzt vor Denaturierungen
und Aggregationen, die zum Zelltod fithren kénnen (Vabulas et al., 2010).

Eine zentrale Rolle spielt Hsp90 zudem in der zelluldren Signalweiterleitung. Dafiir sta-
bilisiert und reguliert es Signalproteine wie Kinasen, Transkriptionsfaktoren und Rezep-
toren und beeinflusst dadurch wichtige Signalwege, die an Zellwachstum, Stressreaktio-
nen und Apoptose beteiligt sind (Hoter et al., 2018).

Dartiber hinaus ist Hsp90 im Zellkern aktiv, wo es die Chromatinorganisation unterstiitzt,
Transkriptionsfaktoren reguliert und an Prozessen wie DNA-Reparatur und Genexpres-
sion beteiligt ist. Auch im Zellzyklus und der zelluldren Differenzierung spielt es eine
wichtige Rolle, indem es Proteine stabilisiert, die fiir Zellteilung und Entwicklung essen-
ziell sind (Calderwood & Neckers, 2016; Csermely et al., 1998).

Neben diesen Funktionen beeinflusst Hsp90 auch das Zytoskelett. Es bindet an Aktin
(Koyasu et al., 1986; Nishidas et al., 1986) und fordert die Bildung langer, unverzweigter
Aktinfilamente (Park et al., 2007a). Dartiiber hinaus wurde nachgewiesen, dass Hsp90 die
Vernetzung von Aktinfilamenten induziert, die durch den WASP/Arp2/3-Komplex gebil-
det wurden (Park et al., 2007a). Neben Aktin interagiert es auch mit Tubulin, schiitzt es
vor hitzebedingter Denaturierung (Weis et al., 2010) und stabilisiert Mikrotubuli (Krt-
kova et al., 2012). Dariiber hinaus wurde nachgewiesen, dass HSP90 Myosin vor Hitze-
stress schiitzt (Etard et al., 2008). Insgesamt spielt HSP90 somit eine zentrale Rolle bei
der Organisation und Stabilisierung des gesamten Zytoskeletts.

Verschiedene Forschungsarbeiten schreiben der Hsp90-Familie eine besondere Relevanz
im Zusammenhang mit der Evolutionsbiologie zu. Mit seiner Regulationsfunktion bei
Stressreaktionen und der Signaliibertragung puffert Hsp90 schidliche phinotypische Ef-
fekte bei genotypischer Verdnderung. Als sogenannter Variationspuffer kontrolliert
Hsp90 somit die morphologischen Verdnderungen und beeinflusst die Fitness und Ro-
bustheit des Organismus (Chen & Wagner, 2012; Lacey & Lacey, 2021; Rutherford et
al., 2007).

In Krebszellen sorgt hochreguliertes Hsp90 dafiir, dass iiberexprimierte Onkoproteine
thre Struktur und Funktionsfdhigkeit behalten. Zudem aktiviert es zentrale Zielproteine,
die am Tumorwachstum beteiligt sind (Trepel et al., 2010; Whitesell & Lindquist, 2005).

Daher wurden in den letzten Jahrzehnten gezielt Hsp90-Inhibitoren entwickelt — sowohl
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zur Modulation seiner Aktivitit in der Krebstherapie als auch als spezifische Behand-
lungsstrategie fiir Erkrankungen, die mit fehlerhafter Proteinfaltung zusammenhéngen

(Jhaveri et al., 2012; Z. N. Li & Luo, 2023; Sanchez et al., 2019)

1.4.2. client-Proteine

Hsp90 bindet eine Vielzahl von Substraten, die aufgrund der chaperonartigen, nicht-en-
zymatischen Funktion von Hitzeschockproteinen als client-Proteine bezeichnet werden —
analog zu Kunden, die einen Service in Anspruch nehmen (Ciocca et al., 2013). Die ersten
Hsp90-assoziierten Proteine wurden in den 1980er Jahren identifiziert, darunter Steroid-
hormonrezeptoren (Dougherty et al., 1984) und das virale Protoonkogen Src (Brugge et
al., 1981). Seitdem wurden iiber 300 cl/ient-Proteine entdeckt, von denen viele essenzielle
Funktionen in zentralen zelluldren Prozessen tibernehmen. Dazu zdhlen Proteinkinasen,
Transkriptionsfaktoren, Onkoproteine und Tumorsuppressoren.

Eine umfassende Liste aller bekannten Hsp90-Interaktionspartner wird von Professor Di-

dier Picard von der Universitit Genf bereitgestellt (http://www.picard.ch/down-

loads/Hsp90interactors.pdf) (Echeverria et al., 2011). Diese umfasst neben onkologisch

relevanten Proteinen wie p53 und BRCA1/2 auch Zytoskelett-assoziierte Proteine wie

Aktin, Tubulin und Myosin.

1.4.3. Struktur und ATPase-Zyklus

Hsp90 liegt als flexibles Homodimer vor, wobei jedes der beiden Protomere aus drei
funktionellen Doménen besteht (Mayer & Le Breton, 2015).

Die Amino-terminale Domine (NTD) bindet ATP und spielt eine zentrale Rolle bei den
Konformationsdnderungen des Komplexes wihrend des Chaperonzyklus (Prodromou &
Roe, 1997). Dieser Zyklus beschreibt einen dynamischen Prozess, in dem Hsp90 mit ver-
schiedenen Ko-Chaperonen interagiert, um Proteine zu falten, zu stabilisieren und ihre
Funktion zu regulieren (Hoter et al., 2018).

Die Carboxy-terminale Doméne (CTD) ist fiir die Proteindimerisierung und Wechselwir-

kungen mit Ko-Chaperonen verantwortlich (Harris et al., 2004; Nemoto I et al., 1995).
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Eine mittlere Doméine (MD) moduliert die Hsp90 Funktion, indem sie das Phosphat von
ATP bindet und so die ATPase-Aktivitit beeinflusst. Sie ist auBerdem an der Bindung
der client-Proteine beteiligt (Meyer et al., 2003).

A
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der strukturellen Hsp90-Doménen. (1) in ge-
offneter Konformation (2) in geschlossener Konformation mit gebundenem ATP. (Abbildung
modifiziert nach Hoter et al., 2018)

Die Chaperon-Funktion von Hsp90 basiert auf der Fahigkeit des Dimers, ATP zu binden
und zu hydrolysieren, was multiple konformationelle Umstrukturierungen induziert
(Obermann et al., 1998). Im offenen Zustand interagieren die Amino-terminalen Domé-
nen (NTD) der beiden Protomer-Einheiten nicht miteinander, sodass das Homodimer eine
V-formige, offene Struktur einnimmt. Die Bindung von ATP fiihrt zu erheblichen struk-
turellen Verdnderungen in den NTDs und bewirkt deren Assoziation, wodurch Hsp90 in
eine geschlossene Konformation iibergeht. In diesem Zustand ist das Dimer ATPase-ak-
tiv. Nach der ATP-Hydrolyse bleibt ADP an die NTDs gebunden, was zur Dissoziation
der NTDs fiihrt und die offene Ausgangskonformation wiederherstellt (Biebl & Buchner,
2019; J. Liet al., 2012).

Die dynamischen konformationellen Verdnderungen des Hsp90-Dimers werden durch
eine Reihe von Ko-Chaperonen reguliert, die in verschiedenen Phasen des ATPase-Zyk-
lus an Hsp90 binden. Diese Ko-Chaperone beeinflussen die Geschwindigkeit der ATP-
Hydrolyse, stabilisieren bestimmte Konformationszustinde oder unterstiitzen die Rekru-
tierung von client-Proteinen (Dean & Johnson, 2021; Schopf et al., 2017).

Obwohl Hsp90 seit mehr als 40 Jahren erforscht wird (Finkelstein & Strausbergs, 1983;
Ritossa, 1962), sind die genauen molekularen Mechanismen der transienten Interaktion
mit den clients innerhalb des komplexen Chaperonzyklus nach wie vor weitgehend un-

geklart (Silbermann et al., 2024).
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1.5. Die Verprolin-Familie

Das Protein Verprolin wurde 1993 erstmals im Rahmen einer Studie in Saccharomyces
cerevisiae identifiziert. Das Polypeptid fiel besonders aufgrund eines markanten Merk-
mals auf: In der gesamten Proteinsequenz zeigte sich eine grole Anzahl an Prolinresten,
die in verschiedenen Motiven angeordnet sind und dem Protein eine sich wiederholende
Domaénenstruktur verleihen. Aufgrund des hohen Anteils an Prolinresten im Genprodukt
(24%), wurde das Gen vrp! (very rich in proline) genannt und das Protein selbst Verpro-
lin (very rich proline). Schon damals vermutete man eine funktionelle Relevanz des Pro-
teins sowohl fiir normales Zellwachstum als auch fiir die korrekte Aufrechterhaltung des
Aktinzytoskeletts. (Donnelly et al., 1993).

Nachdem sich die nachfolgenden Studien auf Pilze fokussierten, ist heute eine Vielzahl
an Verprolin-Orthologen in verschiedenen Organismen bekannt (Antén et al., 2007). Die
humane Verprolin-Familie besteht aus den drei Proteinen WIP (WASp-interacting pro-
tein), CR16 (Corticosteroid-regulated protein) und WIRE/WICH (WIP-related ptorein/
WIP- and CR16- homologous protein) (Kato et al., 2002; Ramesh et al., 1997; Weiler et
al., 1996).

In Drosophila liegt nur eine Genkopie vor, welche fiir ein einzelnes homologes Protein
der Verprolin-Familie, das Solitary (sltr) oder D-WIP (Drosophila-WIP) genannt wird,
kodiert (Kim et al., 2007; Massarwa et al., 2007).

Rettungsexperimente zeigten, dass durch mutiertes vrp/ verursachte Defekte in der Hefe
durch das Saugetier-Homolog WIP ausgeglichen werden konnten. Dies deutet darauf hin,
dass die beiden Proteine tatsdchlich funktionelle Homologe sind und das Protein evoluti-
ondr konserviert ist (Vaduva et al., 1999). Mit dem Fortschritt der Sequenzierung voll-
stindiger Genome wurde offenbart, dass Gene, die Verproline kodieren, in den meisten
eukaryotischen Organismen, mit Ausnahme von Pflanzen, gefunden werden konnen (As-

penstrom, 2005).

1.5.1. Struktureller Aufbau der Verprolin-Homologe
Die Proteine der Verprolin-Familie variieren in threr Groe zwischen verschiedenen Spe-
zies, zeigen aber einen vergleichbaren funktionellen Aufbau. In der N-terminalen Region

befinden sich zwei Abschnitte, die WH2-Doméne (WASP homology domain-2) genannt
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Struktur der Vrp/WIP-Familie. N-termi-
nal zwei aktinbindende WH2-Doménen, mittig eine prolinreiche Region und C-terminal
eine WASP-bindende Doméne.
werden. Die WH2-Doméne - mit einer Lange von ungefdhr 35 Aminosduren - gilt als
Schnittstelle fiir die Interaktion mit Aktin (Martinez-Quiles, Rohatgi, Antén, et al., 2001;
Paunola et al., 2002). Nach einem ldngeren Abschnitt mit zahlreichen prolinreichen Mo-
tiven folgt am C-terminalen Ende die WASP-bindende Doméne, die mit WASP intera-
gieren kann (Ramesh et al., 1997).

1.5.2. Verproline als direkte und indirekte Aktinregulatoren

Die Mitglieder der Verprolin-Familie wurden in unterschiedlichen Organismen unter-
sucht und haben sich als wichtige Effektoren fiir die Signaliibertragung im Zusammen-
hang mit der Aktindynamik erwiesen.

Fiir das Ur-Verprolin, welches in der Sprosshefe identifizierte wurde, bestétigte sich spa-
ter, dass es fiir die Aktinpolymerisation wiahrend des polarisierten Wachstums und wéh-
rend der Endozytose bendtigt wird, bei der das Aktinzytoskelett eine essentielle Rolle
spielt (Donnelly et al., 1993; Kubler & Riezman, 1993; Munn et al., 1995).

Die Wirbeltier-Verproline regulieren die Aktindynamik entweder durch direkte Bindung
an Aktin, durch Bindung an aktinregulierende Proteine oder durch die Bindung an Mit-
glieder der WASP-Familie (Garcia et al., 2012). Das humane WIP wurde als Interakti-
onspartner des himatopoetischen spezifischen WASP zunichst in Lymphozyten identifi-
ziert (Ramesh et al., 1997). Da sowohl WIP als auch N-WASP, das neuronale Homolog
des WASP, ubiquitir exprimiert werden, lassen sich diese beiden Proteine im Komplex
in vielen anderen Zelltypen (z.B. Fibroblasten, Neuronen, Epithelzellen) nachweisen
(Miki et al., 1996).

Der Ablauf und die Bedeutung der namensgebenden Interaktion von WIP mit WASP
sollen im Folgenden kurz beschrieben werden. In ruhenden Zellen interagiert ubiquitér
exprimiertes WIP mit WASP oder seinem neuronalen Homolog N-WASP. WASP/N-

WASTP liegt aufgrund von intramolekularen Wechselwirkungen in einer geschlossenen
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inaktiven Form vor, die durch die Bindung von WIP an seine N-terminale Doméne stabi-
lisiert wird. Phosphorylierung von WIP verdndert die WIP/WASP-Wechselwirkung ohne
sie ginzlich aufzuheben. Als Folge wird eine Ubiquitinierungsdoméne freigelegt, die den
Abbau von WASP ceinleitet. Gleichzeitig entfdllt die hemmende Wirkung von WIP auf
kleine GTPasen (Cdc42/Rac), die WASP nun aktivieren konnen. In Folge dieser Aktivie-
rung dndert WASP seine Konformation in eine offene, aktive Form. Dies fiihrt zur Akti-
vierung einer Doméne in der C-terminalen Region, welche durch Wechselwirkung mit
dem Arp2/3-Komplex die Aktinpolymerisation stimuliert (Fried et al., 2014; Martinez-
Quiles, Rohatgi, Anton, et al., 2001; Sasahara et al., 2002).

WASP (geschlossen und autoinhibiert) WASP (aktiv)

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen (N-)WASP und
WIP.WASP liegt in der ruhenden Zelle als Komplex mit WIP in einer geschlossenen inaktiven
Form vor. In seiner offenen, aktiven Form ist WIP partial dissoziiert und legt eine Ubiquitinie-
rungsstelle frei. Die C-terminale Doméne interagiert mit Arp2/3.

Beim bereits beschriebenen Wiskott-Aldrich-Syndrom liegt das fiir WASP kodierende
Gen in mutierter Form vor. Die resultierende padiatrische Erkrankung ist durch Anoma-
lien des Zytoskeletts in himatopoetischen Zellen gekennzeichnet, wodurch eine schwere
Immunschwiche resultiert. Interessanterweise treten die meisten Mutationen, die zu
WAS fiihren, in der Bindungsstelle fiir WIP auf. Auflerdem beeintrdchtigen einige der
Mutationen nachweislich die Wechselwirkung zwischen den beiden Proteinen und fithren
zum Abbau des WAS-Proteins (Reicher et al., 2012; Stewart et al., 1999).

Verschiedene Studien schreiben WIP folgende wichtige Funktionen bei der Regulation
der Aktindynamik zu: (I) WIP stabilisiert WASP und schiitzt vor proteolytischem Abbau
(Chou et al., 2006; de la Fuente et al., 2007), (II) WIP bindet an WASP und reguliert
seine Aktivierung durch Cdc42 (Martinez-Quiles, Rohatgi, Anton, et al., 2001), (III) WIP
rekrutiert WASP an spezifische subzelluldre Orte (Chou et al., 2006) und (IV) WIP be-
teiligt sich auch auf WASP-unabhédngige Weise an der Organisation des Aktinzytoske-

letts, zum Beispiel durch direkte Bildung und Stabilisierung von Aktinfilamenten, sowie
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durch Interaktion mit aktin-regulierenden Proteinen, wie Profilin (Antéon et al., 2007;

Ramesh et al., 1997).
1.6. Zielsetzung dieser Arbeit

Zellmigration ist ein dynamischer Prozess, der insbesondere vom Aktinzytoskelett ange-
trieben wird. Durch komplexe Polymerisation entstehen protrusive Krifte, die Membran-
ausstiilpungen an der Zellvorderseite ausbilden und somit iiber morphologische Veran-
derungen die Bewegung von Zellen bewirken. Diese Prozesse sind an gro3e Umlagerun-
gen des Zytoskeletts gekoppelt und werden von einer Vielzahl an Signalkaskaden gesteu-
ert. Die Notwendigkeit eines funktionierenden Systems, das Zellbewegung erméglicht,
zeigt sich besonders im medizinischen Bereich, sobald das System gestort ist. Da Aktin
als dynamisches Strukturprotein verschiedene zelluldre Strukturen bildet, sind die poten-
tiellen Auswirkungen einer Fehlregulation vielfdltig und in nahezu jedem pathophysiolo-
gischen Fachbereich anzutreffen. Eine Erkrankung, die das hdmatopoetische System be-
trifft und auf eine eingeschriankte Aktinpolymerisation zuriickzufiihren ist, ist das bereits
beschriebene Wiskott-Aldrich-Syndrom. Dysregulatorische Prozesse, die die Zellbeweg-
lichkeit von Immunzellen beeinflussen, kdnnen ihre immunologische Funktion stéren
und dadurch chronische Entziindungsreaktionen sowie eine verzdgerte Wundheilung be-
giinstigen. Naheliegend ist auch die Bedeutung der Migrationsfdahigkeit und Metastasie-
rung von Tumoren. Krebszellen konnen sich die Maschinerie der Aktinorganisation in
Zellen zu Nutze machen und sich somit im Organismus ausbreiten.

