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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die frilhe Beinentwicklung wéhrend der Embryogenese des Mehlkéfers Tribolium cas-
taneum beruht auf der Evagination des Gewebes in definierten Regionen entlang der ante-
rior-posterioren Achse. Die so gebildete Extremititenknospe wichst dann im weiteren
Verlauf der Embryogenese durch weitere Zellteilungen, gerichtete Zellbewegungen und
Zellforméinderungen nach distal aus. Bisher wurde bereits eine Vielzahl von Genen identifi-
ziert, die fiir das Wachstum und die Formgebung des Tribolium-Beins verantwortlich sind.
Die zellbiologischen und molekularen Mechanismen, die das primére distale Auswachsen
der Beinanlage verursachen, sind jedoch nicht bekannt.

In dieser Arbeit wurden erstmals Faktoren identifiziert, die das gerichtete Auswachsen von
Beinen und Kopfanhédngen (Evagination) mal3geblich steuern: die Gene Tc-flipflop1 (Tc-ff1)
und Tc-flipflop2 (Tc-ff2). Beides sind kurze Gene ohne bekannte konservierte Doménen oder
Homologe in anderen Organismen. Ein Knockdown der Tc-flipflop Gene durch RNAI fiihrt
zur Einstiilpung der embryonalen Extremitdtenknospe und zur Bildung der Koérperanhénge
im Inneren der Larve. Ebenso traten weitere Phénotypen wie unvollstdndiger Riickenschluss
und Bildungsdefekte der extraembryonalen Membranen auf. Mit der Identifikation weiterer
Gene mit gleichem Knockdown-Phinotyp konnten die Tc-flipflop Gene in Rho-assoziierte,

nichtkanonische Wnt-Signalwege eingeordnet werden.
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1. Einleitung

1.1. Einstiilpung vs. Ausstiilpung - Epitheliale Morphogenese im Modell
"All limbs are not the same." (Christen & Slack, 1998)
Der generelle Bauplan der Arthropodenextremititen und fiir deren Anlage, Entwicklung und
Differenzierung zusténdige Entwicklungsgene sind evolutionér hoch konserviert (Abzhanov
& Kaufman, 2000; Beermann et al., 2001; Cohen, 1990; Lewis, 1978; Stuart et al., 1991).
Dennoch sind einige Mechanismen wie Beinentstehung nicht identisch. So unterscheiden
sich die ersten Schritte der Beinentwicklung bei den holometabolen Insekten, der Taufliege
Drosophila melanogaster und die des Rotbraunen Mehlkéfers Tribolium castaneum, grund-
legend. Wihrend der Embryonalentwicklung von Drosophila invaginieren die Anlagen der
Strukturen wie Beine, Fliigel und Mundwerkzeuge und entwickeln sich als Imaginalscheiben
im Inneren der Larve. Dies stellt eine evolutionér abgeleitete Form der Entwicklung von
Korperanhingen dar. Weitaus hdufiger - und neben fast allen Arthropoden auch in Vertebra-
ten zu sehen - ist jedoch die Evagination der Extremititenknospe, die durch kontinuierliches
Wachstum eine Kdorperanhangsstruktur bildet. Nach diesem Prinzip entwickeln sich auch
die Extremititen in Tribolium castaneum. Tribolium zeichnet sich durch unkomplizierte
Haltung und eine kurze Generationszeit aus. Neben Drosophila wurde dieses Insekt durch
die Entwicklung von Methoden zur Untersuchung von Genfunktionen, des Live-Imaging,
transgenen Techniken und der Sequenzierung seines Genoms als weiterer Modellorganis-
mus fiir entwicklungsbiologische Fragestellungen etabliert (Brown et al., 2009; Richards et
al., 2008; Schroder et al., 2008). Eine Methode, um Genfunktionen in 7ribolium zu analy-
sieren stellt die RNA Interferenz (RNA1) dar. Die Methode der RNAi beruht auf dem post-
transkriptionellen Genknockdown mithilfe einer Doppelstrang-RNA (dsRNA), deren Se-
quenz spezifisch fiir ein Fragment des Zielgens ist. Dies hat den Abbau komplementérer
mRNA zur Folge und das Protein wird nicht translatiert. Der Vorteil dieser Anwendung in
Tribolium ist die systemische Verbreitung injizierter RNA in alle Gewebe, einschlieBlich
der Gonaden. So konnen Knockdown-Effekte in den Nachkommen analysiert werden, ohne
Mutationslinien generieren zu miissen. Zum Ausschluss von Off-target Effekten und um die
Reproduzierbarkeit zu iiberpriifen werden nicht-iiberlappende Fragmente (NOFs) generiert

und hinsichtlich ihrer Knockdown-Effekte verglichen.