Drosophila Makrophagen bieten ein geeignetes Modell zur Analyse von Genen, die einen
potentiellen Einfluss auf die Aktindynamik und die Zellmigration haben. In dieser Arbeit
soll an die Ergebnisse der Studie von Lehne et al. 2022 angekniipft werden, wobei das
Augenmerk auf die abweichende Migrationsfahigkeit von Larven- und Puppenhdmozyten
gerichtet wird. Die TOP50-Liste dient als Grundlage fiir ein primires RNAi-Kandidaten
Screening, in dem der Einfluss der Genprodukte auf die Zellform und die Migrationsfa-
higkeit von Drosophila Makrophagen untersucht wird. Ziel ist die Identifikation von Ge-
nen mit relevantem Einfluss auf die Beweglichkeit von Makrophagen, um Grundlagen

fiir weitere Forschungsarbeiten zu schaffen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1.Verwendete Fliegenstamme

Tabelle 2: Ubersicht verwendeter Fliegenstimme

2. Material und Methoden

Fliegenstamm Kommentar Chromosom
wilis w-, Wildtyp-Referenz X
; hmlIAGAL4, GFP ; ; Makrophagen-spezifische 2
GFP-Expression
: hmIAGALA4, LifeAct-GFP ; ; | Makrophagen-spezifische 2

GFP-Expression

UAS-RNAI (s. Tabelle 3)

Expression von doppelstrian-
giger RNAi1 gegen ein Gen-
produkt

Tabelle 3: Liste transgener RNAi-Fliegenlinien, die auf Verdnderungen der Zellform un-

tersucht wurden

CG# Name RNAI ID

CG3879 mdr49 v108327
v42514

CG34379 shrm v107966

v100672

CG17122 CG17122 v108448
v26130
CG45110 tau v25666

v101386
v25023

CG17295 rcd4 v106376
v25251

CG6976 myo28B1 v101016
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2. Material und Methoden

v37531
CG1242 hsp83 v108568
v7716
CG9765 tacc v110633
v101439
CG8896 18w v36305
v44387
v965
CG31715 CG31715 v101381
v21504
CG7131 CG7131 v105507
v52520
CG7662 veli v110556
v46963
CG34347 CG34347 v107017
v105812
CGl17461 kif3C v43641
v43639
CG8649 fim v46029
v6276
CG18405 semala v104505
v4743
CG6025 arll v17826
CG2198 ama v22945
v22944
CG10072 sgl v29434
CG10575 ppat-dpck b37231
b35376
CG42331/ CG42331/ v22456
CG13632 CG13632 v104226
n13632R-3
CG3365 drongo v109801
v43763
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2. Material und Methoden

CG32983 CG32983 v105472
v20643
CG13503 vipl v23888
v102253
CG4254 tsr v110599
CG42610 fhos v34034
v34035
CG5972 arpcd b42875
b41888
CG1363 blow v15817
v102163
CG4636 wave

2.1.2. Chemikalien

Alle Chemikalien fiir Losungen, Medien und Puffer wurden von folgenden Firmen bezo-

gen:

Amersham (Freiburg)
Baker (GroB-Gerau)
Biomol (Hamburg)
Biozym (Hamburg)
Clontech (Heidelberg)
Fluka (Neu-Ulm)
GIBCO (Eggenstein)

Invitrogen (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

New England Biolabs (Frankfurt)
Pharmacia (Freiburg)

Qiagen (Hilden)

Roche (Mannheim)

Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Sratagene (Waldbronn)

Tabelle 4: Auflistung verwendeter Medien und Losungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

3% BSA

3% bovines Serumalbumin in PBS

Concanavalin A

ConA in 10 ml sterilem PBS auflésen

Heptankleber

1 m braunes Paraceltape auf 100 ml Heptan geben
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2. Material und Methoden

1 hbei 12000 x g zentrifugieren und die Fliissigkeit dekantieren

Lammli-Proben-
puffer (SDS-
PAGE)

2 ml 1 M Tris-HCL pH 6,8

0,8 g SDS

4 ml 100% Glycerol

0,4 ml 14,7 M Beta-Mercaptoethanol 0,62 g DTT
1 ml0,5M EDTA

8 mg Bromphenol Blau
auf 10 ml ddH0 auffiillen
Laufgelpuffer 1,5 M Tris
(SDS-PAGE) 36,3 g Tris-Base in 200 ml ddH20 auflosen

auf pH 8,8 verdiinnen

Laufpufter (SDS-
PAGE)

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS

pH bei 8,3

LB Agar Platten

15 g Agar/ Liter LB Medium

LB Medium

10 g Tryptone
1 g Hefeextrakt
10 g NaCl/ Liter ddH20

auf pH 7,0 verdiinnen und autoklavieren

M3 -

39,36 g Shields and Sang powdered medium
0,5 g KHCO;

auf pH 6,6 verdiinnen

1 g Hefeextrakt

2,5 g Bactopeptone

M3 +/+

39,36 g Shields and Sang M3 Insect medium und 0,5 g KHCO3
in 800 ml Wasser 16sen

auf pH 6,6 verdiinnen

1 g Hefeextrakt hinzufiigen

2,5 g Bactopeptone hinzufligen

Auf 1 L auffiillen

Mit sterilem Filter (0,2 um) unter sterilem Abzug filtern
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110 ml Medium entfernen
100 ml hitzeinaktiviertes FBS hinzufiigen

5 ml Penicillin/ Streptomycin hinzufiigen

Mowiol

2,4 ¢ Mowiol in 6 g Glycerol 16sen
1 Stunde verriithren
6 ml ddH20 hinzufiigen

1 Stunde verriihren

12 ml 0,2 M Tris-HCI Puffer dazugeben (pH 8.,5)

bei 50° fir 2 Stunden inkubieren

alle 20 min fiir 2 min rithren

PBS

130 mM NaCl
7 mM Na,HPO4
3 mM KH,PO4
2,7 mM KCl

auf pH 7,6 verdiinnen

4% PFA

300 ml ddH,O auf 60°C erhitzen

20 g PFA auflosen

IN NaOH hinzufiigen bis die Losung klar wird
50 ml 10xPBS hinzufiigen

mit 1IN HCI pH auf 7,0 — 7,2 einstellen

mit ddH,O auf 500 ml auffiillen

Quetschpuffer

10 mM Tris-HCI pH 8,2
1 mM EDTA
25 mM NaCl

Sammelgelpuffer

(SDS-PAGE)

0,5 M Tris
pH 6,8

SOC Medium

20 g Bactotryptophane
1 g Bacto Hefeextrakt
2 ml 5 M NaCl

2,5ml 1 M KCl

10 ml 1 M MgCl,

10 ml 1M MgSO4

20 ml 1 M Glukose
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Pro Liter ddH,0
TBS-Puffer 20 mM Tris

137 mM NacCl
TBS-T-Puffer 20 mM Tris

150 mM NacCl

0,1 % Tween-20

TAE-Puffer

242 g Tris

57,1 ml Glacial acetic acid
0,05 M EDTA

Loésen in 1 1 ddH»0 pH 8,0

auf pH 8,0 verdiinnen

Tris-Glycin-
Transferpuffer

25 mM Tris
192 mM Glycin

Im Verhiltnis 1:10 mit ddH,0 verdiinnen

10% Methanol zufiigen

2.1.3. Antikorper

Tabelle 5: Auflistung verwendeter Antikorper

Antikorper Spezies Konzentration Quelle

Phalloidin 568, 647 1:100 Invitrogen
568: A12380
647: A22287

DAPI 1:1000 Invitrogen

o-GFP JL8 mouse 1:3000 TakaraBio

a- WAVE guinea pig 1:1000 Bogdan et al., 2005

a-WASP guinea pig 1:1000 Bogdan et al., 2005

o-guinea pig-568 1:1000 Invitrogen
568: A11075
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a-guinea pig-HRP 1:2000 Jackson Immuno

o-mouse-HRP 1:2000 Jackson Immuno

o-rabbit-HRP 1:2000 Jackson Immuno
2.1.4. Software
Tabelle 6: Software

Name des Programms Entwickler

Fiji Image]2

Prism 7 GraphPad

Imaris 9.3.0. Bitplane

Microsoft Excel 16.6 Microsoft

LasX Leica

Zen blue Zeiss

NanoDrop 2000 Thermo Fischer Scientific

SnapGene GSL Biotech LLC
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2.1.5. Datenbanken

Tabelle 7: Online-Datenbanken mit zugehoriger URL

Name URL
FlyBase https://flybase.org/
NCBI Pubmed https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/

Bloomington Drosophila Stock Center (BL) | https://bdsc.indiana.edu/

Vienna Drosophila Recource Center (VDRC) | https://stockcenter.vdrc.at/con-

trol/main

NIG-FLY Fly Stocks of National Institute of | https://shigen.nig.ac.jp/fly/nigfly/

Genetics

BLAST — Basic Local Alignment Search | https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Tool

2.2. Methoden

2.2.1.Praktischer Umgang mit Drosophila melanogaster

2.2.1.1.Haltung
Die Fliegenhaltung erfolgt in zylindrischen Plexiglasrohrchen. Diese sind etwa 2 bis 3

cm hoch gefiillt mit Fliegenfutter folgender Rezeptur (fiir 39 L):

- 310 g Agar und 2850 g Maismehl in 31 L Wasser aufkochen

- 390 g Sojamehl und 675 g Bierhefe mischen und in 4 L Wasser 16sen, dann zum
Kochtopf hinzufiigen

- 1800 g Malzextrakt einriihren

- 1400 g Riibensirup einriihren

- Futter unter standigem Riithren 10min kochen lassen, dann auf 60°C abkiihlen las-
sen

- 200 ml Propionsédure und 600 ml Nipagin-Losung dazugeben und unterriihren
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Die Lagerung der Fliegen erfolgt bei 18°C (in der Stammsammlung) oder bei 29°C (nach
Kreuzungsansatz) im Inkubator mit definiertem Hell-Dunkel-Zyklus oder bei Raumtem-
peratur.

Zur Beurteilung der Morphologie und zur Selektion anhand bestimmter Merkmale wer-
den die Fliegen mit Kohlenstoffdioxid betdubt und zur Betrachtung auf eine CO»-Platte

unter das Mikroskop gelegt. Fiir den Transfer einzelner Fliegen wird ein einfacher Pinsel

verwendet.

Abbildung 6: Arbeitsplatz im Fliegenlabor. (1) CO2-durchstromte Platte zur Betrachtung der
Fliegen unter dem Mikroskop (2) Erlenmeyerkolben und (3) Trichter zum Verwerfen von Fliegen
(4) wasserfester Stift zur Beschriftung (5) Pinsel zur Handhabung der Fliegen (6) Trockenhefe
(7) Futterréhrchen mit Schaumstoffstopfen (8) Klebestreifen zur Beschritung (9) Mikroskop

2.2.1.2. Ansatz von Kreuzungen

Beim Kreuzen zweier Fliegenstimme unterschiedlichen Genotyps, ist es notwendig,
junge Weibchen zu verwenden, welche noch nicht befruchtet wurden. Nur so kann si-
chergestellt werden, dass in der Folgegeneration die gewiinschte genetische Kreuzung
entsteht. Weibliche Jungfrauen sind optisch an einer helleren Korperfarbe und einem

dunklen durchscheinenden Fleck am Abdomen, dem Mekonium, erkennbar.
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Fliegenrohrchen mit schliipfbereiten Puppen werden zunichst abgeklopft, um die adulten
Fliegen zu entfernen. Am nichsten Morgen werden die frisch geschliipften, jungfréauli-
chen Weibchen abgesammelt und zu adulten Madnnchen im Verhéltnis 3:1 in ein frisches
Fliegenrohrchen gegeben. Fiir eine optimale Expression des Gal4-Transkriptionsfaktors

wird die Kreuzung bei 29°C im Wérmeschrank inkubiert.

Abbildung 7: Jungfriuliches Drosophila-Weibchen. Er-
kennbar an der transparenten Korperoberfliche und dem
Mekonium-Fleck am Abdomen.

2.2.1.3. Priiparation von Pripuppen und Firbung der Himozyten

Fiinf Pripuppen werden mit PBS gewaschen und in 200 pl M3 **-Medium gegeben. Mit
einer Pinzette wird jede Puppe aufgeknackt und der Inhalt in das Medium abgelassen. Die
festen Gewebebestandteile werden an den Rand geschoben und die im Medium geldsten
Zellen in ein 1,5 ml Eppendorf-Rohrchen, gefiillt mit weiteren 200 pl M3 **-Medium,
gegeben.

In einer Platte werden Deckgldschen mit 200 pl ConA inkubiert. Nach 30 Minuten wird
das ConA entfernt und die 400 pl Zellsuspension auf ein Deckgldschen gegeben. Die
Platte wird bei 25°C fiir 60 Minuten inkubiert.

Zur Fixierung der Himozyten auf dem Deckglas wird das Kulturmedium vorsichtig ent-
fernt und fiir 15 Minuten mit 300 ul 4% PFA bedeckt. Nach Entfernung des PFA wird

jedes Deckgldschen zweimal fiir flinf Minuten mit PBS gewaschen. Auf Parafilm wird
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ein Tropfen von 30 pl Farbelosung (Phalloidin 1:100 und DAPI 1:1000 in 3% BSA) pi-
pettiert. Die Deckglédser werden mit der Vorderseite nach unten auf den Tropfen gelegt
und unter Lichtschutz und in einer feuchten Kammer fiir 30 Minuten inkubiert.
Waihrenddessen wird Mowiol auf 56°C erhitzt und ein Tropfen auf einen Objekttrager
gegeben. Das Deckgldschen wird nach der Inkubation mit einer Pinzette angehoben,
zweimal mit Wasser gewaschen und auf den Mowiol-Tropfen gelegt.

Bei der Antikorperfarbung mit WAVE oder WASP werden die Himozyten nach der Fi-
xierung mit PFA kurz mit Triton 0,1% in PBS benetzt, um die Zellmembran aufzubre-
chen. AnschlieBend werden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und danach 300 pl
3% BSA in PSA hinzugefiigt, um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen. Nach einer
Inkubationszeit von 30 Minuten wird das Deckgldschen auf einen Tropfen vorbereiteter
Antikorper-Losung (a- WAVE gp 1:1000; o.-WASP gp 1:1000) gegeben. Die Inkubation
des ersten Antikorpers erfolgt fiir zwei Stunden in einer feuchten Kammer. AnschlieBend
wird das Deckgldschen mit PBS gewaschen. Der zweite Antikorper (o- gp 568 1:1000)
wird zusammen mit Phalloidin 647 1:100 und DAPI 1:1000 fiir eine Stunde in einer
feuchten Kammer inkubiert. AnschlieBend folgt das Waschen mit ddH»0 und das Einde-
cken mit Mowiol.

Um die Zellen auf Ausbreitungsdefekte zu untersuchen, werden Deckgldschen iiber
Nacht mit Vitronektin bedeckt. Dieses wird am nichsten Tag vorsichtig abgenommen
und verworfen. Die Himozyten werden, wie bereits beschrieben, in M3 **-Medium pri-
pariert und anschlieBend auf die Deckglidschen gegeben. Anschlielend folgt das bekannte
Vorgehen zum Firben mit Phalloidin und DAPI.
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Abbildung 8: Arbeitsutensilien fiir die Priparation von Himozyten. (1) Pinsel zur Handha-
bung der Fliegen (2) Zwei spitze Pinzetten (3) 24-Well-Titerplatte (4) Eppendorf-Gefiafie mit
Stinder (5) Deckgléschen (6) PBS-Losung (7) Zellstoff mit Waschschale und Préparierschale (8)
Pipette

2.2.2 Molekularbiologie

2.2.2.1. Das Gal4/UAS-System

Das Gal4/UAS-System wurde 1993 von Andrea Brand und Norbert Perrimon fiir die ge-
webespezifische Genexpression bei Drosophila entwickelt (Brand & Perrimon, 1993) und
ist heute ein vielseitiges Werkzeug im Forschungsbereich der genetischen Analysen. Das
System nutzt zwei transgene Fliegenlinien, die miteinander verkreuzt werden, um in der
folgenden F1-Generation eine zeitlich und rdumlich kontrollierte Genexpression zu indu-
zieren.

Die sogenannte Treiberlinie exprimiert gewebespezifisch Gal4, einen Hefe-Transkripti-
onsfaktor, der zuvor hinter einen beliebigen Promotor in das Fliegengenom kloniert
wurde (Phelps & Brand, 1998). In dieser Arbeit wurde eine Treiberlinie verwendet, bei
der das Gal4-Gen hinter dem Promotor des hdmozytenspezifischen Gens Hémolektin

liegt, sodass Gal4 nur in Himozyten exprimiert wird.
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Die zweite Fliegenlinie, die sogenannte Effektorlinie, trigt das Zielgen, dessen Expres-
sion durch das Binden von Gal4 an die Enhancer-Bindungsstelle UAS (Upstream acti-
vating sequence) kontrolliert wird. Kreuzt man nun Treiber- und Effektorlinie miteinan-
der, so wird in der nachfolgenden Generation in bestimmen Zellen Gal4 exprimiert und

aktiviert nur dort die Expression des Zielgens.

— .t—'

— Promotor — — UAS Zielgen ——

Abbildung 9: Schema des Gal4/UAS-Systems. In der F1-Generation der Kreuzung aus Treiber-
und Effektorfliegen wird in spezifischen Zellen Gal4 exprimiert und kann an die UAS binden,
was die Expression des Zielgens aktiviert.

2.2.2.2. RNA-Interferenz (RNAI)

Ein weiteres wichtiges genetisches Werkzeug ist die RNA-Interferenz. Dabei handelt es
sich um einen natiirlichen Mechanismus, der in eukaryotischen Zellen vorkommt. Er
dient der Regulation der Genexpression und der Verteidigung des Organismus gegen
fremde RNA (Haasnoot et al., 2007; Sontheimer & Carthew, 2005).

Die Auswirkungen der RNA-Interferenz wurden zundchst im Jahr 1998 im Fadenwurm
Caenorhabditis elegans entdeckt und beschrieben (Fire et al., 1998). Seitdem hat sich die
RNAI als unkomplizierte Methode etabliert, um die zelluldre Funktion von Genen zu un-
tersuchen und ist damit fester Bestandteil genetischer Grundlagenforschung (Yamamoto-
Hino & Goto, 2013). Zunehmende Bedeutung bekommt die RNAi aktuell als Therapeu-
tikum zur Behandlung genetisch bedingter Erkrankungen (D. Adams et al., 2018; Hu et
al., 2020)

Der Mechanismus lésst sich funktionell in drei Phasen einteilen: Zunichst wird doppel-
stringige RNA (dsRNA), die von der Zelle selbst exprimiert oder von auen eingebracht
wird, durch das Enzym Dicer in kleinere Fragmente geschnitten. Die auf etwa 20-30 Nuk-
leotide gekiirzten, doppelstrangigen Fragmente werden anschlieBend in ihre Einzel-
strange gespalten. Der Antisense-Strang bindet anschlieBend an einen Multienzymkom-
plex, der RNA-induced silencing complex (RISC) genannt wird. Dieser nutzt das nun
einstrangige RNA-Fragment als Matrize, bindet an die kdrpereigene, komplementire

mRNA und initiiert dort deren Spaltung (Siomi & Siomi, 2009). Durch die Spaltung der
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mRNA wird die Translation in ein Protein gechemmt und somit die Umsetzung einer ge-
netischen Information in ein Protein verhindert, was die Auspriagung eines spezifischen
Phéanotyps zur Folge haben kann.

In dieser Arbeit wurde der Mechanismus der RNAi in Kombination mit dem Gal4/UAS-
System genutzt. Das Zielgen der UAS-Effektorlinie kodierte fiir die dSRNA., sodass in
allen Zellen, die Gal4 exprimierten, kontinuierlich dsSRNA synthetisiert wurde. In der
Folge wurde die mRNA des zu untersuchenden Zielgens in den Hamozyten in ihrer
Menge stark reduziert. Man spricht in diesem Zusammenhang auch von einem ,,Gen-

Knockdown®.

' _ o mmr .

dSRNA

ALV ODTOIIL
mRNA

Abbildung 10: Schematische Illustration des Mechanismus der RNA-Interferenz. Das Pro-
tein Dicer spaltet dsSRNA in kleine Fragmente von etwa 21-23 Nukleotiden (nts) Lange. Diese
Fragmente werden anschlieBend in ihre Finzelstrange getrennt. Ein Strang wird als Matrize in
den RISC eingebaut. Dieser sucht anschlieBend das Transkriptom nach der komplementiren
mRNA ab und zerstort diese, wodurch die Genexpression gezielt unterdriickt wird.

2.2.2.3. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Eine PCR wird durchgefiihrt, um Gene zu amplifizieren und anschliefend in Vektoren zu
transferieren. Die Durchfiihrung erfolgt nach Protokoll der New England BioLabs Inc.
mit der Q5 HighFidelity DNA-Polymerase und entsprechendem Q5-Puffer.

Die Primer aus der Stammsammlung mit der Konzentration 200 uM werden zunéchst im
Verhiltnis 1:20 mit ddH20 verdiinnt. AnschlieBend werden die Reaktionskomponenten in

ein 0,2 ml PCR-Reaktionsgefille gegeben. Folgende Volumina werden pipettiert:

5xQ5 Puffer Sul
Primer fwd 1,25 pul
Primer rev 1,25 pul
dNTP’s 0,5 ul
High-Fidelity DNA-Polymerase 0,25 ul
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DNA variabel
ddH»0 auf 25 pl auffiillen

Zur DNA-Amplifikation mittels Q5-Polymerase wird folgendes PCR-Programm benutzt:

Schritt Temperatur (°C) Zeit
Initiale Denaturierung | 98°C 30s
Denaturierung 98°C 5-10s
Primerhybridisierung | Primer-spezifisch 10-30 s 35x
Extension 72°C 20-30 s/ kb
Finale Extension 72°C 2 min

Die Schritte 2 bis 4 werden 35-mal wiederholt. Anschlieend wird Loading Buffer im
Verhiltnis 1:5 dazugegeben und die DNA zur Auftrennung auf ein vorbereitetes Agaro-

segel aufgetragen.

2.2.2.4. DNA-Gel-Elektrophorese, Extraktion und Aufreinigung

Fiir die Gelelektrophorese wird 0,6 g Agarose in 60 ml TAE geldst und aufgekocht, so-
dass ein Gel mit einer Konzentration von 1% entsteht. Nach dem Abkiihlen auf ungefahr
60°C wird 3 pl des interkalierenden DNA-Farbstoffs GelRed hinzugegeben und ver-
mischt. Fiir die Bestimmung der Fragmentgroflen wird der GroBenmarker HyperLadder
1 kb verwendet.