Generell basiert das formgebende Auswachsen von epithelialen Geweben auf dynamischen

Prozessen, welche die Féhigkeit der polarisierten Zellwanderung und Zellformverédnderung
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zur Voraussetzung haben. Dies gilt z.B. fiir das Auswachsen einer Struktur wie dem Bein,
die nach Innen gerichtete Furchenbildung bei der Gastrulation und die planare Fusion eines
Gewebes, also die aufeinander zugerichtete Bewegung zweier Epithelien in einer Ebene, wie
des Riickenschlusses. Epitheliale Gewebe werden als in einer Flache angeordnete adhdrente
Zellen mit apiko-basaler Polaritit primir tiber Adherens Junctions miteinander verbunden
(Kondo & Hayashi, 2015). Adherens Junctions sind als Proteinkomplexe mit dem Cytoske-
lett und Septate Junctions (in Arthropoden, Tight Junctions in Vertebraten) verbunden
(Anderson et al., 2004; Furuse & Tsukita, 2006; Kondo & Hayashi, 2015). Damit sich ein
Epithel nach auB3en stiilpt, wird in diesem Bereich eine Spannung durch Zellformverinde-
rung aufgebaut. Die Zellen werden an der Innenseite verengt (basale Konstriktion) und ge-
gebenenfalls apikal geweitet. Damit ein Gewebe invaginieren kann ziehen sich die Zellen
an der Aullenseite zusammen (apikale Konstriktion) und werden nach basal weiter (Lewis,
1947). Im Gegensatz zu In- und Evagination zeichnet sich der planare Zusammenschluss
eines Epithels, wie der Dorsalschluss, vor allem durch die Verbreiterung der Zellverbénde
aus, welche ein polarisiertes Migrationsverhalten der Zellen an den vorderen Kanten (/ea-
ding edge cells) zur Voraussetzung haben (Harden, 2002). Der Dorsalschluss in Drosophila
ist als Modell dynamischer Zellmorphogenese bereits gut untersucht und prinzipiell auf &hn-
liche Prozesse wie z.B. die Wundheilung in Vertebraten {ibertragbar. Die im Dorsalschluss
entstehenden Gewebespannungen sind dabei nicht nur von epidermalem Gewebe abhingig,
sondern involvieren auch die extraembryonalen Membranen, welche den Embryo bis zu die-
sem Zeitpunkt umschlieBen. Dieses Gewebe, welches letztlich im Dorsalschluss vom emb-
ryonalen Gewebe eingeschlossen wird, besteht bei Drosophila aus einer reduzierten
Amnioserosa. Tribolium weist, wie andere Insekten, zwei extraembryonale Membranen,
Amnion und Serosa, auf (Panfilio et al., 2013). Damit der Dorsalschluss vollzogen werden
kann, muss sich extraembryonales Gewebe an der ventralen Seite des Embryos 19sen, um
nach dorsal gezogen zu werden. Es wurde gezeigt, dass diese Ruptur aktiv vom Amnion
durchgefiihrt wird, wéihrend die Serosa kontrahiert und die Gewebe letztlich als Dorsalorgan

vom embryonalen Epithel eingeschlossen werden (Hilbrant et al., 2016).

Allen diesen Mechanismen, ob Gewebefaltung oder -zusammenschluss, geht der Aufbau
einer kontraktilen Spannung des Cytoskeletts voraus, welcher vor allem auf Interaktionen
von Aktin und Myosin beruht. Fiir die Stabilitit eines Zellverbandes ist dariiber hinaus der
Aufbau von Zell-Zell Adhdsion notwendig. Essentielle Regulatoren sind hierbei die Zell-

Adhisions-Rezeptoren der Cadherin- und Immunoglobulin- Superfamilien, welche hoch
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konserviert sowohl in Vertebraten als auch Invertebraten zu finden sind (Hill et al., 2001;
Hynes & Zhao, 2000). Allein in Drosophila wurden mindestens 17 Cadherine identifiziert
(Hill et al., 2001). Klassische Cadherine sind Transmembranproteine mit einer extrazelluli-
ren Cadherin-Doméne, welche Zell-Zell-Kontakte herstellt, sowie einer intrazelluldren Do-
méne, die mit anderen Proteinen wie Catenin interagiert. Catenine sind mit dem Cytoskelett

assoziiert und regulieren so die Cadherin-Aktivitit.