Die Gelextraktion wird nach der Anleitung des QUIAquick Gel Extraction Kit durchge-
fiihrt. Mit einem Skalpell wird das DNA-Fragment aus dem Agarosegel geschnitten und
in ein Eppendorf-Réhrchen tiberfiihrt. Die Probe wird gewogen und pro mg Gel werden
3 pul QG-Puffer dazugegeben. Wihrend der Inkubationszeit von 10 Minuten bei 50°C
wird alle 2 bis 3 Minuten gevortext. Nachdem sich das Gel aufgeldst hat, wird die Probe
in ein QIAquick Saulchen {iberfiihrt und dieses in ein Eppendorf-Réhrchen gestellt. Es
werden ein Volumen Isopropanol zur Probe gegeben und diese 60 Sekunden abzentrifu-
giert. Nach Zugabe von 500 ul QG-Puffer wird erneut 60 Sekunden zentrifugiert. 750 ul
PE-Puffer werden hinzugegeben und die Probe 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Probe wird fiir 60 Sekunden zentrifugiert und das Eluat verworfen. Die Sdulchen
werden in ein frisches Eppendorf-Réhrchen gesetzt und 30 pul ddH»0 zur Probe hinzuge-
fiigt. Anschlieend wird erneut fiir 60 Sekunden zentrifugiert und das Séulchen anschlie-

Bend verworfen. Zum Schluss wird die DNA-Konzentration gemessen.
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2.2.2.5. TOPO-Reaktion und Transformation in kompetente E.Coli-Zellen

Die TOPO-Reaktion wird unter Verwendung des pPENTRTM/D-TOPO® Klonierungskits
wie folgt pipettiert:

4 um PCR-Produkt
I ul Salzlésung
I um D-TOPO Vektor pENTR

Es folgt eine Inkubationszeit von 20 min bei Raumtemperatur.

Anschliefend wird die Losung in 100 pl TOP10-Zellen gegeben und auf Eis fiir 30 Mi-
nuten inkubiert. Nach einem Hitzeschock fiir 30 Sekunden bei 42°C folgt eine weitere
Inkubationszeit von 2 Minuten auf Eis. Anschliefend werden 250 pul SOC-Medium da-
zugegeben und die Probe fiir eine Stunde bei 37°C und 200 rpm in den Schiittler gestellt.
Nach dem Abzentrifugieren bei 5000 U fiir 4 Minuten wird der Uberstand verworfen und
ein Rest von ca. 100 pl im Eppendorf-Réhrchen behalten. Mittels Pipette wird das Palett
am Boden resuspendiert und auf eine Platte gegeben. Mit einem abgeflammten Spatel
werden die Zellen verteilt und die Platte anschlieBend mit Parafilm verschlossen. Die

Inkubation erfolgt bei 37°C iiber Nacht.

2.2.2.6. Mini-Plasmid Préiparation

Die Mini-Plasmid Préparation erfolgt nach der Anleitung des omega E.Z.N.A. Plasmid
DNA Mini Kit 1. Einzelne Klone werden mittels steriler Pipettenspitze gepickt und in 3
ml LB-Medium (mit Ampicillin oder Kanamycin) {ibertragen. Die Inkubation erfolgt bei
37°C iiber Nacht im Schiittler.

Am folgenden Tag werden die Proben fiir eine Minute bei 13.000 U in 2 ml-R6hrchen
zentrifugiert und der Uberstand anschlieBend verworfen. 250 pul Suspensionspuffer mit
RNase werden hinzugefiigt und vermischt. 250 pl Lysepuffer werden zugegeben und die
Probe anschlieBend 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 300 pl
gekiihltem Bindungspuffer und Inkubation fiir 5 Minuten auf Eis, wird die Probe fiir 10
Minuten bei 13.000 U entrifugiert. Der Uberstand wird in ein Filterrdhrchen iiberfiihrt
und eine Minute zentrifugiert. Der Durchlauf wird verworfen und 500 ul Waschpuffer I
in den Filter gegeben. Die Probe wird eine Minute bei 13000 rpm zentrifugiert und der
Vorgang mit 700 pul Waschpuffer II wiederholt. Nach dem Verwerfen des Durchflusses

wird das Filterrohrchen zum Trocknen erneut fiir 2 Minuten bei 13.000 U zentrifugiert.
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Das Filterrohrchen wird dann in ein neues Eppendorf-Rohrchen gesetzt und 50 pl Eluti-
onspuffer werden dazugegeben. Die Probe wird erneut fiir eine Minute zentrifugiert. Zur

Uberpriifung der Plasmid-DNA folgt ein Restriktionsverdau mit folgendem Ansatz:

5ul DNA
0,5 ul Notl + 0,5 pl Ascl/ 1 ul PvII2 Restriktionsenzym
2 ul CutSmart/ FastDiagestGreen Puffer
auf 20 ul auffillen ddH»0

Die Probe wird anschlieBend fiir 1 Stunde bei 37°C im Heizblock inkubiert. Die nach

Kontrollverdau positiven Klone werden zur Sequenzierung zur Firma SeqLab geschickt.

2.2.2.7. LR-Rekombinationsreaktion
Dieser Schritt besteht aus der Reaktion zwischen Entry Klon und Ziel-Vektor. Durch Re-
kombinationsaustausch entsteht als Produkt ein Expressionsklon, welcher das zu unter-

suchende Protein exprimiert. Folgender Ansatz wird pipettiert:

1 ul Entry Klon (pENTR-Gen)

1 ul Ziel-Vektor (pUASP attb EGFP rfa)
9 ul TE Pufter pH 8,0

1 ul Clonase II Enzym Mix

Der Reaktionsansatz wird bei 25°C fiir eine Stunde im Cycler inkubiert. AnschlieBend
wird die Reaktion durch Zugabe von 1 pl Proteinkinase K und weiteren 10 min Inkuba-
tion bei 37°C im Cycler gestoppt. Die LR-Reaktion wird anschlieBend in S2*-Zellen

transfiziert.

2.2.3. Biochemische Analyse von Proteinen

2.2.3.1. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

Es werden jeweils 60 LIII-Larven (Stadium vor der Verpuppung) von Vrpl und WT ge-
sammelt und die Himozyten getrennt in 400 pl M3~ -Medium prépariert. Es folgt die
Zentrifugation bei 4°C und 500 g fiir 45 Minuten. Der Uberstand wird anschlieBend vor-
sichtig entfernt und jeweils 20 ul 2x SDS-Puffer in 20 um PBS zum Palet gegeben. Mit
der Pipette wird das Palet im Puffer resuspendiert und bei 96°C fiir § Minuten aufgekocht.
Auf diese Weise bekommen die Proteine eine einheitliche negative Ladung und 16sen

sich aus ihrer Sekundir- und Tertidrstruktur. Damit hingt die Geschwindigkeit, mit der
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das SDS gebundene Protein im Gel wandert hauptsichlich von seiner Grof3e ab, was eine
spétere Abschdtzung des Molekulargewichts ermoglicht.

Nach BioRad-Protokoll werden Trenngele in vorbereitete Glaskammern gegossen, mit
Isopropanol bedeckt und zum Polymerisieren 20 Minuten stehen gelassen. AnschlieBend
wird das Isopropanol mit einem absorbierenden Papier entfernt und das Sammelgel (auch
nach BioRad-Protokoll vorbereitet) darauf gegossen. Der Kamm wird eingesetzt und das
Gel zum Aushérten fiir weitere 20 Minuten stehen gelassen.

Die Elektrophorese-Kammer wird mit SDS-Laufpuffer befiillt. 6 ul Marker (Precision
Plus Protein All Blue, BioRad) und 12 pl von jeder Probe wird in eine Tasche gegeben.
Die Elektrophorese lduft bei 70 V, bis die Proben das Trenngel erreichen. AnschlieBend
wird die Spannung auf 120 V erhdht.

Losung Trenngele 10% (3x) Sammelgele 5% (3x)
ddH20 7,6 ml 4,1 ml
30% Polyacrylamid 6,4 ml I ml
Tris 1,5 M pH 8.8 5,2 ml
Tris 0,5 M pH 6,8 0,75 ml
10% SDS 0,2 ml 0,06 ml
10% APS 0,2 ml 0,06 ml
TEMED 0,02 ml 0,006 ml

2.2.3.2. Western Blot

Der Western Blot wird durchgefiihrt, um Proteine von der Gelmatrix auf eine Membran
zu ubertragen. Als Membran wird eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Memb-
ran) verwendet. Alle verwendeten Materialien gehdren zu einem Set von BioRad.Die
PVDF-Membran wird in die GroBe des Gels geschnitten und fiir 30 Sekunden in Metha-
nol aktiviert. Zusammen mit dem Gel werden zwei diinne und zwei dicke Filterpapiere
fiir 10 Minuten in Transferpuffer dquilibriert. Alle dquilibrierten Materialien werden, wie

in Abbildung 12 dargestellt, luftblasenfrei in der Blotter-Kassette angeordnet.
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6. Kassettendeckel: Anode (-)

5. 2x Filterpapier
4. Polyacrylamid-Gel

144 IS l 3. Membran
2. 2x Filterpapier

1. Kassettenboden: Kathode (+)

Abbildung 11: Aufbau der Blotter-Kassette fiir den Western Blot. (Abbildung entnommen
und modifiziert aus der Bio-Rad Bedienungsanleitung ,,Trans-Blot Turbo Transfer System®
(Trans-Blot Turbo Transfer System Instruction Manual, n.d.))

Sobald eine Spannung von 25 V angelegt wird, erfolgt der Transfer der negativ maskier-

ten Proteine vom Gel auf die PVDF-Membran. Das Blotting erfolgt fiir 30 min.

2.2.3.3.Immundetektion

Um die Proteine auf der Membran sichtbar zu machen, werden sie an spezifische Anti-
korper gebunden. Zum Nachweis von WAVE wird Meerschweinchen a-WAVE verwen-
det (1:500 verdiinnt in 10% Milch/TBS-T). WASP wird mit dem Meerschweinchen -
WASP-Antikoérper (1:1000 verdiinnt in 10% Milch/TBS-T) nachgewiesen. Um die kor-
rekte Ubertragung der Proteine auf die Membran wihrend des Blottens zu zeigen und die
Proteinmengen der einzelnen Spuren spéter quantifizieren zu konnen, wird o-Tubulin
(1:3000 verdiinnt in 10% Milch/TBS-T) als Ladekontroll-Antikdrper genutzt.

Zur Visualisierung im Imager dient der Sekundirantikdrper Meerschweinchen a-HRP
(1:2000 verdiinnt in 10% Milch/TBS-T).

Zur Herstellung des Blockpuffers wird 5 g Milchpulver in 50 ml TBS geldst. 10 ml dieser
Losung werden anschlieBend in das Falkonrhrchen mit der Blot-Membran gegeben, so-
dass unspezifischen Bildungsstellen an der Membran blockiert werden. Auf dem Labor-
schiittler folgt die Inkubation fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur. Danach wird die Fliis-
sigkeit abgegossen, der Blot zurechtgeschnitten und die Einzelstiicke in eigene Falkon-
rohrchen tibertragen. Jeweils 10 um der Losung des ersten Antikorpers wird hinzugefiigt.
Die Inkubation erfolgt bei 4°C auf dem Laborschiittler iiber Nacht. Am nédchsten Tag wird
der Blot zwei Mal fiir 10 Minuten mit TBS-T gewaschen. 10 pm der Losung des zweiten

Antikorpers wird in das passende Falkonrohrchen gegeben. Die Inkubation erfolgt auf
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dem Laborschiittler fiir eine Stunde. AnschlieBend wird zweimal fiir 10 Minuten mit
TBS-T und einmal fiir 10 Minuten mit TBS gewaschen.

Die Detektion der Proteine erfolgt mit einem Chemilumineszenz-Reagenz (SuperSignal
West Dura Extended Duration Substrate von ThermoScientific). 500 pl Enhancer und
500 pl Substrat werden vermischt und auf den Blot gegeben. Das Signal wird anschlie-
Bend in einem Nahinfrarot-Fluoreszenz-Imager (LICOR Odyssey Scanner SA) detektiert.
Die Fiji Software wird schlieBlich genutzt, um die Proteinbanden mittels Densitometrie
zu quantifizieren. Bei diesem Verfahren wird die optische Dichte der Proteinbanden be-
stimmt und die Intensitit der Bande des zu untersuchenden Proteins ins Verhéltnis zu der

zugehorigen Ladekontrolle gesetzt.

2.2.4. Mikroskopie und statistische Auswertung

2.2.4.1. Analyse der Morphologie isolierter Himozyten

Nach der Himozyten-Préparation und -Férbung erfolgt die Aufnahme konfokaler Bilder
mit dem Leica DLS Light Sheet SP8 TCD Mikroskop unter Verwendung eines 63er- Ol-
objektivs und der Leica Application Suite X Software (LasX). Zur Bearbeitung und Ana-
lyse der Aufnahmen wird die Fiji Software genutzt. Dies erfolgt unter der Verwendung
der Parameter shape descriptors und area. Die Zirkularitit wird nach folgender Formel
berechnet: 47 - Fliche + Umfang®. Der Wert gibt Auskunft dariiber, inwieweit die Form
eines Objektes einem Kreis entspricht, dem der Wert 1 zugeordnet wird. Je ndher der
Umiriss eines Objektes einer Kreisform angenéhert ist, desto mehr ndhert sich seine Zir-
kularitdt dem Wert 1.

Die Verarbeitung der Rohdaten erfolgt zunéchst in Microsoft Excel. Es folgt die Auswer-
tung und statistische Analyse der Daten mittels GraphPad Prism 7.

Alle quantitativen Experimente wurden mindestens dreifach durchgefiihrt um Verzerrun-

gen durch mdgliche unbeabsichtigte Fehler zu reduzieren.

2.2.4.2. Analyse der ungerichteten Himozyten-Migration in vivo

Als Vorbereitung fiir die Analyse der ungerichteten Migration werden Prapuppen in PBS
gewaschen und mit einem feuchten Pinsel auf ein sauberes Zellstofftuch gelegt. Durch
leichtes Rollen mit dem Pinsel wird die Puppenhiille getrocknet.

Ein Deckglas wird mit einer diinnen Schicht Heptankleber bestrichen und in einen Deck-

glastrager gelegt. AnschlieBend erfolgt die Fixierung der Préapuppe auf dem Deckglas mit
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der Riickseite nach unten und einer leichten seitlichen Neigung. Ein feuchtes Stiick Zell-
stoff und eine transparente Abdeckung aus Plexiglas verhindern das Austrocknen der
Puppe wéhrend der Aufnahme.

Mit Hilfe eines konfokalen Spinning Disc Laser Mikroskop (Zeiss Cell Observer SD Sys-
tem) unter Verwendung der Zen Blue Software wird der Bereich um das Epithel nach
einzelnen Makrophagen abgesucht. Nach Einstellung eines geeigneten Bildausschnitts
werden jeweils 30 Minuten mit einem Intervall von 20 Sekunden aufgezeichnet. Es folgt
das Erstellen einer maximalen Projektion der aufgezeichneten Z-Bilder mit der gleichen
Software.

Zur auswertenden Analyse des Migrationsverhalten werden die Zeitrafferfilme mit der
Imaris Software (Version 9.3.0) bearbeitet und die Zellen automatisch mit Hilfe der Spot-
modus-Option getrackt. AnschlieBend werden alle Tracks iiberpriift und manuell korri-
giert. Die Werte der Durchschnittsgeschwindigkeit fiir die einzelnen Tracks konnen di-
rekt aus dem Imaris exportiert werden. Diagramme und statistische Analyse erfolgen
schlieBlich mittels GraphPad Prism 7.

Um zwei Proben auf statistische Signifikanz zu liberpriifen, wurde ein ungepaarter t-Test
durchgefiihrt. Das Testen von Gruppen erfolgte mittels einfaktorieller Varianzalanyse (A-
NOVA) in Kombination mit einem Dunnett-Vergleichstest. Zwei Proben gelten als sig-

nifikant verschieden, wenn p<0,05.
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3. Ergebnisse

3.1. Das RNAi-Screening ergibt zwei Kandidaten mit auffalligem

Phanotyp

Um den Einfluss der Kandidaten-Gene auf die Migrationsfahigkeit von Drosophila Mak-
rophagen zu analysieren, wurde mittels RNAi-vermittelter Suppression zunichst die Ex-
pression der Genprodukte in diesen Zellen reduziert. Es wurden insgesamt 57 transgene
RNAi-Fliegenlinien getestet, die die Expression von 29 im Fliegengenom kodierten Pro-
teinen supprimieren. Die transgenen RNAis wurden unter Verwendung eines Hamole-
ktin-Gal4-Treibers spezifisch mit dem zelluldren Marker GFP (engl. green fluorescent
protein) in Makrophagen koexprimiert. Makrophagen wurden anschlieend aus weillen
Prapuppen isoliert, um ihre Zellform zu analysieren und Aktinstrukturen zu visualisieren.
Um morphologische Verdnderungen oder Defekte im Aktinzytoskelett erkennen zu kon-
nen, wurden Wildtypmakrophagen als Referenz genutzt und mit den expressionssuppri-
mierten Makrophagen verglichen. Wildtypmakrophagen in Fliegenpuppen sind rund und
polarisiert. Sie bilden an ihrer Vorderseite ein breites Aktinnetzwerk, das Lamellipodium
(siche Abbildung 12). Dieses ist als Leitsaum motiler Zellen wesentlich fiir die Vorwérts-

bewegung vieler Zellen.

Abbildung 12: Makrophagen aus weiflen Pripuppen werden auf morphologische Defekte
untersucht. Wildtyp-Makrophagen zeigen ein polarisiertes Aktinzytoskelett mit einer breiten la-
mellipodialen Zellfront. Der blaue Pfeil in der VergroBerung zeigt das breite Lamellipodium an
der Zellvorderseite.
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Die Expression der meisten doppelstrangigen RNAs verursachte keine auffélligen De-
fekte in der Zellmorphologie oder der Lamellipodienbildung (siehe Tabelle 8). Die kon-
fokalen Bildaufnahmen von drei untersuchten Kandidaten mit wildtypischem Phéanotyp

werden exemplarisch in Abbildung 13 dargestellt.

B Rcd4-RNAi

Abbildung 13: Die Mehrzahl der untersuchten Makrophagen zeigen eine wildtypische
Morphologie. Die konfokalen Bildaufnahmen zeigen pupale Makrophagen nach Expression
von (A) drongo-dsRNA (B) rcd4-dsRNA (C) ppat-dpck-dsRNA.
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Uberraschenderweise zeigten auch einige Gene mit bekannter Funktion im Bereich der
Zytoskelettorganisation nach ihrer Runterregulation in unserer phénotypischen Analyse
eine wildtypische Morphologie. Das Genprodukt von Twinstar (tsr) ist das Drosophila-
Homolog fiir Cofilin, einem aktinbindenden Protein, das die Aktinpolymerisation blo-
ckiert, indem es die Addition von Aktinmonomeren an Aktinfilamente hemmt. Es ist so-
mit an der negativen Regulation der Aktinorganisation beteiligt (Ko et al., 2016).

Das Gen fhos kodiert fiir ein Protein aus der Familie der Formine, welche zu den wich-
tigsten Regulatoren des Zytoskeletts gezdhlt wird. Sie gelten als eine konservierte Gruppe
von Proteinen, die fiir ihre Fahigkeit bekannt sind, sowohl neue Aktinfilamente zu bilden
als auch ihre Elongation zu unterstiitzen. Zusétzlich kdnnen einige Formine seitlich an
Aktinfilamente binden und diese biindeln (Patel et al., 2018). Knittrig, das Drosophila-
Homolog des Sédugetier-Formins FHOS wird unter anderem in Makrophagen exprimiert,
wo es eine nachgewiesene Rolle bei der Zellausbreitung und Zellmigration spielt (Lam-
mel et al., 2014b).

Sowohl Makrophagen nach RNAi-vermittelter Suppression von #s7, als auch Makropha-
gen nach RNAi-vermittelter Suppression von fhos zeigten in unserem Versuch einen

wildtypischen Phénotyp (siche Abbildung 14).

A Fhos-RNAi Phalloidin B tsr-RNAI
GFP

Abbildung 14: Fhos-supprimierte und #sr-supprimierte pupale Makrophagen zeigen eine
wildtypische Morphologie. Die konfokalen Bildaufnahmen zeigen Puppenmakrophagen nach
Expression von (A) fhos -dsRNA (B) #sr -dsRNA.
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Auffilligkeiten zeigten sich bei Makrophagen aus den RNAi-Linien Asp83, vipl, wave
und arpc4. Das letztgenannte Gen kodiert fiir Arpc4 (Actin-related protein 2/3 complex
subunit 4), ein Protein, das als eine von sieben Untereinheiten Teil des Arp2/3-Komple-

xes ist und bei unseren Analysen als Positivkontrolle diente.