1.2. Die Familie der Rho-GTPasen bei der epithelialen Morphogenese
Die Ausbildung und Formgebung von Gewebe beinhaltet das komplexe Zusammenspiel
morphogenetischer Ereignisse, hervorgerufen durch eine Vielzahl rdumlich und zeitlich ge-
steuerter Signalwegskomponenten. Fiir den Aufbau und die (Re-) Organisation des Aktin-
Cytoskeletts, was die entscheidende Kraft hinter diesen zelldynamischen Ereignissen dar-
stellt, ist die Familie der Rho-GTPasen maligeblich verantwortlich (Braga, 1999; Kaibuchi
et al., 1999; Nobes & Hall, 1994; Nobes & Hall, 1995). Rho-GTPasen, wie Rho, Rac und
Cdc42, regulieren Aktin-Myosin II Bildung, Zell-Zell Adhédsion, Polaritdt, Zellmigration
und -motilitit (Kaibuchi et al., 1999; Nobes & Hall, 1994; Schlessinger et al., 2009). Ent-
sprechend ihrer Funktionen sind sie membranassoziiert und agieren dort, je nach Funktion
und beteiligter Signalmolekiile, in unterschiedlichen Signalkaskaden. Dabei fungieren sie
als molekulare Schalter, wobei sie zwischen einem aktiven GTP-gebundenen und einem in-
aktiven GDP-gebundenen Zustand alternieren. Die Regulation des aktiven und inaktiven
Zustands dieser Proteine erfolgt iiber GEFs (Guanine Nucleotide Exchange Factor) und
GAPs (GTPase activating Protein). Wahrend GAPs die inaktive Form gewihrleisten, besit-
zen GEFs aktivierende Funktion. Ein fiir Prozesse der Zellformverdnderung essentielles Sig-
nalmolekiil ist RhoGEF2. Dieses steuert die Regulation von Actomyosin-Kontraktilitét, den
Bindungs-Ab- und Wiederaufbau zwischen Actomyosin und Adherens Junctions, sowie die
Initiierung apikaler Konstriktion (Barrett et al., 1997; Héacker & Perrimon, 1998; Kolsch et
al., 2007; Lecuit & Lenne, 2007; Padash Barmchi et al., 2005). Letztere beschreibt das Zu-
sammenziehen von Zellen an der AuBlenseite, welches die Invagination eines Gewebes erst
ermoglicht. RhoGEF2 ist ein hochkonserviertes GEF, welches Proteine der Rho-GTPasen
Familie reguliert (Barrett et al., 1997). GEFs besitzen mindestens eine konservierte, ca. 200
Aminosduren lange Dbl homology (DH) Domine, auch als RhoGEF-Doméne bezeichnet,

welche in der Regel mit einer Pleckstrin homology (PH) Doméne co-lokalisiert ist (Manser,
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2005). In Drosophila ist Dm-RhoGEF2 ubiquitdr in den apikalen Bereichen von Epithelzel-
len exprimiert (Kdlsch et al., 2007; Padash Barmchi et al., 2005) und essentiell fiir die Bil-
dung der Ventralfurche, als auch fiir den Dorsalschluss. Der Verlust von Dm-RhoGEF2 fiihrt
dazu, dass die Ventralfurche nicht mehr gebildet wird und Offnungen auf der dorsalen Seite
der Kutikula zuriickbleiben (Hacker & Perrimon, 1998). Es gibt eine Vielzahl an GEFs, wel-
che dementsprechend an mehreren Morphogeneseaspekten von Zellverhalten beteiligt sind.
Allein im Humangenom sind ca. 80 GEF-Gene vorhanden (Goicoechea et al., 2014). Die
meisten GEFs konnen mit mehreren unterschiedlichen Proteinen der Rho-Familie interagie-
ren (Machesky & Hall, 1996). Beispielsweise sind die GEFs RhoGEF64C und Trio mitver-
antwortlich fiir die Zellmigration und die Ausbildung von Lamellipodien, um die notige
Zellmotilitit zu gewdhrleisten (Bakal et al., 2007; Bashaw et al., 2001; Lanier & Gertler,
2000).

Rho-Signaltransduktion interagiert wahrend morphogenetischer Prozesse in der Regel mit
anderen Komponenten der Jun-n-terminalen-Kinase (JNK-), G-Protein-gekoppelter (GPCR)
oder nichtkanonischer Wnt-Signalwege (Cadigan & Nusse, 1997; Harden, 2002; Kerridge
et al., 2016; Nomachi et al., 2008).

1.3. Nichtkanonische Wnt-Signalwege und Planare Zellpolaritiit (PCP)
Die Wnt-Familie gehort zu den Hauptakteuren entwicklungsbiologischer Prozesse, be-
stimmt Zellschicksale, Zellformverdnderungen und beeinflusst Zellpolaritit (Cadigan &
Nusse, 1997; Ho et al., 2012). Die Terminologie der Wnt Gene basiert auf dem erstbeschrie-
benen Gen Wnt-1 (Drosophila wingless (wg) und Maus int-1) (Cadigan & Nusse, 1997). Im
Menschen wurden 19 Wnt-Gene identifiziert, in Tribolium neun (Bolognesi et al., 2008a;
Bolognesi et al., 2008b; Niehrs, 2012). Je nach Art der Signaltransduktion werden kanoni-
sche (B-Catenin-abhéngige) und nichtkanonische (B-Catenin-unabhéngige) Signalkaskaden
unterschieden. Wihrend kanonische Wnts via der Transmembranrezeptoren Frizzled und
LRP als Transkriptionsregulatoren agieren, ist die Rolle nichtkanonischer Wnt-Signale auf-
grund der unterschiedlich involvierten Downstream-Kaskaden noch wenig verstanden. Als
Rezeptoren nichtkanonischer Wnt-Kaskaden wurden Transmembran-Rezeptor Tyrosinkina-
sen (RTKs) wie Ror (Receptor Tyrosine Kinase-like Orphan Rezeptor), Ryk (Receptor Ty-
rosin Kinase), Ptk7 (Protein-Tyrosine Kinase) und Musk (Muscle Skeletal Receptor
Tyrosine Kinase) identifiziert (Green et al., 2014; Niehrs, 2012; Schlessinger et al., 2009).
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Diese regulieren tiber Rho-assoziierte GTPasen Cytoskelettdynamik-basierte Morphogenese
und gerichtete Zellbewegung mittels planarer Zellpolaritdt (PCP) und konvergenter Exten-
sion (CE). Wihrend PCP die Polaritit von Gewebe in der Fldche bestimmt, beschreibt CE
die aktive Streckung und gleichzeitige Stauchung von Zellen in dieser Ebene (Keller et al.,

2000; Tada & Kai, 2009; Zhou et al., 2015).