A Arpc4-RNAI B wave-RNAi

Abbildung 15: Arpc4-supprimierte und wave-supprimierte Makrophagen zeigen eine vom
Wildtyp abweichende Morphologie. Die konfokalen Bildaufnahmen zeigen pupale Makropha-
gen mit einem stellaren Phénotyp, der durch lange Filopodien gekennzeichnet ist. Ein Lamellip-
odium ist nicht erkennbar.

Tabelle 8: Ergebnisse des RNAi-Screenings — Morphologie (wildtypisch vs. abweichend)

CG# Name RNAIi ID Morphologie | Morphologie
wildtypisch | abweichend
CG3879 v108327 X
v42514 X
CG34379 v107966 X
v100672 X
CGl17122 v108448 X
v26130 X
CG45110 v25666 X
v101386 X
v25023 X
CG17295 v106376 X
v25251 X
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v101016

v37531

v108568

v7716

v110633

v101439

v36305

v44387

v965

v101381

v21504

v105507

v52520

v110556

v46963

v107017

v105812

v43641

v43639

v46029

v6276

v104505

v4743

v17826

v22945

v22944

v29434

b37231

b35376

v22456

v104226

nl13632R-3

v109801
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v43763 X
v105472 X
v20643 X
v23888 X
v102253 X
v110599 X
v34034 X
v34035 X
b42875 X
b41888 X
v15817 X
v102163 X
X

3.2. Makrophagen zeigen nach RNAi-vermittelter Suppression

von vrp1 eine auffallige Zellmorphologie

Der Makrophagen-spezifische knockdown von vrp! resultiert in einem Phéanotyp, der
stark von der Wildtyp-Morphologie abweicht. Die Lamellipodienbildung scheint nahezu
vollstindig aufgehoben zu sein. Stattdessen zeigen die Zellen prominente Filopodien, die
aus dicht gepackten Biindeln von Aktinfilamenten bestehen. Da der Himolektin-Gal4-
Treiber erst ab Larvenstadium exprimiert wird, zeigen aus Embryonen stammende Mak-
rophagen eine Wildtyp-Zellmorphologie. Dieses Phdnomen kann als interne Kontrolle
der Suffizienz der Gensuppression gewertet werden (Abbildung 16).

Zur Quantifizierung der morphologischen Defekte wurden die konfokalen Bildaufnah-
men der Makrophagen von insgesamt fiinf Kreuzungsexperimenten graphisch ausgewer-
tet und anhand ihres Umrisses die ZellgroBe, Zirkularitit und Rundheit bestimmt. Beim
Vergleichen des Medians der Zellzirkularitdt von vrpl-RNAi-Makrophagen (0,1) und
Wildtyp-Makrophagen (0,3) bestdtigte sich eine signifikant verminderte Zirkularitét. Der
Median der Rundheit betrigt bei Wildtyp-Makrophagen 0,87, bei vrpl-RNAi-Makropha-
gen 0,77 und gilt somit als signifikant vermindert. Der Makrophagen-spezifische knock-
down von vrpl ergab Zellen, die im Median 371 pm grof sind. Bei den Wildtyp-Makro-

phagen ermittelten wir eine mediane Grofle von 311um. Unter Beriicksichtigung der
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StichprobengroBBe muss die Differenz dieser Zellgroflen als nicht signifikant gewertet

werden (Abbildung 17).

Phalloidin Phalloidin

Abbildung 16: Verinderte Zellmorphologie nach vrpl knockdown. (A, B) Die konfokalen
Bildaufnahmen zeigen pupale Makrophagen, die GFP exprimieren (griin). Zur Farbung des Ak-
tinzytoskeletts (weil}) wurde Alexa Fluor 568-markiertes Phalloidin verwendet, zur Darstellung
des Zellkerns (blau) DAPI. Mafistabsbalken: 20 um. Makrophagen-spezifischer knockdown von
vrpl in Puppenmakrophagen unter Verwendung des Hédmolektin-Gal4-Treibers unterbricht die
Bildung von Lamellopodien. Von Embryonen stammende Makrophagen, die vrpl-dsRNA und
GFP nicht koexprimieren, zeigen eine Wildtyp-Zellmorphologie (gelber Pfeil).
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Abbildung 17: Analyse der verinderten Zellmorphologie nach vrpI knockdown. Makrophagen-
spezifischer knockdown von vrpl (n=266) und Kontroll-Wildtyp (n=252) dargestellt in einem Box-
Whiskers-Plot mit Angabe des Medians, der Minimal- und Maximalwerte. ***p< 0,001, ns: nicht

signifikant (t-test). (A) Quantifizierung der Zellzirkularitit. (B) Quantifizierung der ZellgroBe. (C)
Quantifizierung der Rundheit.

Um zu testen, ob die auffillige Zellmorphologie wirklich durch die supprimierte Genexpression
von vrpl entstanden ist, und nicht aufgrund von Nebeneffekten bedingt durch die Injektion der
RNAi-Plasmid-DNA, extrahierten wir pupale Makrophagen aus der vrp/-RNAi-Linie, farbten sie
und analysierten die Morphologie. Die Zellen zeigten darauthin einen wildtypischen Phénotyp
(Abbildung 18). Wir schlossen daraus, dass die bloBe Injektion des UAS-RNAi-Transgens nicht
als Ausloser fiir die markante Zelldefomitét anzusehen ist, die sich nach Aktivierung der RNAi-

Expression mittels GAL4/AUS-System zeigte.

A Vrpl — RNAI (ungekreuzt) = N*..

Phalloidin §
GFP ~

Abbildung 18: Die Insertion des RNAi-Fragments in das Fliegengenom fiihrt nicht zu einer
auffilligen Zellmorphologie. Gezeigt sind konfokale Bildaufnahmen von pupalen Makropha-
gen. (A) Die Makrophagen der vip/-RNAi-Linie ohne vorherige Kreuzung mit einer Treiberlinie
zeigen eine Wildtyp-dhnliche Morphologie. (B) Wildtyp-Makrophagen dienen als Referenz. Zur
Féarbung des Aktinzytoskeletts (weill) wurde Alexa Fluor 568-markiertes Phalloidin verwendet,
zur Darstellung des Zellkerns (blau) DAPI. WT-Makrophagen exprimieren nach Kreuzung mit
der Treiberlinie GFP (griin). MaBstabsbalken: 20 pm.
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3.3. Makrophagen zeigen nach RNAi-vermittelte Suppression

von vrp1 ein eingeschranktes Migrationsverhalten

Erginzend zur ex-vivo-Analyse folgte in einem nichsten Schritt die in-vivo-Analyse wan-
dernder Makrophagen in der Fliegenpuppe. Die Moglichkeit der Echtzeitbildgebung wird
durch die Lichtdurchldssigkeit von Drosophila-Puppen gegeben. Mit einem konfokalen
Spinning-Disk-Mikroskop wurden Makrophagen in lebenden Puppen markiert, visuali-
siert und videographiert. Die Videoaufnahmen haben jeweils eine Lidnge von 30 Minuten
und dokumentieren die ungerichtete Migration von pupalen Makrophagen. Zur Visuali-
sierung filamentoser F-Aktinstrukturen haben wir LifeAct-GFP verwendet. Dabei handelt
es sich um ein Fusionsprotein aus einem kleinen aktinbindenden Peptid und dem zelluli-
ren Marker GFP, das als Goldstandard in der Echtzeit-Bildgebung des Zytoskeletts ge-
nutzt wird, um eine klarere Darstellung der Aktinorganisation und -dynamik zu erreichen
(Riedl et al., 2008).

Wildtypische Makrophagen sind zwei bis vier Stunden nach der Verpuppung morpholo-
gisch stark polarisiert, zeigen ein breites Lamellipodium und wandern zufillig unter der
Epidermis (sieche Abbildung 19). Nach vrpl knockdown zeigen die Zellen sehr promi-
nente, filopodiale Strukturen, die teilweise zu einer unregelméfBigen Verzerrung des Zell-
korpers fithren. Gleichzeitig fallt auf, dass einige Zellen ungleichméfBige Lamellipodien
bilden. Bei einigen wenigen Zellen scheint die Lamellipodienbildung vollstindig zu
Gunsten einer verstarkten Ausbildung dynamischer Filopodien aufgehoben zu sein (siche

Abbildung 20).
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Abbildung 19: Zufillig wandernde Makrophagen.Bilder von Zeitrafferaufnahmen von
Wildtyp-Makrophagen an der Epidermis einer weillen Prapuppe. Die Zellen wurden unter
Verwen-dung von makrophagenspezifischer Expression von LifeAct-GFP sichtbar ge-
macht. An den Vorderkanten weisen die Zellen ein breites flaches Lamellipodium auf
(beispielhaft mit einem Pfeil markiert). MaBstabsbalken: 20 pm.
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Abbildung 20: Die RNAi-vermittelte Suppression von vrpl verursacht schwere Mig-
rationsfehler. Makrophagen weisen nach vrpl knockdown anstatt eines intakten Lamelli-
podiums dynamische filopodiale Strukturen auf (beispielhaft mit einem Pfeil markiert).
MafBstabsbalken: 20 pm.

Nach der Visualisierung der in-vivo Zellmorphologie folgte die auswertende Analyse des
Migrationsverhaltens. Dafiir wurden die Bewegungsmuster der Makrophagen wéhrend
der Migration unter Verwendung der Imaris-Software aufgezeichnet, um die Position je-
der Zelle im Verhéltnis zur vergangenen Zeit zu dokumentieren. Dies ermdglicht die an-
schlieBende Berechnung objektiver Parameter zur Charakterisierung des Zellmigrations-
verhaltens. Die visuelle Zellbewegungsanalyse zeigt, dass sich Wildtyp-Makrophagen
kontinuierlich bewegen und kleinere Strecken zurlicklegen. Die Bewegungsspuren der
Makrophagen nach RNAi-vermittelter Suppression von vrplwirken zunéchst dhnlich
(siehe Abbildung 22).

Die anschlieende genauere Quantifizierung ergab jedoch einen signifikanten Unter-
schied in der Durchschnittsgeschwindigkeit und der zuriickgelegten Strecke der einzelnen
Zellen. Die in dieser Messreihe untersuchten Wildtyp-Makrophagen bewegten sich mit
einer Durchschnittsgeschwindigkeit von 2,93 pum/min. Makrophagen, die die vip/-RNAi
exprimierten, bewegten sich hingehen deutlich langsamer mit einer Durchschnittsge-
schwindigkeit von 2,07 um/min. Ein Defizit zeigte sich auch in der Lénge der zuriickge-
legten Strecke. Wildtyp-Makrophagen migrierten wiahrend der 30-miniitigen Aufnahme-

zeit im Durchschnitt iiber eine Strecke von 54,43 um. Bei vrp/-RNAIi exprimierenden
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Makrophagen ergab die Berechnung eine zurilickgelegte Strecke von 41,00 um. Bei der
Analyse der zuriickgelegten Strecken hinsichtlich ihrer Linearitdt zeigte sich kein signi-

fikanter Unterschied (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Reduziertes Vrp1l beeintrichtigt die Migrationsfihigkeit von Puppen-
makrophagen.Quantifizierung der durchschnittlichen Zellgeschwindigkeit (A), der zuriickge-
legten Strecke (B) und der Linearitét (C) von zuféllig migrierenden Wildtyp-Makrophagen
(n=259) u und vrpl-RNAIi exprimierenden Makrophagen (n=317). Gezeigt ist ein Sdulendia-
gramm mit Darstellung des Mittelwerts und der Standardabweichung. ***p<0,001, ns: nicht
signifikant (t-Test).
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Abbildung 22: Einfluss des vrpI knockdowns auf die Migrationsfahigkeit. Standbilder von
zufillig wandernden Puppenmakrophagen (Aufnahmezeit: 30 Minuten). Zellen werden mit
Imaris verfolgt und Trajektorien mit Geschwindigkeitsfarbcode dargestellt. Jede Kugel mar-
kiert eine solitdre Zelle. (A) Wildtyp-Makrophagen. (B) vip! knockdown Makrophagen.

3.4. Einfluss des vrp71 Knockdowns auf die zellulare Konzentra-
tion von WAVE und WASP

Die Bedeutung der Wiskott-Aldrich-Syndrom-Proteine (WASP), sowie der WAVE-Pro-
teine als wesentliche Regulatoren der Aktindynamik wurde bereits in Kapitel 1.1.2. der
Einleitung beschrieben. Aufgrund der Relevanz der beiden Proteinfamilien bei der vom
Arp2/3-Komplex abhingigen Regulation der Zellmorphologie haben wir iiberpriift, ob
die verminderte Genexpression von vrp/ einen Einfluss auf die intrazellulire WASP-
bzw. WAVE-Konzentration hat.

Zur Visualisierung von zellulirem WAVE wurden die Makrophagen mit a-WAVE-An-
tikorpern, die an einen rotfluoreszierenden Sekunddrantikdrper gebunden sind, einge-
farbt. Als Referenzen dienten Wildtyp-Makrophagen und Makrophagen einer transgenen
Fliegenlinie, die wave-RNA1i exprimiert. WAVE ist unter normalen Bedingungen beson-
ders im Bereich der Zellmembran am Leitsaum (,,leading edge*) lokalisiert (siche Abbil-

dung 23B‘). In unserer Kontrolle, den wave-RNAi exprimierenden Makrophagen, zeigte
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sich eine deutlich reduziertere Rotfarbung der gesamten Zelle. Die ausgeprégte Fluores-
zenz an der ZellauBenkante, wie sie im Wildtyp zu finden ist, fehlte hier. Die vip/-RNAIi
exprimierenden Makrophagen zeigten eine dhnliche WAVE-Verteilung in der Zelle, wie
die Wildtyp-Makrophagen. Dies ldsst vermuten, dass ein vermindertes vrp /-Genprodukt
keinen oder einen geringfligigen Einfluss auf die WAVE-Konzentration der Zelle hat.

Zur Visualisierung von zellulirem WASP wurden Makrophagen mit a-W ASP-Antikor-
pern, die an einen rotfluoreszierenden Sekundérantikdrper gebunden sind, eingeférbt. Als
Referenz dienten erneut Wildtyp-Makrophagen. Die vrp/-exprimierenden Makrophagen
zeigten eine dhnliche gesamtzelluldre Rotfarbung, wie die Vergleichsmakrophagen. Auf-
fallig war hier jedoch die verminderte randstindige Rotfarbung an der ZellauBBenkante.
Bei Zellen der internen Kontrolle, also Makrophagen embryonalen Ursprungs, die weder
griin leuchteten, noch den auffilligen Phianotyp aufwiesen, war die randstindige Rotfar-
bung vorhanden (siehe Abbildung 23D*‘). Wir konnten somit vermuten, dass die vermin-
derte vrpI-Genexpression mit einer reduzierten WASP-Konzentration an der Auflenkante

der Zelle einhergeht.
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Abbildung 23: Einfluss des vrpl knockdowns auf die intrazellulire WASP- und WAVE-
Konzentration. Die konfokalen Bildaufnahmen zeigen pupale Makrophagen nach Expression
von vrpl-dsRNA. Die Féarbung erfolgte mit Alexa Fluor 647-markiertem Phalloidin (wei3) und
Antikorpern gegen WASP und WAVE (rot). (A-C) MaBstabsbalken: 10 pm (D-E) Ein reduzierter
WASP-Gehalt ist in D*‘ mit gelben Pfeilen markiert. MaBstabsbalken: 20 pm.

Um den Verdacht zu erhérten, dass die vip/-Gensuppression den WASP-Gehalt der Zelle
beeinflusst, und einen geringen oder keinein Einfluss auf die WAVE-Konzentration hat,

haben wir im Anschluss eine SDS-PAGE mit nachfolgendem Westernblot durchgefiihrt.
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Das Proteingemisch isolierter Makrophagen wurde aufgetrennt und mit a-WAVE- und
a-WASP-Antikorpern inkubiert. Die entstehenden Banden wurden anschlieend im Ima-
ger sichtbar gemacht. Als Referenz dienten wieder Makrophagen vom Wildtyp.

Die Banden, die das circa 75 kDa schwere WAVE-Protein zeigten, wiesen keine offen-
sichtlichen Unterschiede in der Signalintensitit zwischen Wildtyp- und vp/-RNAi-Mak-
rophagen auf. Die Banden, die dem circa 57 kDa schweren WASP-Protein entsprechen,
zeigten hingegen eine reduzierte Signalintensitit, was auf eine geringere relative Menge
an WASP-Protein in den vip/-RNAi-Makrophagen hindeutet. Die WASP-Bande dieser
Zellen zeigte sich deutlich schwiécher gefdrbt als die der Wildtyp-Makrophagen (Abbil-
dung 24A, B).

Die interne Ladekontrolle erfolgte iber GFP. Da GFP unabhingig vom zytoskeletalen
Zustand exprimiert wird, eignet es sich in diesem Experiment besser zur Normalisierung
als Tubulin. In den Zellen mit ausgepriagtem zytoskeletalen Phénotyp, konnte die Tubu-
linkonzentration verdndert sein, sodass Tubulin als Referenzprotein flir die Quantifizie-
rung ungeeignet wire. Durch die Verwendung von GFP konnte sichergestellt werden,
dass Unterschiede in der Signalintensitét der Banden auf Verédnderungen der Proteinex-
pression zuriickzufiihren sind.

Die quantifizierende Analyse ergab eine Reduktion der relativen WASP-Signalintensitét
auf 55 % und der WAVE-Signalintensitit auf 78 % im Vergleich zur jeweiligen Intensitit
in den Wildtyp-Zellen nach RNAi-vermitteltem Knockdown (Abbildung 24A°, B*). Es
handelt sich hierbei um Durchschnittswerte aus zwei Experimenten. Hier liegt die Ver-
mutung nahe, dass eine verminderte Vrpl-Expression einen deutlich reduzierenden Ein-

fluss auf die WASP-Konzentration hat und einen kleinen Einfluss auf die WAVE-Kon-

zentration.
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Abbildung 24: Deutlich verminderter WASP-Gehalt in Puppenmakrophagen nach
RNAi-induziertem vrpl knockdown. (A, B) Puppenmakrophagen wurden isoliert und in
SDS-Probenpuffer resuspendiert. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE getrennt und mittels
Western Blotting unter Verwendung von Antikorpern gegen WAVE oder WASP analysiert.
GFP diente als Ladekontrolle. (A*,B*) Quantifizierung der WAVE-/WASP-Proteinspiegel nach
RNAi-vermitteltem knockdown. Ergebnis nach zwei Experimenten.

3.5. Analyse der Makrophagen- Morphologie nach Gen-Knock-

down von hsp83

Das zweite Gen, das im RNAi-Screening durch einen auffilligen Phénotyp hervortrat,
war das fiir ein Protein der Hitzeschockfamilie kodierende Gen Asp83. Es wurden die
RNAi-Linien Asp83 VDRC 108568 (im Folgenden RNAi #1) und Asp83 VDRC 7716 (im
Folgenden RNAi #2) untersucht. Die Makrophagen nach RNAi-vermittelter Suppression
von vrpl zeigten in der konfokalen Mikroskopie ebenfalls einen Phanotyp, der von der
wildtypischen Morphologie abweicht. Insgesamt zeigte sich ein heterogenes Bild von
Zellen, die eine unterschiedlich stark ausgepridgte Verdnderungen in der Morphologie
aufwiesen. Die Zellen zeigten einen breiten lamellipodialen Rand, der partial unterbro-
chen wirkte und aus dem einzelne kurze filopodiale Strukturen ragten (siche Abbildung
25). Die anschlieBende, genauere Analyse der Zellform ergab sowohl eine signifikant
verminderte Zellzirkularitét als auch eine signifikant verminderte Rundheit der Zellen
(siche Abbildung 27).

Besonders in der 4sp83-RN A1 #2 traten zahlreiche kleine, runde Zellen auf, die weder ein
organisiertes Lamellipodium noch Filopodien auszubilden schienen. Eine mogliche Er-
klarung ist, dass es sich hierbei nicht um Plasmatozyten handelt, sondern um veridnderte
Zelltypen oder Zellen mit Differenzierungsdefekten, die infolge der Asp83-RNA1 entstan-
den sind. Alternativ kdnnte es auch sein, dass sich die Zellen nach dem Ausplattieren

nicht vollstindig auf dem Medium ausgebreitet haben und in ihrer urspriinglichen Form
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verblieben sind (siche Abbildung 25B und 26A). Um diese Hypothese zu testen, fiihrten
wir eine Untersuchung auf mogliche Ausbreitungsdefekte durch.

Die verstirkte Zellausbreitung auf mit ConA-beschichteten Oberflichen wird durch die
Remodellierung des Aktin-Zytoskeletts nach Bindung von Lektinen an die Polysaccha-
rid-Seitenketten von Plasmamembranproteinen und -lipiden kontrolliert (Rogers et al.,
2003).

Auf unbeschichteten Glasoberflichen hingt die Ausbreitung hingegen von der Integrin-
vermittelten Zelladhdsion ab (Nagel et al., 2017). Integrine sind heterodimere Trans-
membranrezeptoren, die entscheidend fiir die Zell-Matrix-Adédsion sind. Mit ihrer extra-
zelluldren Domine binden sie an Komponenten der extrazelluldren Matrix und vermitteln
somit die Adhédsion zwischen dem Extrazellularraum (ECR) und dem Zytoskelett (Wies-
ner et al., 2005).

Um die Integrin-vermittelte Zelladhdsion weiter zu stimulieren, wurden Makrophagen
auf Oberflachen ausgesit, die mit dem ECM-Protein Vitronektin beschichtet waren. Auch
in diesem Fall fielen die ~sp83-RNAi exprimierenden Makrophagen durch eine deutlich
reduzierte ZellgroBe im Vergleich zu Wildtyp-Makrophagen auf.

Die nachfolgende Analyse bestétigte eine signifikant reduzierte Ausbreitungsfliche pu-
paler Makrophagen sowohl auf ConA-beschichteten, als auch auf Vitronektin-beschich-
teten Oberflachen. Auf Vitronektin ausplattiert zeigten die Makrophagen beider RNAi-
Linien eine GroBe von durchschnittlich 36 pm? und waren damit etwa ein Drittel kleiner,
als die 55 pm? groBen Wildtyp-Makrophagen. Bei den auf ConA ausplattierten Zellen
ermittelten wir eine durchschnittliche ZellgroBe von 327 um? beim Wildtyp, 274 pm? bei
RNAi #1 und 240 um? bei RNAi #2. Dies entspricht einer GroBendifferenz von 16%,
beziehungsweise 27% (siche Abbildung 26B). Zusammenfassend lésst sich sagen, dass
der reduzierte ZellgroBenphénotyp der ~sp83-RNAi-Makrophagen auch auf Vitronektin-
beschichteten Oberflichen auftritt, was darauf hinweist, dass die Zellgrof3e nicht aus-
schlieBlich durch die Integrin-vermittelte Zelladhdsion, sondern moglicherweise durch

andere zugrunde liegende Mechanismen beeinflusst wird.
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A Hsp83 RNAI #1

Phalloidin
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Abbildung 25: Nach RNAi-vermittelter Suppression von Asp83 zeigen Makrophagen
eine vom Wildtyp abweichende Zellmorphologie. Die konfokalen Bildaufnahmen zeigen
pupale Makrophagen, die GFP exprimieren (griin). Zur Farbung des Aktinzytoskeletts (weil3)
wurde Alexa Fluor 568-markiertes Phalloidin verwendet, zur Darstellung des Zellkerns (blau)
DAPI. Malistabsbalken: 20 um. Vom Embryo stammende Makrophagen, die dsSRNA und GFP
nicht koexprimieren, sind gekennzeichnet (Pfeil).

(A) Makrophagen nach Genknockdown von Asp83 durch die RNAi #1 zeigen ein partial aufge-
hobenes Lamellipodium und kurze filopodiale Strukturen an der Zelloberflé4che.

(B) Makrophagen nach Genknockdown von /Asp83 durch die RNAi #2 fallen durch eine kleine,
runde Zellmorphologie mit defizitdrer Ausbildung lamellipodialer oder filopodialer Strukturen
auf.
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Abbildung 26: Makrophagen nach RNAi-induzierter Suppression von hsp83 zeigen
sowohl nach Ausplattierung auf ConA als auch auf Vitronektin eine reduzierte
Zellgrofie. (A) Konfokale Bildaufnahmen zeigen isolierte Puppenmakrophagen nach Aus-
breitung auf ConA und Vitronektin. Die Farbung erfolgte mit Alexa Fluor 568-markiertem
Phalloidin (weif3) und DAPI (blau). Mal3stabsbalken: 20 um (B) Quantifizierung der Zell-
grofle von Wildtypmakrophagen (n=252), hsp83 RNAi#1 (n=282) und Asp83 RNAi#2
(n=273) nach Ausbreitung auf ConA und Quantifizierung von Wildtypmakrophagen (n=156),
hsp83 RNAi#1 (n=168) und Asp83 RNAi#2 (n=152) nach Ausbreitung auf Vitronektin. Ge-
zeigt ist ein Sdulendiagramm mit Darstellung des Mittelwerts und der Standardabweichung.
**%p<0,001, **p=0,004 (ANOVA).
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Abbildung 27: Analyse der Zellmorphologie von pupalen Makrophagen nach RNAi-
vermittelter Suppression von Asp83. Makrophagen-spezifischer knockdown von Asp83
(n(RNAi #1)=282, n(RNAi #2)=273) und Kontroll-Wildtyp (n=252) dargestellt in einem Box-
Whiskers-Plot mit Angabe des Medians, der Minimal- und Maximalwerte. (A) Quantifizierung
der Zellzirkularitit; ***p< 0,001, **p=0,004 (B) Quantifizierung der Rundheit; ***p< 0,001,
**p=0,003 (ANOVA)

3.6. Makrophagen zeigen nach RNAi-vermittelter Suppression

von hsp83 ein eingeschranktes Migrationsverhalten

Auch beim zweiten Kandidaten wurde eine in-vivo-Analyse der Migrationsfahigkeit von
hsp83- Knockdown-Makrophagen durchgefiihrt. Unter Verwendung von LifeAct-GFP
wurden Verdanderungen in der Morphologie und Dynamik in Asp83-depletierte Zellen in
vivo untersucht. Im Vergleich zu Wildtyp-Makrophagen zeigen Asp83-Knockdown-Zel-
len ungleichmiBige Lamellipodien sowie zusdtzliche und auftillige, filopodiale Struktu-
ren (sieche Abbildung 28). Beim anschlieBenden Verfolgen der Zellbewegung mittels Ima-
ris-Software fiel direkt auf, dass die Asp83-RNAi-Zellen deutlich kiirzere Strecken zu-
riicklegten.

Die Quantifizierung der Migrationsgeschwindigkeiten ergab einen signifikanten Unter-
schied zwischen Wildtyp- und sowohl RNAi #1-, als auch RNA1 #2-Makrophagen. Wild-
typ-Makrophagen bewegten sich mit einer Durchschnittsgeschwindigkeit von 2,93
pm/min. Bei Asp83-RNA1 #1 exprimierenden Makrophagen errechneten wir eine durch-
schnittliche Geschwindigkeit von 1,5 pm/min und bei Asp83-RNAi #2 von circa 1,03
um/min. Die Knockdown-Zellen legten zudem eine signifikant geringere Strecke mit
durchschnittlich 34,44 um (RNAi#1), beziechungsweise 27,47 um (RNAi#2) im Ver-
gleich zu Wildtyp-Makrophagen (54,43 um) zuriick (sieche Abbildung 29).
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0 sec

LifeAct-GFP

Abbildung 28: Die Reduktion von Hsp83 verursacht schwere Migrationsfehler. Bilder
von Zeitrafferaufnahmen von /Asp83-RNAi-Makrophagen an der Epidermis einer weillen Pra-
puppe. Die Zellen wurden unter Verwendung von makrophagenspezifischer Expression von
LifeAct-GFP sichtbar gemacht. Makrophagen zeigen nach Asp83-Knockdown irreguldre Lamel-
lipodien- und Filopodienbildung auf. MaBstabsbalken: 20 pm.
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Abbildung 29: Reduzierte Hsp83-Expression beeintrichtigt die Migrationsfihigkeit
von pupalen Makrophagen. Quantifizierung der durchschnittlichen Zellgeschwindigkeit (A),
der zuriickgelegten Strecke (B) und der Linearitit (C) von zufillig wandernden Wildtyp-Makro-
phagen (n=259), hsp83 RNAi #1 (n=209) und Asp83 #2 (n=213). Gezeigt ist ein Sdulendia-
gramm mit Darstellung des Mittelwerts und der Standardabweichung. ***p<0,001, ns: nicht
signifikant (ANOVA)
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Abbildung 30: Reduzierte Migrationsfihigkeit nach RNAi-vermittelter Suppression
von hsp83. Standbilder von zufillig wandernden pupalen Makrophagen (Aufnahmezeit: 30
Minuten). Zellen werden mit der Imaris-Software getrackt und Trajektorien mit Geschwindig-
keitsfarbcode dargestellt. Jede Kugel markiert eine solitére Zelle. (A) Wildtyp-Makrophagen
und ihre zuriickgelegte Strecke. (B) Asp83-Knockdown-Zellen scheinen sich deutlich weniger
zu bewegen und nur geringe Strecken zuriickzulegen.

3.7. Einfluss des hsp83-Knockdowns auf die zellulare WAVE-
und WASP-Konzentration

Auch die hsp83-depletierten Makrophagen wurden mit Antikorpern gegen WAVE und
WASP eingefarbt und im Vergleich zu Wildtyp-Makrophagen am konfokalen Mikroskop
analysiert. Entsprechend fritheren Arbeiten lokalisieren beide, WAVE und WASP ver-
starkt im lamellipodialen Leitsaum wildtypischer Makrophagen (Bogdan et al., 2005).
hsp83-depletierte Zellen zeigten keine auffélligen Abweichungen beziiglich einer verédn-

derten WAVE-/WASP-Lokalisation im Vergleich zum Wildtyp (siehe Abbildung 31).
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Abbildung 31: Wildtyp-Makrophagen und Hsp83-Knockdown-Makrophagen zeigen
vergleichbare subzellulire Verteilung von WAVE- und WASP. Die konfokalen Bildauf-
nahmen zeigen pupale Makrophagen nach Koexpression von Asp83-dsRNA und GFP (griin).
Die Féarbung erfolgte mit Alexa Fluor 568-markiertem Phalloidin (weifl) und spezifischen Anti-
korpern anti-WASP und anti-WAVE (rot). Maf3stabsbalken: 20 um.

3.8. Hsp83-Uberexpression hat keine sichtbare Auswirkung auf

die Zellmorphologie

Um zu analysieren, wie sich die Uberexpression von Hsp83 auf die Zellmorphologie aus-
wirkt, wurden Schneider-2-Rezeptor-Plus(S2R+)-Zellen mit dem Fusionsplasmid
pUAST GFP-Hsp83 transfiziert. Bei den S2+-Zellen handelt es sich um eine Makropha-
gen-dhnliche Zelllinie, die aus Drosophila Embryonen stammt und als Drosophila Zell-

kultursystem genutzt wird. Die S2R+ Zellen haben einen Durchmesser von 15-20 pm und
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nehmen nach Ausbreitung auf ConA-behandelten Oberflédchen eine pfannenkuchen-dhn-
liche und radidrsymmetrische Form an ohne erkennbare Polaritdt (Rogers & Rogers,
2008; J. Yang & Reth, 2012).

Bei der nachfolgenden konfokalen Mikroskopie zeigte sich keine morphologische Auf-
falligkeit, die auf iiberexprimiertes Hsp83 zuriickzufiihren wére. Interessanterweise loka-
lisiert Hsp83-GFP schwach im Kern und im Zytoplasma mit erh6hter Konzentration in
der perinukledren Region. Es war keine Hsp83-Lokalisation entlang des Leitsaums, an
der sich WAVE befindet, zu beobachten (siche Abbildung 32). WAVE zeigte sich ver-
gleichbar lokalisiert, wie bereits in der Himozytenfiarbung dargestellt und in Kapitel 3.4
beschrieben. Die Lokalisation kann als unaufféllig bewertet werden.

In der Abbildung ist zudem zu sehen, dass die Phalloidin-Féarbung (A’’) bei den GFP-
Hsp8&3-transfizierten S2+-Zellen eine gleichmiBige, ringformige Verteilung entlang der
Zellperipherie zeigt. Das spricht dafiir, dass die Aktinorganisation und Zellmorphologie
durch die Uberexpression von Hsp83 nicht verindert wurden. Es gibt keine Anzeichen
fiir eine verstirkte oder verminderte Aktinpolymerisation.

Im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 33, nur GFP-transfizierte Zellen) zeigte sich eine

vergleichbare Phalloidin-Verteilung, was die Aussage stiitzt, dass Hsp83-Uberexpression

keine morphologischen oder zytoskeletalen Verdnderungen verursacht hat.

GFP-Hsp83 Phalloidin

Abbildung 32: Hsp83-Uberexpression hat keine sichtbare Auswirkung auf die Zell-
morphologie. Konfokale Bildaufnahmen von GFP-Hsp83-transfizierten S2+-Zellen, geférbt mit
fluoreszenzmarkiertem Phalloidin und einem Anti-WAVE-Antikérper. GFP-Hsp83 im Kern und
im Zytoplasma lokalisiert mit erhohter Konzentration in der perinukledren Region. WAVE ist an
den Réndern der Zelle lokalisiert. MaBstabsbalken: 20 pm.

GFP
Phalloidin

Abbildung 33: S2+-Zellen nur mit GFP transfiziert.
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4. Diskussion

4.1. RNAi-Screening zur ldentifizierung potentieller pro-migrato-

rischer Gene

Die Bewegung motiler Zellen basiert auf der dynamischen Bildung von Lamellipodien
an der Zellvorderseite. Diese wird durch den lokalen Aktinfilamentauf- und Abbau regu-
liert, wie bereits in der Einleitung beschrieben. Die Visualisierung des eingefarbten Ak-
tinzytoskeletts und der Gesamtzellmorphologie ermdglichen somit eine geeignete erste
Einschétzung iiber die Bewegungsfihigkeit von Zellen.

Von den zu untersuchenden Genen war bereits bekannt, dass sie wihrend der Metamor-
phose eine vermehrte Expression in Immunzellen erfahren. Dies liel vermuten, dass die
Genprodukte eine wichtige Rolle bei der Migrationsfahigkeit der Blutzellen und angebo-
renen Immunabwehr ibernehmen, die fiir das Aufspiiren von Gewebetriimmern notwen-
dig ist. Der Abgleich mit der Ontology-Datenbank verstirkt die Vermutung, dass die
Genprodukte, die bei verstdrktem Migrationsbedarf der Zellen vermehrt synthetisiert
werden und bereits in Publikationen im Zusammenhang mit Aktin oder Migration er-
wihnt wurden, in genau dieser Funktion agieren. Vor diesem Hintergrund ist es interes-
sant, dass von 29 untersuchten Genen nur vier nach Gensuppression eine auffillige Ver-
anderung in der durch das Aktinzytoskelett bedingten Zellmorphologie zeigten.

Das genetische Werkzeug der RNA-Interferenz bietet einen leistungsstarken experimen-
tellen Ansatz, sowohl zur ex-vivo,- als auch zur in-vivo-Analyse von Genfunktionen. Wie
andere Technologien hat RNAi aber auch Schwichen und kann zu falsch-negativen und
falsch-positiven Ergebnissen fithren. Booker et al. fiihrten 2011 eine Metastudie durch,
in der sie mehrere genomweite Drosophila-RNAi-Screenings analysierten. Sie kamen zu
dem Schluss, dass die Rate falsch-negativer Ergebnisse zwischen 8-34% liegen muss und
sie gehen davon aus, dass sie am ehesten durch schwache oder unwirksame dsRNAs her-
vorgerufen wird (Booker et al., 2011). In unserem Experiment haben wir versucht, die
Anzahl der falsch-negativen Ergebnisse zu reduzieren, indem wir, wenn verfligbar, meh-
rere unabhédngige RNAi-Linien pro Kandidaten-Gen testeten. Trotzdem wére es denkbar,
dass selbst bei zwei getesteten RNAi-Linien gegen ein Gen die verminderte Genexpres-
sion nicht ausreichte, um sichtbare phénotypische Veridnderungen hervorzurufen.

Bei Knockdown-Ansétzen wird die Produktion der Ziel-mRNA unabhéngig von ihrem
Abbau fortgesetzt. Es stellt sich im Verlauf ein Gleichgewicht zwischen der Produktions-

rate der Ziel-mRNA und der Effizienz des RNAi-gesteuerten Mechanismus fiir den Ziel-
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mRNA-Abbau ein. Im Gegensatz dazu ermoglicht ein Genknockout, das durch eine Mu-
tation im Genom induzierte wird, das gezielte Ausschalten eines Gens mit vollstindigem
Verlust der Genfunktion (Zimmer et al., 2019). Vor diesem Hintergrund sollten die Er-
gebnisse von Knockdown-Experimenten mit Vorsicht interpretiert und im besten Fall
durch Kontrollexperimente evaluiert werden. Wir nutzten das RNAi-Screening um eine
Vorauswahl fiir die eigentliche in-vivo-Analyse zu machen. In diesem Fall erscheint uns
der Einsatz von RNAi-vermitteltem Knockdown als angemessen, wobei man bedenken
muss, dass moglicherweise interessante Gene aus oben genannten Griinden nicht identi-
fiziert wurden.

Ein zentraler Bestandteil unseres Versuchsansatzes ist die visuelle Ersteinschitzung der
Phinotypen. Nach der Priparation und Férbung der Himozyten wurden die gen-spezi-
fisch regulierten Makrophagen am Mikroskop analysiert und konfokale Aufnahmen wur-
den hinsichtlich auffilliger morphologischer Merkmale untersucht. Diese Methode er-
laubt eine direkte phénotypische Bewertung, birgt jedoch die Herausforderung, dass sub-
tile Effekte moglicherweise schwer zu erfassen sind.

Eine Studie von Lammel et al. (2014) zeigte, dass sowohl Makrophagen homozygoter
fhosAI-Nullmutanten als auch Makrophagen mit RN Ai-vermittelter Gensuppression ver-
kleinert sind. Folgeanalysen bestdtigten, dass das fhos-Genprodukt fiir die Migrationsfa-
higkeit von Himozyten eine entscheidende Rolle spielt (Lammel et al., 2014). In unseren
Experimenten wiesen die Zellen jedoch einen wildtypischen Phénotyp auf, sodass fhos
nicht als potenzieller pro-migratorischer Kandidat fiir die folgende in-vivo-Analyse aus-
gewihlt wurde. Aufgrund dieser Abweichung sollten weiterfithrende Untersuchungen
durchgefiihrt werden, um die Ursache der Diskrepanz zu kldren. Um zu iiberpriifen, ob
die verwendeten RNAi-Konstrukte stark genug sind, um den erwarteten Phéanotyp zuver-
lassig zu induzieren, konnten Antikdrperfarbungen und Western Blot-Analysen einge-
setzt werden. Auf diese Weise wire es moglich, die fhos-Proteinexpression in den RNAi-
transfizierten Zellen direkt zu quantifizieren. Diese ergdnzenden Methoden konnten kli-
ren, ob tatsichlich eine ausreichende Suppression des Gens erreicht wurde, oder ob alter-
native Mechanismen die Zellmorphologie beeinflussen.

Die Studie von Jonsson et al. (2012) untersuchte den Einfluss von Cofilin, dem Sauger-
Homolog des Drosophila-Gens tsr, auf die Zellmorphologie und Migrationsfahigkeit von
Maiusemakrophagen. Mikroskopische Analysen zeigten, dass isolierte und fixierte Zellen

nur kurze filopodiale Ausstiilpungen bildeten, ohne ein stabiles Lamellipodium auszubil-
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den. In-vivo-Untersuchungen bestétigten zudem eine gestorte Aktindynamik an der Zell-
vorderkante (Jonsson et al., 2012). In unserem Experiment wiesen Makrophagen nach
RNAi-vermittelter Suppression von zs7 jedoch einen wildtypischen Phénotyp auf. Daher
wére an dieser Stelle ebenfalls eine weiterfiihrende Analyse notwendig, um zu liberprii-
fen, ob die RNAi-Suppression von tsr tatséchlich zu einer ausreichenden Reduktion der
Proteinexpression gefiihrt hat. Diese Beispiele fiihren zu der Annahme, dass einige Gene,
die in der in-vivo-Analyse auffillig gewesen wiren, durch die erste unauffillige phino-
typische Analyse nicht identifiziert und damit nicht weiter untersucht wurden. Es kann
somit nicht angenommen werden, dass Makrophagen nach RNAi-induzierter Gensupp-
ression und mit wildtypischer Morphologie ohne Einfluss auf die Aktindynamik oder von
Relevanz fiir die Migrationsfahigkeit der Zellen sind.