Die Beteiligung nichtkanonischer Wnt-Signalwege an der Evagination von Geweben, wie
auch der Beinentwicklung, wird fiir Vertebraten als auch Hydra bereits vermutet, jedoch
sind die Prozesse fiir die Initiation noch nicht verstanden. Wnt- in Kombination mit FGF-
(Fibroblast Growth Factor) und MAPK- (Mitogen-Activating Protein Kinase) Komponenten
sind hierbei fiir die Ausrichtung der Polaritét und das proximal-distale Auswachsen verant-
wortlich (Green et al., 2008; Gros et al., 2010; Philipp et al., 2009). Als beteiligte Rezeptoren
wurden hierbei Ror und Ryk identifiziert, wobei Wnt5a als Ligand dient (Green et al., 2014;
Gros et al., 2010; Hopyan et al., 2011). In Tribolium wurde bereits der Einfluss des kanoni-
schen Wnt-Signalwegs via der Rezeptoren Frizzled und LRP untersucht. Dabei wurden fiir
einen kombinierten Knockdown der Rezeptoren 7c-Frizzled 1 und 7c-Frizzled 2 Defekte in
der Beinentwicklung beschrieben (Beermann et al., 2011). Der nach auBBen gerichtete Aus-
wuchs der Extremitéten ist hierbei jedoch nicht betroffen. Fiir die Festlegung der proximal-
distalen Achse des Beins sind Gene verantwortlich, die zu einem fritheren Zeitpunkt der
Embryogenese in den Beinanlagen exprimiert werden. Einen essentiellen Faktor fiir die Po-
sitionsinformation der Anlagen stellt das Gen distalless (dll) dar (Cohen, 1990). Die Loka-
lisation von distalless wird dabei via Wnt-, Dpp- und Hedgehog- Signalen vorgegeben,
wihrend die spétere Segmentierung von homeotischen Genen reguliert wird. In Tribolium
fithrt der Knockdown von Tc-dll zu verkiirzten Bein- und Kopfanhidngen, wobei im Extrem-
fall nur noch die basal-proximalen Segmente gebildet werden (Beermann et al., 2001). Den-
noch werden Korperanhangsstrukturen primér ausgebildet. Daher stellt sich die Frage nach
bisher unbekannten Faktoren, welche von Beginn an das Ausstiilpen dieser Strukturen be-
stimmen. Es gibt bereits morphogenetische Beschreibungen, welche Voraussetzungen fiir
die Faltung eines Gewebes gegeben sein miissen (siehe oben). Die treibenden Kréfte dieser
Prozesse sind bisher aber noch nicht verstanden. Einen ersten Hinweis auf die genetischen
Grundlagen der Beinausstiilpung geben die Gene Tc-flipflopl und Tc-flipflop2. Diese wur-
den, basierend auf dem flipflop RNAi Phianotyp des iBeetle-Projekts, als neue Gene in 77i-

bolium identifiziert und in dieser Arbeit analysiert.
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1.4. Neue verwaiste Gene
Koénnen neue Gene aufgrund ihrer unbekannten Zugehorigkeit nicht eingeordnet werden,
bezeichnet man sie hiufig als Orphan-Gene (Gentile et al., 2011). Orphan- (,,Waisenkind*)
Gene zeichnen sich durch das Nichtvorhandensein jeglicher Homologie zu Genen in anderen
Abstammungslinien aus. Dies macht es unmoglich, solche Gene beziiglich ihrer Struktur
und Funktion mit Genen anderer Organismen zu vergleichen (Tautz & Domazet-LoSo,
2011). Sie sind oft gekennzeichnet durch kurze ORFs (open reading frame, Leserahmen),
wenige Exons, ein niedriges Expressionslevel und X-chromosomale Lokalisation (Palmieri
et al., 2014; Schlétterer, 2015). Dariiber wie ein neues Gen entstanden sein kann gibt es
einige Theorien: Duplikation durch Rekombination, Gen-Fusion/Teilung, Neukombination
von Exons, Retroposition, horizontaler Gentransfer, oder de novo durch zuvor nicht-kodie-
rende Sequenzen sind hierbei die am hédufigsten genannten Mechanismen (Long et al., 2003;
Prabh & Rodelsperger, 2016; Tautz & Domazet-LoSo, 2011; Wissler et al., 2013). Bei der
Retroposition wird die prozessierte mRNA eines Gens durch reverse Transkription in cDNA
iibersetzt und in das Genom integriert. Diese neuen Gene zeichnen sich zunichst durch das
Fehlen von Introns und regulatorischen Elementen aus, weshalb sie, bis zur Entdeckung
funktioneller Retroposons, als Pseudogene bezeichnet wurden (Kaessmann, 2010;

Kaessmann et al., 2009).