Eine haufige Quelle fiir das Auftreten falsch-positiver Ergebnisse in RNAi-Screenings
sind sequenzspezifische Off-Target-Effekte. Diese entstehen typischerweise durch lange
doppelstringige RNAs, die nach ihrer Prozessierung unbeabsichtigt an weitere mRNAs
aufler dem Zieltranskript binden (Heigwer et al., 2018). Die Website des Stockcenters
VDRC, von der die verwendeten RNAi-Konstrukte bezogen wurden, bietet eine Daten-
bank, in der die genaue Targetsequenz jeder RNAI hinterlegt ist. Dort ldsst sich nachle-
sen, dass die vrp/-RNAIi keine Off-Targets besitzt, wihrend die 2sp83-RNAis jeweils ein
bzw. zwei Off-Targets aufweisen.

RNAI ist ein leistungsstarkes Werkzeug fiir schnelle und gro3 angelegte Screenings, um
potenziell relevante Gene zu identifizieren. Allerdings beginnt die eigentliche Validie-
rung erst nach dem Screening: Um sicherzustellen, dass der beobachtete Phénotyp tat-
sachlich auf die reduzierte Expression des Zielgens zuriickzufiihren ist, sind weiterfiih-
rende Experimente erforderlich. Dies ist insbesondere bei 4sp83 der Fall, wo Off-Target-
Effekte nicht ausgeschlossen werden kdnnen. Eine Moglichkeit zur Kontrolle solcher Ef-
fekte sind genetische Rescue-Experimente. Hierbei werden transgene Konstrukte einge-
setzt, die gegeniiber der RNAi-induzierten Depletion resistent sind — beispielsweise, weil
das RNAi-Target in der 5'- oder 3'-UTR liegt — und somit den Funktionsverlust des Ziel-
gens ausgleichen konnen (Kittler et al., 2005). Dartiber hinaus liefern loss-of-function
(lof) Mutanten, bei denen die Funktion durch ein Rettungsexperiment wiederhergestellt
wird, wertvolle Erkenntnisse liber die tatsdchliche Funktion des Gens. Auch gain-of-func-
tion (gof) Mutanten, sowie Antikorper-Farbungen kdnnen dazu beitragen, die Funktion
eines Gens und seine Rolle in der Aktindynamik oder Zellmigration weiter aufzukliren.

Ein weiterer wichtiger Ansatz zur Analyse genetischer Interaktionen ist die klassische
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Kreuzungsgenetik. Durch die Kombination verschiedener Mutationen in einem Organis-
mus kann iiberpriift werden, ob zwei Gene in einem gemeinsamen Signalweg oder Pro-
zess wirken. Epistase-Analysen helfen dabei zu bestimmen, ob ein Gen stromaufwiérts
oder stromabwirts eines anderen Gens agiert. Zudem lassen sich durch doppelte Mutan-
ten synergistische oder unterdriickende Effekte identifizieren, die auf funktionelle Wech-

selwirkungen zwischen den beteiligten Genen hinweisen (Mackay, 2014).

4.2. Das Genprodukt von vrp1 beeinflusst die Lamellipodienbil-

dung und Zellmigration von Drosophila Hamozyten

Im RNAi-Screening fiel das Gen vrpl durch eine auffillige Zellmorphologie auf. Zwei
verschiedene RNAi-Linien, die gegen das vrp/-Gen gerichtet sind, wurden untersucht.
Wihrend die erste RNAi (VDRC 23888) einen deutlichen Phéanotyp zeigte, entsprach die
zweite RNAi1 (VDRC 102253) dem Wildtyp. Dieses Ergebnis blieb auch nach mehrfacher
Wiederholung konsistent. Um zu verifizieren, dass die erste RNAi (VDRC 23888) tat-
sachlich ein Konstrukt enthielt, das zur spezifischen Degradierung der vip/-mRNA fiihrt,
wurde eine Sequenzierung durchgefiihrt. Diese bestitigte, dass die RNAI tatsdchlich ge-
gen vrpl gerichtet ist.

Die unterschiedlichen Auswirkungen der beiden RNAi-Konstrukte konnen auf mehrere
Faktoren zuriickzufiihren sein. Eine Moglichkeit ist, dass die zweite RNA1 (VDRC
102253) eine geringere Knockdown-Effizienz besitzt, wodurch die Vrpl-Expression
nicht ausreichend reduziert wird, um eine phénotypische Veridnderung zu bewirken. Un-
terschiede in der Bindungsaffinitét, der Stabilitdt der RNAi oder der Verarbeitung durch
den RNA-Induced Silencing Complex (RISC) konnten hier eine Rolle spielen.

Eine weitere Erklarung konnte in der genomischen Insertion der RNAi-Konstrukte liegen.
Falls die zweite RNAI an einer ungiinstigen Stelle in das Genom integriert wurde, konnte
dies ihre Transkription oder Verarbeitung beeintrachtigen. In einem solchen Fall sollte
die Expression der RNA1 nicht von Gal4 abhédngig sein, da das Konstrukt unabhingig
vom Treiber exprimiert werden konnte.

Dass der Phinotyp durch die Wirkung der RNAi (VDRC 23888) und nicht durch eine
zufillige Genomverinderung entstanden ist, haben wir durch die Himozytenpraparation
und -farbung von Makrophagen der RNAi-Linie ohne genetische Kreuzung mit einem
Gal4-Treiber gezeigt. In der untersuchten Folgegeneration kam es ohne den hdmatozy-
tenspezifischen Gal4-Treiber nicht zur Expression der RNAi und folglich nicht zu RNAi-
verursachten Effekten (sieche Anhang Abbildung 18).
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Durch die Zugabe von Dicer, einer RNA spaltenden Ribonuklease, kann die Effektivitét
von RNAis generell verstiarkt werden (D. H. Kim et al., 2005), was von uns nicht getestet
wurde. Alle weiteren Analysen erfolgten somit nur unter Verwendung der auffalligen

RNAi-Linie (VDRC 23888).

Die am besten charakterisierte Rolle des Vrp1/WIP-Proteins bei der Regulation der Um-
organisation des Aktin-Zytoskeletts ist mit seiner Fahigkeit verbunden, mit WASP und
N-WASP zu interagieren. In T-Zellen liegen WIP und WASP mehrheitlich (bis 80%)
assoziiert als Komplex gebunden vor, was die Relevanz der Protein-Interaktion unter-
streicht (de la Fuente et al., 2007). Die pro-migratorischen Proteine WASP und WAVE
spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Aktinpolymerisation, indem sie
den Arp2/3-Komplex aktivieren. Dieser Komplex ist essenziell fiir die Nukleation von F-
Aktin und somit fiir die Bildung aktinbasierter Membranvorspriinge, die fiir Zellmigra-
tion und Zellinvasion notwendig sind. Daher testeten wir die entsprechenden Proteinkon-
zentrationen in den Testmakrophagen. Sowohl die Fiarbung mit Antikorpern gegen
WASP als auch der durchgefiihrte Westernblot zeigen eine verminderte WASP-Konzent-
ration in Makrophagen, in denen die Vrpl-Expression reduziert ist. Eine mdgliche Be-
griindung wére die stabilisierende Wirkung von WIP auf WASP. Da WIP und WASP in
der ruhenden Zelle in einem Komplex vorliegen, ist die Ubiquitinierungsstelle am WASP
blockiert und der Proteinabbau folglich vermindert. Je weniger WIP vorhanden ist, desto
eher liegen die Ubiqitinierungsstellen frei, sodass WASP vermehrt abgebaut werden kann
und die Konzentration im Vergleich zum Wildtyp vermindert ist.

Diese Vermutungen stimmen mit den Untersuchungen von de la Fuente et al. {iberein, die
in thren Experimenten zeigen konnten, dass WIP als molekulares Chaperon fiir WASP
fungiert und dessen Stabilitdt entscheidend beeinflusst. In ihrer Studie untersuchten sie
primir T- und B-Lymphozyten aus WIP-defizienten Méiusen sowie Zellen von Wiskott-
Aldrich-Syndrom-Patienten mit Mutationen im WASP-kodierenden Gen, die die WIP-
Bindung storen. Sie zeigten mittels Western-Blots und Durchflusszytometrie, dass in
WIP-defizienten Zellen die WASP-Proteinspiegel deutlich reduziert waren (auf etwa 8—
10 % des Wildtyps), wihrend die WASP-mRNA-Spiegel unveridndert blieben. Dies deu-
tet darauf hin, dass WIP nicht die Transkription von WASP reguliert, sondern dessen
posttranslationale Stabilitét schiitzt (de la Fuente et al., 2007).

Fiir unsere Experimente bedeutet dies, dass die Reduktion von WASP nach vrp/-Knock-

down auf eine dhnliche Destabilisierungsmechanik zuriickzufiihren sein konnte. Auch
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Reicher et al. vermuteten in ihrer Studie, dass der regulierte Abbau von WASP eine effi-
ziente Strategie zur Kontrolle der Dauer und Lokalisierung der Aktin-Neuorganisation
sein konnte (Reicher et al., 2012). Dies wiirde dem Vrpl-Protein als Regulator des
WASP-Abbaus eine besondere Bedeutung bei der indirekten Regulation der Aktindyna-
mik zuschreiben.

Es zeigte sich in unseren Experimenten ein geringer Einfluss der vp/-Gensuppression
auf die WAVE-Proteinkonzentration in Makrophagen. Ein bemerkenswerter Befund un-
serer Experimente ist die auffillige Ahnlichkeit der Zellmorphologie nach vrpI-Knock-
down mit dem Phénotyp von WAVE-defizienten Zellen. Diese Beobachtung wirft die
Frage auf, ob Vrpl moglicherweise auch die WAVE-Expression oder -Funktion beein-
flusst oder ob WASP ebenfalls eine bedeutende Rolle fiir die Zellmorphologie in Droso-
phila-Makrophagen spielt. Da Vrpl als klassischer Interaktionspartner von WASP be-
kannt ist und in unseren Experimenten die WASP-Proteinspiegel nach vrp /-Knockdown
reduziert waren, liegt die Vermutung nahe, dass dieser Effekt vorrangig durch die Stabi-
lisierung von WASP vermittelt wird. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass
Vrpl auch indirekte Effekte auf WAVE ausiibt. Da WAVE primér an der Ausbildung
von Lamellipodien beteiligt ist, konnte eine Beeintrachtigung dieses Signalwegs zur be-
obachteten Verdnderung der Zellmorphologie beitragen. Alternativ kdnnte eine gestorte
WASP-Funktion selbst zu morphologischen Defekten fiihren, die mit denen von WAVE-
depletierten Zellen vergleichbar sind. Insbesondere, da beide Proteine den Arp2/3-Kom-
plex aktivieren und somit gemeinsame Mechanismen der Aktinreorganisation steuern, ist
eine gewisse funktionelle Uberlappung denkbar. Um diese Hypothese weiter zu priifen,
konnten gezielte Experimente zur gleichzeitigen Reduktion von Vrpl und WAVE oder
zur Uberexpression von WASP in Vrp1-defizienten Zellen durchgefiihrt werden. Ein par-
tieller Phinotyp-Rescue durch WASP-Uberexpression wiirde die entscheidende Rolle
von WASP unterstreichen, wiahrend ein verstirkter Defekt bei Doppelmutanten auf eine
mogliche synergistische Interaktion zwischen Vrpl und WAVE hinweisen kdnnte. Diese
weiterflihrenden Untersuchungen konnten dazu beitragen, die genaue Funktion von Vrpl
im Zusammenspiel mit WASP und WAVE zu kldren und so ein besseres Verstdndnis der

komplexen Regulation der Aktindynamik zu gewinnen.

Eine Beeinflussung der Zytoskelettdynamik durch Vrpl kann aber neben der direkten
Aktininteraktion auch iiber aktinregulatorische Proteine erfolgen. In ihrer Studie untersu-

chen Kinley et al. die Interaktion zwischen WIP und Cortactin sowie deren Einfluss auf
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die Aktindynamik. Cortactin ist ein Aktin-bindendes Protein, das mit dem Arp2/3-Kom-
plex interagiert und so die Verzweigung von Aktinfilamenten fordert. Verschiedene ex-
perimentelle Ansétze, darunter Yeast-Two-Hybrid-Screens, GST-Pulldown-Assays und
Koimmunprézipitationen, belegten, dass WIP direkt an Cortactin bindet. Diese Interak-
tion fiihrt zu einer Kolokalisation beider Proteine an der Zellperipherie, besonders in
Membranausstiilpungen. Funktionell verstirkt WIP die Fahigkeit von Cortactin, den
Arp2/3-Komplex zu aktivieren und damit die Aktinpolymerisation zu stimulieren. Diese
Wirkung wurde durch Aktinpolymerisations-Assays mit fluoreszenzmarkiertem Aktin
nachgewiesen. Die Konzentrations-abhiangige Steigerung der Aktinnukleation durch WIP
in Anwesenheit von Cortactin und Arp2/3 deutet darauf hin, dass der WIP-Cortactin-
Komplex eine entscheidende regulatorische Rolle bei der Kontrolle der kortikalen Aktin-

dynamik und der Bildung von Lamellipodien spielt (Kinley et al., 2003).

Unsere Versuche belegen, dass eine Reduktion des Vrpl-Proteins zu einer gestorten Ak-
tinorganisation fiihrt, die sich in einer stark verdnderten Makrophagen-Morphologie &u-
Bert. Da ein funktionierendes dynamisches Aktinnetzwerk die treibende Kraft fiir migra-
torische Prozesse ist, ist es naheliegend, dass sich die Zellen nach vrp/-Genknockdown
langsamer fortbewegen, wie es in unserem in-vivo Experiment dargestellt wurde. Diese
Ergebnisse decken sich mit denen vorangegangener Studien, wobei die Rolle der Verpro-
line in Rahmen der Immunitét bisher hauptsédchlich beim Sédugetierortholog WIP unter-
sucht wurde. Anton et al. untersuchten in ihrer Studie die Auswirkungen eines reduzierten
WIP-Spiegels auf B- und T-Lymphozyten von Mausen. Sie stellten fest, dass sowohl
WIP-defiziente B- als auch T-Zellen einen ausgepriagten Defekt im subkortikalen Aktin-
filamentnetzwerk aufwiesen (Anton et al., 2002). Banon-Rodriguez et al. zeigten eine
beeintrachtigte Lamellipodienbildung bei aktivierten B-Lymphozyten von Méausen, die
sie auf einen WIP-Mangel zuriickfiihren. Sie fanden auflerdem heraus, dass WIP-defizi-
ente B-Zellen nach Aktivierung signifikant langsamer migrieren und eine kiirzere Distanz
zuriicklegen als Wildtyp-B-Zellen. Es wurde passend zu unserem Ergebnis ein verringer-
ter WASP-Spiegel in WIP-defizienten B-Zellen festgestellt. Auftéllig ist in dieser Studie,
dass WIP-defiziente B-Zellen keine signifikanten Unterschiede in Zellgroe oder Zell-
komplexizitit im Vergleich zu Kontrollleukozyten zeigten. Die phinotypische Analyse

wurde anhand einer Durchflusszytometrie durchgefiihrt (Banon-Rodriguez et al., 2013).
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Diese Ergebnisse verdeutlichen die zentrale Rolle von WIP in der Regulation des Aktin-
Zytoskeletts und legen nahe, dass seine Funktion durch die Interaktion mit Aktin-regu-
lierenden Proteinen wie WASP und WAVE vermittelt wird. Beide Proteine sind zentrale
Aktivatoren des Arp2/3-Komplexes, unterscheiden sich jedoch in ihrer Funktion und
Zelltyp-spezifischen Expression (Takenawa & Suetsugu, 2007). Wahrend WASP vor al-
lem in himatopoetischen Zellen wie T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und dendritischen
Zellen exprimiert wird, ist WAVE ubiquitar in nahezu allen Zelltypen vorhanden (Kurisu
& Takenawa, 2009; Thrasher & Burns, 2010). Funktionell spielt WASP eine entschei-
dende Rolle in der Ausbildung der Immunologischen Synapse, also der strukturierten
Kontaktstelle zwischen T-Zellen und antigenprésentierenden Zellen, die fiir eine effek-
tive T-Zell-Aktivierung essenziell ist. Dariiber hinaus reguliert WASP die Phagozytose
in Makrophagen und beeinflusst die gerichtete Migration von Immunzellen entlang
chemotaktischer Gradienten (Thrasher & Burns, 2010). Im Gegensatz dazu steuert
WAVE primir die Ausbildung von Lamellipodien und fordert dadurch die Zellmigration,
ist jedoch weniger direkt in Immunzell-spezifische Signaliibertragungsprozesse invol-
viert (Kurisu & Takenawa, 2009).

Besonders relevant ist die Unterscheidung zwischen WASP und WAVE im Kontext des
Wiskott-Aldrich-Syndroms (WAS), das durch Mutationen im WASP-Gen verursacht
wird. Die klassischen Symptome von WAS — Immundefizienz, Thrombozytopenie und
Ekzeme — lassen sich auf zelluldrer Ebene durch die zentrale Rolle von WASP in Immun-
zellen erkldren. In T-Zellen fiihrt ein WASP-Mangel zu einer fehlerhaften Ausbildung
der Immunologischen Synapse, wodurch die Interaktion mit antigenprédsentierenden Zel-
len beeintriachtigt wird. Dies resultiert in einer ineffizienten T-Zell-Aktivierung und einer
generellen Schwichung der adaptiven Immunantwort (Kramer et al., 2022). Zudem sind
Makrophagen und dendritische Zellen in ihrer Féhigkeit zur Phagozytose und Antigen-
prasentation eingeschrinkt, was die Immunabwehr zusédtzlich schwicht. In Thrombozy-
ten ist WASP essenziell fiir die korrekte Organisation des Aktin-Zytoskeletts wihrend
der Thrombozytenbildung. Ein Fehlen von WASP fiihrt daher zu einer gestorten Throm-
bozytopoese und der charakteristischen Thrombozytopenie bei WAS-Patienten (Massaad
et al., 2013). Die effektivste kurative Therapie besteht in der vollstindigen Eliminierung
der erkrankten Blutzellen durch eine allogene Stammzelltransplantation (Burroughs et

al., 2020).
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Neben dem Wiskott-Aldrich-Syndrom wird ein weiteres seltenes Krankheitsbild be-
schrieben, das durch eine gestorte Aktinorganisation zu einer ausgeprigten Immunschwé-
che fiihrt. Lanzi et al. (2012) berichteten erstmals iiber eine Patientin mit einer homozy-
goten Mutation im WIPFI-Gen, die zu einem vollstindigen Fehlen des WIP-Proteins
fiihrte. Die Patientin zeigte ein Krankheitsbild, das dem Wiskott-Aldrich-Syndrom stark
dhnelte, einschlielich rezidivierender Infektionen, Thrombozytopenie und einer ausge-
pragten Immundefizienz. Immunologische Analysen ergaben, dass das WAS-Protein in
ihren Zellen nahezu vollstindig fehlte, obwohl sowohl die WASP-Gensequenz als auch
die mRNA-Spiegel unauffillig waren. Dies bestitigt die zentrale Rolle von WIP in der
Stabilisierung von WASP und seiner proteasomalen Degradation (Lanzi et al., 2012).
Bislang sind insgesamt sechs Félle beschrieben worden, bei denen eine Mutation im WIP-
kodierenden Genabschnitt durch einen WIP-Mangel zu einem vorzeitigen Abbau von
WASP fiihrte und die Betroffenen somit vergleichbare immundefizitire Symptome ent-
wickelten. Allerdings wiesen die betroffenen Patienten eine grofere klinische Variabilitét
auf als klassische WAS-Patienten, insbesondere im Hinblick auf den frithen und oft le-
bensbedrohlichen Verlauf der Immundefizienz. Wihrend das WAS durch eine X-chro-
mosomale Mutation im WAS-Gen verursacht wird, folgt der WIP-Mangel einem autoso-
mal-rezessiven Erbgang (Schwinger et al., 2018).