Uber die tatsichlichen Entstehungsmechanismen von Orphan-Genen ist nicht viel bekannt,
da bisher nur wenige auch funktionell untersucht worden sind. Man scheint sich jedoch einig
dariiber zu sein, dass die Evolution von neuen Genen entscheidend ist fiir die Entwicklung

neuer Funktionen im Zuge von Selektionsdruck (Long et al., 2003).
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Zielstellung

In dieser Arbeit soll das neue Gene Tc-flipflop1 hinsichtlich seiner funktionellen Bedeutung
fiir die friihe Morphogenese des Modellorganismus' 7ribolium castaneum eingeordnet wer-
den. Um das Gen auf molekularer Ebene zu charakterisieren wurde seine genomische Orga-
nisation ermittelt und die Exon-Intron Struktur durch die Sequenzierung von mehreren
unabhingigen cDNA-Klonen dargestellt. Mittels Homologie-Suche in Genomen von ver-
schiedenen Insektenarten sollte ein Einblick in die Variabilitdt dieses Gens im evolutiondren
Zusammenhang gewonnen werden.

Weiterhin sollte die Funktion von Tc-flipflop mithilfe der RNA-Interferenz (RNAi1) Methode
bei zellmorphologischen Prozessen wie der Evagination der Beinanlage analysiert werden.
Dafiir wurden Embryonen und Larven mit dem flipflop-RNAi-Phénotyp hinsichtlich der zel-
luldren Morphologie, der Dynamik der beteiligten Gewebe in sich entwickelnden RNAi-
Embryonen und der Expression von verschiedenen Markergenen analysiert.

Um eine Beteiligung des Gens flipflop bei bekannten Signalwegen festzustellen, war die
Identifikation weiterer Kandidatengene entscheidend. Die Auswahl dieser Kandidaten er-
folgte in zwei verschiedenen Ansétzen. Zum einen wurden evolutionér konservierte Gene
ausgewdhlt, deren Beteiligung bei der Morphogenese von Epithelien in anderen Modellor-
ganismen wie Drosophila bereits in der Literatur beschrieben wurden. Dazu wurden haupt-
sdchlich Komponenten von Signalwegen gewihlt, die in &hnliche morphogenetische
Prozesse der Embryonalentwicklung involviert sind. Zum anderen wurde die iBeetle-Daten-
bank gezielt nach RNAi-Phinotypen durchsucht, die einen oder mehrere Aspekte des "flip-
flop-Syndroms" wie invaginierte Extremitéten, ein invertiertes Abdomen oder Defekte beim

Rickenschluss aufwiesen.

10
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2. Material und Methoden

2.1. Gerite und Chemikalien

Gerit Bezeichnung/Firma

Analysesiebe, Maschenweite 300 pm Haver & Boecker

Analysesiebe, Maschenweite 710 pm Haver & Boecker

Artemiensiebe Dohse Aquaristik KG

Auffangschalen Haver & Boecker

Axiolmager Z.1 Mikroskop Zeiss

Axioplan 2 Mikroskop Zeiss

AxioVision 4.8.1 Software Zeiss

Binokular EZ4 Leica

Binokular Stemi 2000-C Zeiss

Binokularlampe KL 1500 LCD Zeiss

Deckglaschen, 18 x 18 mm Roth

Drehrad H. Saur

Electrophorese Power Supply Consort, Peqlab, BioRad

Elektrophoresekammer Peqlab

Feinwaage CP224S Sartorius

Fliegenrohrchen Greiner

Flow-Bench LaminAir HB 2460 Heraeus

Geldokumentation TFX-40M Vilber Lourmat

Gelkdmme Peqlab

Gelschlitten Peqlab

Glaskolben 250 ml Schott

Heizblocke Hartenstein (TDB-100), Sigma-Aldrich (DB-
3D), VWR, Enda

Holzpinsel Fackelmann

Inkubatoren Binder, Heraeus, Thermo Scientific

Kéferboxen mit Deckel (2,5 1) Curver

Kamera PowerShot G5 Canon

Kapillar- und Nadelhalter Starrett

Kapillarnadelziehgerit K E Puller H. Saur

Kunststoffmessbecher (2 1) Hartenstein
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Mikroskop-Kameras

NanoDrop 1000 Spectrophotometer
Objekttriger, weill, 76 x 26 mm
PCR-Cycler

Pipetten

Pipettierhilfe ,,Pipetus*
Quarzkiivette

Stopfen fiir Fliegenrohrchen
Skalpelle
Spektralphotometer BioMate 3
Thermostatschrank
UV-Brille

UV-Lampe HXP 120
Vortex-Mixer

Waage BL610

Wasserbad A 100
Zentrifugen

Verbrauchsmaterial
Material
Bierhefe
Chlorix
Einmalpipetten
Einwegkaniilen, 0,9 x 40 mm
Einwegspritzen, 20 ml
Falcontubes, 15 ml, 50 ml
Glaskapillaren, 1 x 100 mm
Handschuhe, Latex, Puder-frei
Handschuhe, Nitril
Indikatorstdbchen pH-Fix
Mehl
Instantmehl Typ 405
Vollkornweizenmehl

Weizenmehl Typ 550

Jenoptic (ProgRes C14), 2 MP Monochrome
(Diagnostic Instruments), Zeiss (AxioCam
MRc, MRm)

Peqlab

Hartenstein

Eppendorf (Master gradient), Peqlab
(peqSTAR 96X Universal Gradient)
Eppendorf Research, Greiner

Hirschmann Laborgerite

Hellma

Greiner

VEB MLW Medizinmechanik Sohl

Thermo Spectronic

Lovibond

Pullsafe

Kiibler Codix

IKA, Bender & Hobein AG

Sartorius

Lauda

Heraeus, Techne Cambridge

Bezeichnung/Firma
Cenovis
DanKlorix
Sarstedt

Braun

Braun

Greiner
Kwik-Fil

Sanger

Roth
Macherey-Nagel

Aurora

Alnatura

realBio
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Papiertiicher
Papiertiicher fein
Parafilm

Pasteurpipetten
Petrischalen, 55 x 15 mm
Petrischalen, 94 x 16 mm
Pipettenspitzen
Reaktionsgefilie, 0,2 ml
Reaktionsgefilie, 0,5 ml
Reaktionsgefilie, 1,5 ml
Eppendorf Safe-Lock Gefa3™, 1,5 ml
Wigeschélchen

Laborausstattung M. Schmehl
Laborausstattung M. Schmehl
Aldrich

Hartenstein

Hartenstein

Hartenstein

Eppendorf, Greiner

Sarstedt

Sarstedt

Hartenstein

Eppendorf

Roth

Chemikalien & Molekularbiologische Substanzen

Chemikalie
Agar-Agar

Agarose
Ammoniumacetat
Ampicillin
Anti-Digoxigenin-AP, Fab Fragments
Bromphenolblau
Calciumchlorid
Chloralhydrat

DAPI

DIG RNA Labeling Mix, 10x
dNTP-Mix (PCR)
D-(+)-Saccharose
EcoRI-Puffer, 10x
EDTA

Essigsdure, 100 %
Ethanol, absolut
Ethidiumbromid

Fast Digest 10x Puffer
Fluorescein Phalloidin
Formaldehyd, 37 %
Formamid, deionisiert

Gene Ruler 1 kb Leiter
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Firma
Roth
Cambrex
Thermo Fisher Scientific
AppliChem
Roche
Roth
AppliChem
Roth
Biotium
Roche
NEB
AppliChem
NEB
AppliChem
AppliChem
AppliChem
AppliChem
NEB
Molekular Probes™
Roth
AppliChem

Thermo Fisher Scientific



Glycerin, wasserfrei, 100 %
Gummi arabicum
Hefeextrakt

Hoechst 33342

Isopropanol
L-(+)-Milchsédure
Lithiumchlorid
Magnesiumchlorid

Methanol

Material und Methoden

Na,HPO, (Dinatriumhydrogenphosphat)
NaH,PO, (Natriumdihydrogenphosphat)

Natriumchlorid
NBT/BCIP Stock Solution
n-Heptan

nukleasefreies Wasser
Paraformaldehyd

Pertex

Pepton

Salzsdure, rauchend, 37 %
Thermo Pol Buffer (PCR)
TRIS

Triton-X-100

Tween 20

Enzyme

Enzym

EcoRI-HF™
Lysozym

Hindlll

Notl

Proteinase K

RNase A

Spel
T3-RNA-Polymerase
T7-RNA-Polymerase
taq-Polymerase

TURBO-DNase
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AppliChem
Roth

Roth
Applichem
Roth
AppliChem
AppliChem
AppliChem
AppliChem
VEB Laborchemie Apolda
Roth
AppliChem
Roche
AppliChem
Ambion
Sigma
Medite GmbH
Roth
AppliChem
NEB

Roth
AppliChem
AppliChem

Firma

NEB

Serva

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Roche

Roth

Thermo Fisher Scientific
Roche

Thermo Fisher Scientific, Roche
NEB

Thermo Fisher Scientific



Losungen

Losung

Breaking-Buffer

Férbepuffer

Fixierungslosung

Hoyers Mountant Medium

Hybridisierungslosung-A

Klebelosung

LB - Agar

LB - Medium

Laemmli Laufpuffer, 10x
Lower Tris, 4x (pH 8,8)
PBS, 10x

PBT

Protein-Loading Dye, 3x

SSC 20x
TAE 50x

TELT-Puffer

Transferpuffer, 10x

Upper Tris, 4x (ph 6,8)

Material und Methoden

Zusammensetzung

100 mM Tris-HCL (ph 7,5), 200 mM NaCl, 5 % Glyce-
rin, 5 mM EDTA

0,1 M TRIS (pH 9,5), 0,05 M MgCl,, 0,1 M NacCl, 0,1 %
Tween 20

1,33 M Paraformaldehyd, 0,12 M Saccharose, 1x PBS,
0,00012 M Calciumchlorid

30 g Gummi arabicum in 50 ml ddH,O geldst, UN dre-
hend inkubiert, + 200 g Chloralhydrat + 16 ml Glycerin,
10 min 3000 x g

50 % Formamid, 4x SSC, pH 5,0

Paketklebebandstreifen + Heptan UN drehend inkubiert,
10 min zentrifugiert, 2/3 Klebelosung + 1/3 Heptan