Eine detaillierte Untersuchung eines WIP-defizienten Patienten durch Pfaifer et al. (2017)
bestitigte die entscheidende Rolle von WIP in der Regulation des Aktin-Zytoskeletts und
der Immunzellfunktion. Der zweijdhrige Patient litt bereits im ersten Lebensmonat wie-
derholt an schweren Atemwegsinfekten. Neben einer ausgeprdgten CD4*-T-Zell-Lym-
phopenie zeigten seine T-Zellen eine stark eingeschrinkte Proliferation und funktionell
war die Migration der T-Zellen stark beeintrdchtigt. Morphologisch fielen die Zellen
durch eine unregelméBige Formgebung, reduzierte Rundheit und die Unfidhigkeit auf,
eine gerichtete Zellpolaritdt auszubilden. Zusitzlich wurde gezeigt, dass WIP fiir eine
effektive Zytotoxizitit von CD8*-T-Zellen erforderlich ist. WIP-defizienten CD8*-Zellen
zeigten eine reduzierte Exozytosefahigkeit und eine beeintriachtigte Fahigkeit zur Zielzel-
lerkennung und -eliminierung. Dies wurde mit einem Defekt in der Immunologischen
Synapse in Verbindung gebracht, da WIP fiir die korrekte Organisation des Aktin-Zyto-
skeletts wahrend der Bildung der Immunologischen Synapse notwendig ist. Die WIP-
defizienten T-Zellen konnten keine stabile synaptische Aktinstruktur aufbauen, was zu

einer gestorten Interaktion mit antigenprasentierenden Zellen fiihrte (Pfajfer et al., 2017).
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Unsere eigenen Ergebnisse, die eine gestorte Aktinorganisation und reduzierte Zellmig-
ration nach vrpl-Gensuppression zeigen, lassen sich in diesen Kontext einordnen. Da
WIP als wichtiger Interaktionspartner von WASP beschrieben wird und dessen Stabilitit
sowie Aktivitdt reguliert, legt unser Befund nahe, dass eine Beeintrachtigung dieses Sig-
nalweges zu den beobachteten Defekten fiihrt. Die Parallelen zu den genannten Studien
von de la Fuente et al., Bannon-Rodriguez et al. und Pfaiper et al. unterstreichen die Be-
deutung des WIP-WASP-Signalweges fiir die Immunzellfunktion. Interessant wére, ob
sich durch eine Uberexpression von WASP in vrpI-RNAi-Makrophagen der Phinotyp
teilweise retten ldsst. Das konnte zeigen, ob der Effekt tatsdchlich primér iiber die ver-

minderte WASP-Stabilitdt vermittelt wird.

Auch in der Onkologie hat WIP eine klinische Relevanz, da es eine komplexe Rolle bei
der Tumorentstehung und -ausbreitung spielt. Die Studie von Alonso-Eiras et al. unter-
suchte die Bedeutung von WIP in verschiedenen Geweben mit einem besonderen Fokus
auf Krebs. Die Ergebnisse legen nahe, dass eine erh6hte WIP-Expression mit aggressive-
ren Tumorphénotypen assoziiert ist — also mit gesteigerter Zellmigration, Invasivitdt und
Stammzelleigenschaften —, wie in mehreren Modellen solider menschlicher Tumoren
nachgewiesen wurde. Abgesehen von Glioblastomen basiert der Zusammenhang zwi-
schen WIP und Krebsentstehung oder -progression bislang hauptséchlich auf beschrei-
benden Studien. Diese zeigen zwar eine Korrelation zwischen WIP-Uberexpression und
einer schlechteren Prognose, identifizieren jedoch keine spezifischen Mechanismen oder
Zielstrukturen fiir potenzielle Therapieansitze (Alonso-Eiras & Anton, 2024). In einigen
Berichten wird WIP jedoch eine weniger aggressive, mdglicherweise sogar schiitzende
Funktion zugeschrieben (Dong et al., 2023; Liu et al., 2023; Xin et al., 2021). Diese wi-
derspriichlichen Befunde verdeutlichen die dringende Notwendigkeit weiterer Untersu-
chungen, um die kontextabhéngigen Funktionen von WIP besser zu verstehen und mog-
liche therapeutische Zielstrukturen zu identifizieren. In diesem Zusammenhang kdnnte
Drosophila als Modellorganismus eine wertvolle Rolle spielen, indem es ermdoglicht, die
molekularen Mechanismen in einem genetisch gut zugdnglichen System zu analysieren.
Dies konnte nicht nur ein tieferes Verstindnis der Tumorbiologie liefern, sondern auch

neue therapeutische Angriffspunkte fiir solide Tumoren aufzeigen.

Zusammenfassend ist anzunehmen, dass WIP/Vrpl eine wichtige Rolle bei der WASP-
induzierten Aktinpolymerisation spielt und diese regulierend beeinflusst. Die WIP-Bin-

dung an WASP/N-WASP, die zentrale Aktivatoren des Arp2/3-Komplexes sind, reguliert
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deren zelluldre Verteilung, Funktion und Stabilitit. Alternativ wére es denkbar, dass
Vrpl/WIP {iber die Interaktion mit Cortactin die Aktindynamik in den von uns getesteten
Drosophila-Makrophagen beeinflusst hat. Vor diesem Hintergrund kénnte eine vermin-
derte Expression von Vrpl die verdnderte Makrophagen-Morphologie und verminderte

Migrationsfahigkeit iiber fehlregulatorische Prozesse in unseren Experimenten erkliren.

Das Protein Vrpl ist trotz seiner bedeutsamen Funktion als Aktinregulator nicht in der
Liste der zu testenden Genkandidaten aufgefiihrt. Da die Sequenzierung lediglich diffe-
rentiell exprimierte Transkripte detektiert, stellt sich hier die Frage, ob die Expressions-
intensitdt von Vrpl in Larven und Puppen gleich ist. Die Antwort liefert ein Blick auf die
Rohdaten der RNA-Sequenzierung der Ausgangsstudie von Lehne et al. Die Ergebnisse
aus dem Hamozyten-Datensatz zeigen, dass sowohl WASP als auch Vrpl in den larvalen
und pupalen Stadien unterschiedliche Expressionsniveaus aufweisen. Fiir WASP wurden
im Larvenstadium 958 Reads und im Puppenstadium 852 Reads gemessen. Fiir Vrpl

wurden im Larvenstadium 906 Reads und im Puppenstadium 689 Reads festgestellt.
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Abbildung 34: Heatmap-Darstellung der Expressionslevel ausgewihlter Gene in
Makrophagen von Larven und Puppen. Sowohl Vrpl als auch WASP zeigen in Larven-
makrophagen eine héhere Expression im Vergleich zu Puppenmakrophagen. Die Daten
stammen aus dem Rohdatensatz der RNA-Sequenzierung von Lehne et al. und wurden
von Darius Molitor (AG Bogdan) zur Verfiigung gestellt.
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Diese Daten deuten darauf hin, dass sowohl WASP als auch Vrpl in beiden Entwick-
lungsstadien exprimiert werden, wobei die Expressionslevel im Puppenstadium tenden-
ziell niedriger sind. Da die Kandidatenliste nur Gene auffiihrt, die im Puppenstadium ver-
stiarkt exprimiert werden, erklért sich an dieser Stelle das Fehlen der Vrp1- und WASP-
kodierenden Gene.

Die Beobachtung, dass Vrpl, ein fiir die Migrationsfahigkeit von Makrophagen relevan-
tes Protein, im Larvenstadium stirker exprimiert wird als im Puppenstadium, scheint auf
den ersten Blick im Widerspruch zur hohen Zytoskelettdynamik wahrend der Metamor-
phose zu stehen. Tatsdchlich konnte man erwarten, dass Vrpl wihrend der Puppenphase
vermehrt exprimiert wird, da Makrophagen in dieser Phase eine zentrale Rolle bei der
Beseitigung apoptotischer Zellreste und der Gewebeumstrukturierung spielen. Allerdings
erfordert diese Annahme eine genauere Betrachtung der Entwicklungsdynamik der Ha-
mozyten.

Im Larvenstadium sitzen die untersuchten Makrophagen als sessile Population in den hi-
matopoetischen Taschen, was bedeutet, dass sie sich in dieser Phase kaum aktiv bewegen.
Die hohe Expression von Vrpl konnte daher nicht direkt mit Migration, sondern mit an-
deren zelluldren Prozessen in diesen Zellen zusammenhingen, beispielsweise mit der
Aufrechterhaltung ihres Zytoskeletts oder der Vorbereitung auf spéitere Mobilisierungs-
prozesse. Es ist denkbar, dass Vrpl bereits in diesem frithen Stadium in hoher Menge
exprimiert wird, um nach der Ecdyson-induzierten Aktivierung in der Puppenphase
schnell verfiigbar zu sein. Wéhrend der Metamorphose erfolgt eine grundlegende Reor-
ganisation der Himozytenpopulation. Die sessilen Plasmatozyten werden durch das Ste-
roidhormon Ecdyson aktiviert und in stark polarisierte, wandernde Zellen umgewandelt.
Allerdings geschieht dies vermutlich nicht allein durch die Hochregulation einzelner pro-
migratorischer Gene, sondern durch eine koordinierte Anpassung des gesamten zelluldren
Programms. Es ist moglich, dass wéhrend der Puppenphase alternative Migrationsmecha-
nismen eine grofere Rolle spielen und dass Vrpl hier nicht das zentrale regulatorische
Element darstellt. Stattdessen konnten andere Aktin-assoziierte Proteine in dieser Phase
verstirkt exprimiert werden, um die Migration der Zellen zu unterstiitzen. Zusammenfas-
send konnte die hohere Expression von Vrpl im Larvenstadium darauf zuriickzufiihren
sein, dass dieses Protein in sessilen Makrophagen fiir andere zelluldre Funktionen beno-
tigt wird oder bereits fiir spatere Prozesse vorbereitet wird. Wéhrend der Metamorphose
konnten alternative Mechanismen zur Regulation der Migration eine grofere Rolle spie-

len, sodass Vrp1 in dieser Phase nicht mehr im gleichen Mal3e erforderlich ist. Die genaue

80



4. Diskussion

Funktion von Vrpl in den verschiedenen Stadien der Himozytenentwicklung wire ein
spannendes Thema fiir weiterfiihrende Untersuchungen, insbesondere im Hinblick auf die

Regulation durch Ecdyson und andere zelluldre Signale.

Zusammenfassend verdeutlichen unsere Ergebnisse die zentrale Rolle von Vrpl/WIP in
der Regulation der Aktindynamik und Zellmigration. Die Interaktion mit WASP scheint
dabei essenziell fiir die Stabilitdt und Funktion des Proteins zu sein, wobei auch eine
direkte Interaktion mit Aktin-regulierenden Proteinen nachgewiesen wurde. Zukiinftige
Experimente zur funktionellen Charakterisierung von Vrpl in Makrophagen konnten hel-
fen, seine spezifischen Mechanismen weiter aufzukliren und somit einen wichtigen Bei-

trag zum Verstdndnis zytoskelettabhdngiger Zellprozesse in Immunzellen zu leisten.
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4.3. Das Genprodukt von hsp83 beeinflusst die Zellausbreitung

und Zellmigration von Drosophila Hamozyten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, welche Rolle Hsp83 in der Zellmigration und
Zellausbreitung von Drosophila-Himozyten spielt. Wir vermuteten, dass eine Hochregu-
lation von Asp83 mit Verdanderungen in diesen zelluldren Prozessen einhergeht. Im Fol-
genden werden die potenziellen Mechanismen dieser Regulation sowie deren biologische
Relevanz nédher beleuchtet und unsere Ergebnisse im Kontext bestehender Forschungser-
kenntnisse eingeordnet.

Die ,,bulk RNA“-Transkriptomanalyse zeigte, dass Asp83 wihrend der Metamorphose in
motilen pupalen Makrophagen hochreguliert wird. Die nachfolgende Datenanalyse ergab
einen logoFC-Wert von 1,64, was bedeutet, dass die Expression in pupalen Makrophagen
mehr als das Dreifache (3,12) der Expression in larvalen Makrophagen betrigt. Dies stellt
eine deutliche, wenn auch moderate Hochregulation dar, ausgehend von einer geringeren
Expression in der Larve. Wie bereits beschrieben, wird das Translationsprodukt des
hsp83-Gens, sogar in Abwesenheit von Stress, auf einem ziemlich hohen Niveau beo-
bachtet und gilt als normales zelluldres Protein. Diese Erkenntnis, zusammen mit den
Sequenzierungsdaten, deuten darauf hin, dass Hsp83 sowohl im Larven- als auch im Pup-
penstadium eine bedeutende, wenn auch vergleichbare Rolle spielt.

Ein Uberblick iiber die vielseitigen Funktionen von HSP90 wurde bereits in der Einlei-
tung gegeben. Als essentielles Chaperon iibernimmt es eine zentrale Rolle bei der Stabi-
lisierung und Faltung von Proteinen und tragt so wesentlich zur Proteom-Homoostase
bei. Es verhindert die Ansammlung fehlgefalteter Proteine, die durch Stress oder Mutati-
onen entstehen kdnnen, und sorgt dafiir, dass die Proteine ihre korrekte Struktur behalten.
Dadurch unterstiitzt HSP90 die Stabilitit und Funktionalitit des gesamten Proteoms. An-
gesichts der entscheidenden Rolle von HSP90 in zelluldren Prozessen, seiner Interaktion
mit verschiedenen Co-Chaperonen sowie der Vielzahl an client-Proteinen, ist es nicht
iiberraschend, dass die RNAi-induzierte Expressionsuppression des 4sp83-Gens zu Ver-
anderungen der Zellmorphologie und einer reduzierten Migrationsfahigkeit fiihrte. Zahl-
reiche Studien haben bereits die zentrale Bedeutung von HSP90 fiir die Zellmigration
belegt.

Sidera et al. untersuchten neurale Zellen aus Rattenembryos und fanden heraus, dass sich

HSPI0 nicht nur im Zytoplasma sondern auch an der Zelloberfliche von Zellen des peri-
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pheren und zentralen Nervensystems befindet. Sie vermuteten daher eine mogliche Be-
deutung im Zellmigrationsprozess wihrend der Entwicklung des Nervensystems. Weitere
Untersuchungen von Kleinhirn- und Ischiasnervzellen junger Ratten, zeigten nach
HSP90-Hemmung eine signifikant reduzierte Migration der Neuronen und Schwann-Zel-
len. Sie konnten zudem nachweisen, dass HSP90 an der Lamellipodienbildung beteiligt
ist. In Schwann-Zellen zeigten sich nach HSP90-Hemmung geringer entwickelte und aus-
gebreitete Lamellipodien (Sidera et al., 2004).

Lejong et al. untersuchten die Auswirkungen der HSP90-Inhibition auf die Migration
primordialer Keimzellen im Hithnerembryo. Diese Zellen entstehen friih in der Embryo-
nalentwicklung und legen einen weiten Weg entlang der Keimbahn zuriick, um die Go-
naden zu erreichen. Die Hemmung von HSP90 durch Geldanamycin fiihrte zu einer ver-
ringerten Migration der Keimzellen — ein Effekt, der bereits in fritheren Studien an Méu-
sen und Zebrafischen beobachtet wurde. Die Ergebnisse zeigten, dass die Keimzell-Mig-
ration nach der Behandlung mit Geldanamycin verzdgert war. Statt reguldr in die Gona-
den einzuwandern, verblieben viele Keimzellen ldnger in der Blutbahn oder siedelten sich
an ektopischen Orten wie dem dorsalen Mesenterium an. Dies fiithrte zu Fehlbildungen
der Gonaden und einer reduzierten Anzahl an Keimzellen in diesen Organen (Lejong et
al., 2020).

In der Studie von Park et al. wurden Co-Sedimentations- und Pull-Down-Assays verwen-
det, um die Interaktion von HSP90 mit Aktin und N-WASP zu analysieren. Der Co-Se-
dimentationsassay zeigte, dass HSP90 direkt an F-Aktin bindet, indem es nach Hochge-
schwindigkeitszentrifugation im Pellet mit den Aktinfilamenten nachgewiesen wurde. Er-
ginzend wurde ein Pull-Down-Assay durchgefiihrt, um zu zeigen, dass HSP90 nicht nur
an Aktin bindet, sondern auch mit N-WASP und dem Arp2/3-Komplex interagiert, was
fiir die Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts entscheidend ist. Diese Ergebnisse fiihr-
ten zur Identifikation von N-WASP als weiterem zentralen Interaktionspartner von
HSP90. Die Studie zeigt, dass HSP90 eine Schliisselrolle in der Regulation des Aktin-
Zytoskeletts spielt, indem es die durch den Arp2/3-Komplex und N-WASP induzierten
Aktinfilamente beeinflusst. Wéhrend diese normalerweise verzweigte Netzwerke bilden,
bindet HSP90 sowohl an F-Aktin als auch an N-WASP und fiihrt zu einer Umstrukturie-
rung der Filamente. Dies resultiert in der Bildung von langen, gebiindelten Aktinstruktu-
ren, die filopodiendhnliche Eigenschaften aufweisen. Die Interaktion zwischen HSP90
und N-WASP ist dabei essenziell, da eine Blockierung dieser Bindung die Aktinfilamente

in ihrer urspriinglichen, verzweigten Form belésst. In vitro zeigte sich, dass HSP90 keine
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Auswirkungen auf die initiale Nukleation der Aktinfilamente durch den Arp2/3-Komplex
hat, jedoch die strukturelle Organisation der gebildeten Filamente erheblich veridndert.
Durch die Ko-Lokalisierung von HSP90 mit N-WASP an den Verzweigungspunkten der
Aktinfilamente wird ein Ubergang von dendritischen Netzwerken zu parallelen Biindeln
induziert (Park et al., 2007b).

Wihrend diese Erkenntnisse die Bedeutung von HSP90 fiir die Regulation des Aktin-
Zytoskeletts in Sdugetierzellen unterstreichen, stellt sich die Frage, wie sich diese Funk-
tion in anderen Organismen darstellt — insbesondere in Drosophila, das kein N-WASP
besitzt. Wihrend Siugetiere tiber mehrere Vertreter der WASP- und WAVE-Proteinfa-
milie verfligen, gibt es in Drosophila nur je ein homologes WASP- und WAVE-Protein
(Pollitt & Insall, 2009). Das SCAR/WAVE-Protein spielt in Drosophila eine zentrale
Rolle bei Aktin-vermittelten Prozessen wie der Zellmigration, Phagozytose und der Bil-
dung suprazellulirer Aktomyosin-Netzwerke. In Saugetieren werden diese Funktionen
hiufig von N-WASP {ibernommen, was darauf hinweist, dass SCAR/WAVE in Droso-
phila eine kompensatorische Rolle iibernimmt (I. R. Evans et al., 2013). Eine mogliche
Erklarung fiir die von uns beobachteten Verdnderungen in der Zellmorphologie wire
folglich eine reduzierte Interaktion von Hsp83 mit WAVE. Ein Blick auf die Liste be-
kannter HSP90-Interaktoren zeigt jedoch, dass WAVE kein nachgewiesener Bindungs-
partner von HSP90/Hsp83 ist. Die von uns beobachteten Zellen nach RNAi-vermittelter
Gensuppression von Asp83 zeigten zudem einen Phénotyp mit breitem lamellipodialen
Rand, der partial unterbrochen wirkte und aus dem einzelne kurze filopodiale Strukturen
ragten. Im Gegensatz dazu, zeigten die Makrophagen nach RNAi-vermittelter Gensupp-
ression von WAVE einen deutlich abweichenden Phinotyp mit vollstindig zerstortem
Lamellipodien und langen Filopodien-dhnlichen Strukturen. Unsere Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die verdnderte Morphologie nicht auf eine reduzierte Interaktion von
Hsp83 mit WAVE zuriickzufiihren ist. Damit bleibt die zentrale Frage offen, liber wel-
chen Mechanismus Hsp83 in Drosophila die Aktindynamik und Zellmigration reguliert,
wenn es keine direkte Wechselwirkung mit WAVE zeigt.
Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit den Beobachtungen von Kiger et al., die eben-
falls ein RNAi-Screening durchfiihrten, um genetische Faktoren zu identifizieren, die die
Zellmorphologie von Drosophila-Zellen beeinflussen. Auch in ihrer Untersuchung er-
wies sich Hsp83 als ein zentraler Regulator der Zellform. Die RNAi-induzierte Abschal-
tung von Asp83 fithrte in Kc167-Zellen zu einer markanten Verdanderung der Zellmorpho-

logie: Die Zellen entwickelten zwei gegensitzliche Zellfortsdtze — einen, der reich an
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Aktinfilamenten war, und einen weiteren, der von Mikrotubuli dominiert wurde. Auf
Grundlage dieser Beobachtungen kamen Kiger et al. zu dem Schluss, dass Hsp83 eine
entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der Zellpolaritit und der Organisation des
Zytoskeletts spielt (Kiger et al., 2003). Unsere Beobachtungen bestdtigen damit die Er-
gebnisse von Kiger et al., da auch wir eine Verénderung der Zellmorphologie nach RNAi-

vermittelter Gensuppression von Asp83 festgestellt haben.