400 ml LB-Medium, 8 g Agar

1 % NaCl, 1 % Pepton, 0,5 % Hefeextrakt

0,25 M Tris-Base, 1,92 M Glycin, 1 % SDS, pH 8§,4-8,9
1,5 M Tris Base, 8 mM EDTA, 0,4 % SDS, pH 8,8

1,3 M NacCl, 70 mM Na,HPO,, 30 mM NaH,PO,, pH 7,2
1x PBS, 0,1 % Tween 20

0,25 M Tris-HCL (ph 6,8), 15 % B-Mercaptoethanol,
30 % Glycerin, 7 % SDS, 0,3 % Bromphenol Blau

3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7
2 M Tris-Base, 1 M Essigsédure, 0,05 M EDTA

0,045 M Tris (pH 7,5-8,0), 0,06 M EDTA, 2,27 M LiCl,
0,36 % Triton-X, 5 pg/ml Lysozym, 10 pg/ml RNAse

0,25 M Tris-Base, 1,9 M Glycin, 0,2 % SDS, 20 % Me-
thanol

0,5 M Tris Base, 8 mM EDTA, 2 ml 20 % SDS, pH 6,8
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Kits
TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing Invitrogen/Thermo Fisher Scientific
MEGAscript® T7 Ambion/Thermo Fisher Scientific
MinElute Gel Extraction/Reaction Cleanup Qiagen
NucleoBond® Xtra Midi + Finalizer Macherey-Nagel
SMARTer"™ RACE cDNA Amplification Clontech

2.2. Tierzucht
Alle Tiere wurden unter Standardbedingungen bei 30°C auf Weizenmehl und Trockenhefe
gehalten (Brown et al., 2009). Fiir Eiablagen wurde Instantmehl Typ 405, fiir Nachzuchten

Weizen-Vollkornmehl mit 5 % Fumidil verwendet.

2.2.1. Tierstimme
Fiir den GrofBteil der Versuche wurde mit einem transgenen Stamm gearbeitet, welcher
Kern-lokalisiertes Griin-fluoreszierendes Protein (nGFP) exprimiert (Sarrazin et al., 2012).
Dies war besonders fiir Lebendaufnahmen unter Fluoreszenz entscheidend. Fiir anfingliche
RNAi-Versuche kam der Wildtyp-Stamm (WT) des San Bernardino Okotyps (SB) zum Ein-

satz.

2.3. Genamplifikation
Zur Amplifikation von Kandidatengenen aus cDNA wurden genspezifische Primer mittels
NCBI’s Primer Blast nach Standardkriterien designt, und in einer Polymerase-Kettenreak-
tion (PCR) eingesetzt. Entstandene Banden wurden aus dem Gel geschnitten und die DNA
mittels MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen) eluiert. Die aufgereinigte DNA wurde an-
schlieBend in einer 30-miniitigen Reaktion bei Raumtemperatur in den pCR4 TOPO Vector
(Invitrogen) kloniert. Das Plasmid wurde mittels Hitzeschock in kompetente E. coli Zellen
(TOP 10, Invitrogen) eingebracht und auf mit Ampicillin versetzten LB-Selektionsplatten
bei 37°C inkubiert. So konnten im Folgenden positive Klone identifiziert, gepickt und in
LB-Medium fiir eine Mini-Priparation bei 37°C iiber Nacht vervielfiltigt werden. Die an-
schlieBende Mini-Préaparation diente dem Aufschluss der Zellen und der Aufreinigung der

gewonnenen DNA. Die Validierung klonierter DNA erfolgte mittels Sequenzierung (LGC
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Genomics). Zur Vervielfiltigung der DNA in groerem Mallstab wurden die liber die Se-
quenz bestétigten Klone in chemisch kompetente E. coli Zellen retransformiert und mittels

Midi-Préparation (NucleoBond® Xtra Midi, Macherey-Nagel) aufgereinigt.

2.4. RACE - PCR
Fiir RACE-Reaktionen (Rapid Amplification of cDNA Ends) wurde 3’- und 5’-RACE-
Ready cDNA aus totaler RNA (SMARTer™ RACE ¢cDNA Amplification, Clontech) den
Herstellerangaben entsprechend synthetisiert. Es wurden genspezifische Primer mit einer
Schmelztemperatur von mindestens 70°C generiert und zusammen mit entsprechenden
Komponenten des Kits in einer Touchdown-PCR eingesetzt. Entstandene Fragmente wurden

in den pCR4 TOPO Vector (Invitrogen) kloniert und sequenziert (LGC Genomics).