Es bleibt weiterhin unklar, durch welche molekularen Mechanismen das Chaperon Hsp83
die Aktindynamik und damit die Zellmorphologie beeinflusst. Eine mogliche Erklarung
wire, dass Hsp83 indirekt wirkt, indem es die Faltung und Stabilitdt zentraler zytoskele-
taler Regulatoren gewdhrleistet. Tatséchlich ist bekannt, dass Hsp83 eine Vielzahl von
Signalproteinen betreut, die an der Regulation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt sind — da-
runter auch Mitglieder der Rho-GTPase-Familie. Eine zentrale Rolle in der Zytoskelett-
organisation spielt Racl, eine Rho-GTPase, die essenziell fiir die Bildung von Lamellip-
odien ist. Ein wesentlicher Mechanismus, {iber den Racl die Aktinpolymerisation regu-
liert, ist die Aktivierung des WAVE/SCAR-Komplexes, welcher wiederum den Arp2/3-
Komplex stimuliert und die Bildung verzweigter Aktinfilamente fordert (Ding et al.,
2022). Neben der Regulation der Aktinverzweigung steuert Racl auch die Aktinvernet-
zung durch Filamin sowie die Depolymerisation durch Cofilin, wodurch eine dynamische
Reorganisation des Zytoskeletts ermoglicht wird (H. J. Kim et al., 2022; Pyronneau et al.,
2017). Gao et al. zeigten, dass HSP90 in embryonalen Mausfibroblasten fiir die vollstin-
dige Aktivierung von Racl und damit fiir eine effiziente Membranriischenbildung und
Zellmigration erforderlich ist (Gao et al., 2007). Dies unterstreicht die Mdglichkeit, dass
eine fehlerhafte Hsp83-Funktion dazu fithren konnte, dass die Racl-vermittelte Aktindy-
namik gestort wird — was sich in den beobachteten Verdnderungen der Zellmorphologie
widerspiegelt.

Eine weitere Hypothese wire, dass Hsp83 liber posttranslationale Modifikationen wie
Phosphorylierung oder Ubiquitinierung Einfluss auf Schliisselfaktoren der Zellpolaritét
nimmt. Ein spannendes Protein, das auf der bereits erwéhnten Liste steht, ist die Protein-
kinase LIMK1 (LIM Domain Kinase 1). Diese bildet gemeinsam mit dem aktin-binden-
den Protein Cofilin einen Signalweg zur Regulation der Aktinpolymerisation und Zell-
migration, der 1998 von Arber et al. identifiziert wurde. Cofilin durchtrennt Aktinfila-
mente und induziert ihre Depolymerisation. Es wird aufgrund seiner Funktion auch Ak-
tin-Depolymerisationsfaktor (ADF) genannt und stellt ein physiologisches Substrat der
LIM-Kinase 1 dar. Die Phosphorylierung durch LIMK1 inaktiviert Cofilin, was folglich
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die Aktinpolymerisation fordert (Arber et al., 1998). Hsp90 spielt bei diesem Signalweg
eine libergeordnete Rolle, als Regulator der LIMK 1. Die Bindung von Hsp90 an LIMK1
fiihrt zu dessen Aktivierung, stabilisiert und schiitzt vor proteasomalem Abbau (R. Li et
al., 2006). Eine kurze Recherche auf der Website FlyBase zeigte, dass alle Komponenten
des Hsp90/LIMK1/Cofilin-Signalweges auch in Drosophila zu finden sind, wobei das
Ortholog von Cofilin in Drosophila Twinstar ist.

Um diese Mechanismen weiter zu entschliisseln, konnten gezielte Interaktionsstudien
wertvolle Einblicke liefern. Zukiinftige Untersuchungen sollten sich darauf konzentrie-
ren, ob Hsp83 direkt mit regulatorischen Netzwerken der Zellmorphologie interagiert

oder ob sein Einfluss tiber eine stabilisierende Funktion vermittelt wird.

\ Hsp90 ‘
Aktivierung, Stabilisierung,
+ Schutz von Abbau
| LIMK1 |

Phosphorylierung

flihrt zur Inaktivierung
Q Cofilin |

Aktin-Depolymerisation
gehemmt

e,

Abbildung 35: Schematische Darstellung des Hsp90/LIMK1/Cofilin-Signalweges. Hsp90 er-
hoht die katalytische Aktivitdt von LIMK1. Die Phosphorylierung von Cofilin fiihrt zu dessen
Inaktivierung und die Aktin-Depolymerisation wird gehemmt.

die Aktin-Depolymerisation wird gehemmt.

Die Bedeutung eines funktionstiichtigen HSP90-Proteins erstreckt sich nicht nur auf die
Embryonalentwicklung, wie es in den Studien von Sidera et al. und Lejong et al. beschrie-
ben wurde, sondern zeigt sich auch im adulten Organismus. Besonders in der Onkologie
kommt HSP90 eine entscheidende Rolle zu. Zum einen stabilisiert es Onkoproteine und
schiitzt diese vor dem Abbau, zum anderen fordert es durch seinen Einfluss auf die Dy-
namik des Zytoskeletts die Zellmigration und begiinstigt so die Invasion von Tumorzel-
len. Es ist bemerkenswert, dass HSP90 bei Krebs hochreguliert ist und seine ATPase-
Aktivitidt um das etwa 50-fache gesteigert wird (Kamal et al., 2003). Experimente von
Taiyab et al. belegen, dass die Hemmung von HSP90 durch den Inhibitor 17AAG zu einer
erheblichen Einschrinkung der Zellbeweglichkeit und zu Verdnderungen in der Zellmor-

phologie fiihrt. In ihren Untersuchungen an menschlichen Brustkrebszellen (MDA-MB-
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231) und transformierten Rattenfibroblasten (F111) zeigte sich, dass die Hemmung von
HSP90 sowohl die Bildung von Zellfortsdtzen wie Filopodien und Lamellipodien als auch
die Fahigkeit der Zellen zur Invasion deutlich reduzierte. Ergdnzende Immunprézipitati-
ons- und FRET-Experimente ergaben zudem, dass HSP90 mit I6slichem Aktin (G-Aktin)
interagiert und diese Bindung nach der Hemmung von HSP90 sogar verstirkt wurde. Dies
fiihrte zu einer verringerten Aktinpolymerisation und beeintréchtigte somit die Bildung
zelluldrer Fortsdtze (Taiyab & Rao, 2011). Da HSP90 eine Vielzahl an Onkoproteinen
stabilisiert, die in Krebszellen oft fehlreguliert sind, erscheint die gezielte Hemmung von
HSPI0 als vielversprechende therapeutische Strategie, um Tumorwachstum, Invasion

und Metastasierung wirksam einzuddmmen.

Die Ausbreitung beweglicher Zellen auf einer Substratoberfldche ist ein komplexer Pro-
zess, der mit einer Reorganisation des Aktinnetzwerks einhergeht. In unseren Experimen-
ten fiel auf, dass die Zellen beider Asp83-RNAi-exprimierenden Fliegenlinien auffallend
klein waren. Insbesondere bei der 4sp83-RNA1 #2 Linie, zeigten sich zahlreiche kleine,
runde Zellen, die keine klar strukturierten Lamellipodien oder Filopodien aufwiesen. Dies
konnte entweder auf eine fehlende Ausbreitungféhigkeit oder auf Differenzierungsde-
fekte hinweisen, die durch die Hemmung der Asp83-Gensuppression ausgelost wurde.
Wir testeten daher die Zellen auf ihre Fahigkeit, sich auf unterschiedlich beschichteten
Deckgldsern auszubreiten, und untersuchten sowohl die Lektin-vermittelte als auch die
Integrin-vermittelte Zellausbreitung. Beide RNAi-Linien zeigten eine verringerte Zell-
grofle auf ConA-beschichteten sowie auf Vitronektin-beschichteten Oberfldchen, wobei
der Effekt bei der Integrin-vermittelte Zellausbreitung gréfler war. Daraus lédsst sich
schlieen, dass der reduzierte ZellgroBenphinotyp nicht von der Art der Zelladhdsion
oder der Art des Substrats abhédngt. Vielmehr deutet dies darauf hin, dass die Hemmung
von Hsp83 eine grundlegende Stérung der Zellphysiologie verursacht, die sowohl die In-
tegrin-vermittelte als auch die Lektin-vermittelte Zellausbreitung beeinflusst. Dies konnte
darauf hinweisen, dass hsp83 eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der Zellaus-
breitung und -gréBe spielt, unabhéngig davon, ob die Zellen auf ConA oder Vitronektin
beschichtet sind. Es ist denkbar, dass Hsp83 in der Signaltransduktion und/oder der Um-
strukturierung des Zytoskeletts wihrend der Zellausbreitung eine zentrale Funktion hat.
In diesem Zusammenhang wire es spannend, einen vergleichenden Versuch mit hsp83-
Nullmutanten durchzufithren, um anschlieBend zu tiberpriifen, ob die reduzierte Zell-
grofle durch eine himozytenspezifische Reexpression von Hsp83-Proteinen wiederher-

gestellt werden kann. Auf diese Weise lieBBe sich kldren, ob der beobachtete Defekt direkt
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durch das Fehlen von Hsp83 verursacht wird oder ob er durch andere experimentelle Um-
stande bedingt ist.

Alternativ konnte die verdanderte Zellgro3e und Morphologie auch auf Differenzierungs-
defekte der Makrophagen zuriickzufiihren sein. Es stellt sich die Frage, ob die Makropha-
gen unter den hsp83-RNAi-Bedingungen nicht in der Lage sind, ihre normale Differen-
zierung oder Funktion vollstdndig zu entfalten. In diesem Zusammenhang wiére es inte-
ressant zu untersuchen, ob die hsp83-Makrophagen noch die charakteristischen Merk-
male von Plasmatozyten aufweisen oder ob sie sich moglicherweise in einen anderen
Zelltyp differenziert haben. Diese Hypothese konnte durch eine genauere Analyse der

Zellmarker und Differenzierungsprozesse weiter erforscht werden.

4.4. Schlussfolgerung

Die durchgefiihrte RNA-Sequenzierung durch die AG Bogdan hat gezeigt, dass die Ex-
pression einer Vielzahl von Genen wihrend der Metamorphose von Drosophila Himozy-
ten hochreguliert ist, was einen potenziellen Einfluss dieser Gene auf die Zellmigration
vermuten lie. Der Vergleich der Genexpression zwischen larvalen und pupalen Hdmozy-
ten hat eine robuste Grundlage fiir die Identifizierung migrationsrelevanter Gene geschaf-
fen. Das resultierende RNAi-Screening ermdglichte es, spezifische Kandidatengene wie
Vrpl und Hsp83 zu untersuchen, deren Rolle bei der Regulation des Aktinzytoskeletts
und der Zellmigration detailliert analysiert wurde.

Die Identifikation von Vrpl als wichtiger Regulator fiir die Lamellipodienbildung und
Zellmigration hebt hervor, wie entscheidend die Verprolin-Familie fiir die Aktinpoly-
merisation ist. Die reduzierte Zellmigration nach Vrpl-Knockdown konnte auf eine ver-
anderte Regulation von Aktin-assoziierten Proteinen zurlickzufiihren sein. Da der beo-
bachtete Phinotyp Ahnlichkeiten mit WA VE-vermittelten Prozessen aufweist, bleibt un-
klar, ob Vrpl seine Funktion iiber eine direkte Interaktion mit WASP ausiibt oder ob ein
alternativer Signalweg involviert ist. Moglicherweise existieren mehrere Mechanismen,
durch die Vrpl das Zytoskelett reguliert.

Hsp83, ein molekulares Chaperon, zeigte nach Expressions-Suppression ebenfalls signi-
fikante Auswirkungen auf die Zellmorphologie und Migration, ohne jedoch WAVE- oder
WASP-Proteinkonzentrationen zu beeinflussen. Dies deutet auf einen alternativen Me-
chanismus hin, moglicherweise durch die Regulation anderer zytoskelettassoziierter Pro-

ZESS¢E.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen die Effektivitit des RNAi-Screenings zur funktio-
nellen Analyse migrationsrelevanter Gene, die zuvor durch Transkriptomanalysen iden-
tifiziert wurden. Trotz dieser modernen Untersuchungsmethode verbleibt eine Vielzahl
potenziell relevanter Gene unentdeckt, was das Potenzial fiir weiterfiihrende Untersu-
chungen aufzeigt. Diese Erkenntnisse legen eine Grundlage fiir die zukiinftige Erfor-
schung der molekularen Mechanismen der Zellmigration und konnten langfristig auch
Anwendungen in der Medizin finden, etwa bei der Untersuchung von Immunzellen oder

Metastasenbildung.
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Die Fahigkeit zu migrieren, ist wichtig fiir viele zelluldren Prozesse, die Zellen zu einem
vielzelligen Organismus formen und im weiteren Verlauf die Adaption an sich verén-
dernde Umweltbedingungen ermdglichen. Der molekulare Motor ist die Polymerisation
von Aktinfilamenten, deren Organisation und Dynamik eine grundlegende Rolle beim
Autfbau der Zellform und der Ermoglichung zur Migration spielt.

Die Fruchtfliege Drosophila melanogaster hat ein Blutzellsystem, das funktionell grof3e
Ahnlichkeit zum himatopoetischen System von Wirbeltieren hat. In dieser Arbeit unter-
suchten wir Plasmatozyten, spezielle Zellen des Immunsystems, die mit Sdugetier-Mak-
rophagen vergleichbar sind. Die Metamorphose erfordert ein effektives System zum Ab-
bau der larvalen Gewebestrukturen und erfordert Zellen, die durch den Korper migrieren
konnen. Lehne et al. identifizierten eine Vielzahl an Genen, die beim Ubergang vom Lar-
ven- zum Puppenstadium in ihrer Expression hochreguliert werden. Wir nutzten die re-
sultierende Auflistung von Genen mit unterschiedlichen Expressionsniveau fiir ein syste-
matisches RNAi-Screening zur Identifizierung von Genen, deren Produkte Einfluss auf
die Zellmigration haben.

Das vrpl-Gen, dessen Translationsprodukt zur Verprolin-Familie gehort, fiel nach Ex-
pressions-Suppression durch eine verminderte Lamellipodien- und verstirkte Filopodien-
bildung auf. Die Quantifizierung ergab eine signifikante Reduktion der Zellzirkularitét
und Rundheit. Die anschlieBende Analyse der Bewegungsfahigkeit zeigte, dass sich die
Vrpl-reduzierten Zellen signifikant langsamer bewegten und lie3 auf einen Migrations-
defekt schlieBen. Wir stellten zudem eine verminderte WASP-Konzentration in den
Vrpl-supprimierten Makrophagen fest. Kiinftige Untersuchungen sind erforderlich, um
zu verstehen, auf welche genaue Weise Vrpl in Drosophila die Zellform und -motilitit
steuert.

Als zweiten Kandidaten untersuchten wir das Hitzeschockprotein Hsp83, das nach Ex-
pressions-Suppression mit kleinen Zellen und unregelmiBiger Lamellipodienbildung auf-
fiel. Die Quantifizierung ergab eine signifikant verminderte Zellgrof3e, sowohl nach Lek-
tin-vermittelter, als auch nach Integrin-vermittelter Ausbreitung. Auch die Zellzirkulari-
tat und Rundheit zeigten sich signifikant vermindert. Die Auswertung der Echtzeit-Mik-
roskopie ergab eine relevante Reduktion der durchschnittlichen Zellgeschwindigkeit und
der durchschnittlich zuriickgelegten Strecke. Wir konnten keinen Einfluss auf die

WAVE- oder WASP- Konzentration von Asp83-RNA1 exprimierenden Zellen feststellen.
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The ability to migrate is important for many cellular processes that shape cells into a
multicellular organism and later enable adaptation to changing environmental conditions.
The force-generating motor is the actin cytoskeleton, whose organization and dynamics
play a fundamental role in building cell shape and enabling migration.

The fruit fly Drosophila melanogaster has a blood cell system that functions similar like
the hematopoietic system of vertebrates. In this study we investigated plasmatocytes,
which are special cells of the immune system that are comparable to mammalian macro-
phages. Metamorphosis requires an effective system to break down the larval tissue struc-
tures and requires cells that can migrate throughout the body. Lehne et al. identified a
variety of genes that are upregulated during the transition from the larval to the pupal
stage. We used the resulting list of genes with varying expression levels for a systematic
RNAI screening to identify genes whose products influence cell migration.

The vrpl gene, whose translation product belongs to the verproline family, showed re-
duced lamellipodia and increased filopodia formation after RNAi-mediated suppression.
Quantification revealed a significant reduction in cell circularity and roundness of vrpI-
depleted cells. Subsequent analysis of motility showed that the vip/-depleted cells moved
significantly more slowly, suggesting a migration defect. We also found a reduced WASP
concentration in the knock-down macrophages. Future studies have to reveal how
Vrpl/WIP acts through WASP to regulate cells shape and motility.

The second gene we examined was the heat shock protein Hsp83, which stood out after
expression-suppression with small cells and irregular lamellipodia formation. Quantifi-
cation revealed a significantly reduced cell size after both lectin-mediated and integrin-
mediated proliferation. Cell circularity and roundness were also significantly reduced.
The evaluation of the live cell microscopy showed a relevant reduction in the average cell
speed and the average distance covered. We could not determine any effect on the WAVE

or WASP concentration of Asp83-RNA1 expressing cells.
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7. Anhang

7.1. Erganzende Tabelle

Tabelle 9: TOP50-Liste

VDRC | VDRC | VDRC
CGH# Name ID ID ID
10832
CG3879 | Mdr49 7 42514
10796 10067
CG34379 |Shrm 6 2
10844
CGl17122 |CG17122 |8 26130
10138
CG45110 |tau 25666 |6 25023
10637
CG17295 |Rcd4 6 25251
Myo28B 10101
CG6976 1 6 37531
10856
CG1242  |Hsp83 8 7716
11063 |10143
CG9765  |tacc 3 9
CG8896 18w 36305 | 44387 |965
10138
CG31715 |CG31715 1 21504
10550
CG7131 CG7131 7 52520
11055
CG7662 |veli 6 46963
10701 | 10581
CG34347 | CG34347 7 2
CGl17461 |Kif3C 43641 (43639
CG8649  |Fim 46029 | 6276
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10450
CGI18405 |Semala 5 4743
CG6025 | Arll 17826
CG2198 | Ama 22945 (22944
CG10072 |sgl 29434
Ppat-
CG10575 |Dpck 31270
10973
CG6891 CG6891 8 50055
10774
CG3204  |Rap2l 5 45230 |45228
CG12363 |DIc90F 31750 31749
10306
CG17484 |pl120ctn 3
CG9623  |if
CG4551 | Dyrk2 40534
CG3171 | Trel 7220
CG5481  |robo2 11823
CG1363  |blow
10442
CG32697 |Ptpmeg2 |7 21275 (21276
CG10379 |mbc 16044
CG10724 |flr 22851 (22850
CG10751 |robl 22760
10574
CG32858 |sn 7
CG8222 | Pvr 13502 43459 |43461
10535
3 977
CG8095  |scb 27545
10199
CG5869 |GMF 4
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CG12919 |egr
CG12284 |Diapl
CG9617 | Sgtl
11059
CG4254  |tsr 9
10912
CG30173 |HSPC300 0 35794
7 ver-
CG42610 | Fhos sch.
10527
CG8936 | Arpc3B 8 47207
Arpcé
10057
CG8978 | Arpcl 3 42171
Swip-1 | Franzi
gukh Mila
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