2.5. Genannotation und Analyse
Fiir die Analyse von Sequenzen und die Erstellung von Genmodellen wurden verschiedene
Online-Tools verwendet. So wurde die Datenbank der 7ribol/ium-Genom-Annotation Tribo-
lium BLAST (http://bioinf.uni-greifswald.de/blast/tribolium/blast.php) verwendet um gen-
spezifische Primer auf Off-targets zu testen und Informationen zu Genorganisation, RNA-
Seq-Daten, sowie Proteinsequenzen zu erhalten. Das SMART Tool (http://smart.embl-hei-
delberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1) wurde genutzt um Proteinsequenzen auf kon-
servierte Doménen zu analysieren. Mit dem Programm Coding Potential Calculator (CPC)
wurden die Tc-flipflop Gene auf ihr Proteinkodierungspotential getestet, der Protein
Molecular Weight Calculator (http://www.sciencegateway.org/tools/proteinmw.htm) wurde
eingesetzt, um die Grofle von Flipflopl und Flipflop2 fiir die Western-Blot Analysen zu
ermitteln. Fiir die graphische Erstellung von Genmodellen und fiir Alignments von Sequen-

zen wurde das online frei verfiigbare Tool Benchling genutzt (https://benchling.com).

2.6. RNA-Priparation
Die Synthese von dsRNA erfolgte in einer in vitro Transkription mittels T7-RNA Poly-
merase (MEGAscript® T7, Ambion®). Als Template diente ein Ethanol-gefalltes PCR-Pro-
dukt, welches aus dem jeweiligen Klon mit fiir den pCR4 TOPO Vektor-spezifischen
Primern (Forward: GAA ATT AAT ACG ACT CAC AAT CGC GGA GAC CAT GAT
TAC GCC AAG CTC AG, Reverse: GAA ATT AAT ACG ACT CAC AAT CGC GGA
GGG CGA ATT GAA TTT AGC GGC CGC) amplifiziert wurde. Diese Primer beinhalten

eine Erkennungssequenz fiir die T7-Polymerase. Um RNA von vergleichbarer Qualitit und
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Konzentration verwenden zu konnen wurde fiir einige Experimente die Eupheria Biotech

GmbH mit der Synthese von dsRNA - Fragmenten beauftragt.

2.7. Parentale RNAi
Der spezifische Genknockdown auf post-transkriptioneller Ebene diente der funktionellen
Untersuchung ausgewihlter Entwicklungsgene. Dazu wurde dsRNA in adulte Weibchen in-
jiziert und der Effekt in den Nachkommen analysiert. Fiir die Injektion wurden frisch ge-
schliipfte Weibchen mit dem Pronotum an doppelseitigem Klebeband befestigst und kurz
auf Eis sediert. Die RNA wurde unter dem Binokular mittels feiner Glaskapillare in das
Abdomen injiziert, bis zur vollstdndigen Streckung des Kéfers. Die Tiere wurden zur Rege-
neration flir einen Tag auf Weizenmehl gebracht; fiir Eiablagen nach Verheiratung wurde
feineres, vorgesiebtes Instantmehl Typ 405 verwendet. Die Eier wurden alle zwei Tage ab-
gesiebt und im Brutschrank bis zur Kutikulabildung nachaltern gelassen. Die durch RNAi
entstandenen Phanotypen der Nachkommen wurden durch Verwendung mindestens eines
Nicht-liberlappenden Fragments (NOF) verifiziert und somit Off-target Effekte ausgeschlos-
sen. Die Konzentration der verwendeten dsRNA betrug in der Regel 1 pg/ul. Waren die
Resultate des Knockdowns zu stark, sodass keine oder kaum auswertbare Kutikulas entstan-
den, wurde die Konzentration entsprechend verringert. Kam es primér zu keinen Effekten,

wurde fiir Folgeexperimente dsSRNA in einer Konzentration von 3 pg/ul verwendet.

2.8. Embryonale RNAi und Live-Imaging
Um friihe maternale Effekte der RNAi zu vermeiden wurde der Knockdown einiger Gene
direkt in Embryonen durchgefiihrt. Hierzu wurden Fiinf-Stunden-Gelege mittels stark ver-
diinnter Chlorbleiche vom Chorion befreit, auf einem Deckgldschen mit Heptankleber auf-
gereiht und mit 10 S Voltalef-Ol (VWR) iiberschichtet. Die Injektion erfolgte am inversen
Stereomikroskop (Olympus IMT-2) mithilfe eines Mikromanipulators. Die injizierten Emb-
ryonen wurden anschlieBend bei 31°C bis zur Kutikulabildung inkubiert, oder direkt fiir Le-
bendaufnahmen (Live-Imaging) verwendet. Fiir Lebendaufnahmen wurden wildtypische,
bzw. RNAi-behandelte nGFP-Embryonen wie oben beschrieben mit Wasser und einigen
Tropfen Chlorbleiche gewaschen und dechorioniert. AnschlieBend wurden sie mit einem
feinen Pinsel direkt auf einem Objekttriiger in 10 S Voltalef-Ol aufgereiht. Die Aufnahmen
erfolgten am Stereomikroskop (Axiolmager Z.1, Zeiss), mittels GFP-Fluoreszenz-Anregung

unter Verwendung eines motorisierten Tisches (Zeiss) (siehe 2.16).
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2.9. Kutikulapriparation
Die Nachkommen der parentalen RNAi-behandelten Tiere wurden im Larvenstadium pré-
pariert. Dazu wurden sie mittels Chlorbleiche und Wasser vom Mehl befreit, in eine 1:1
Mischung aus Milchséure und Hoyer’s Mountant Medium (siehe 2.1, Losungen) eingebettet
und bei 60°C iiber Nacht mazeriert. Nach der Behandlung blieben nur kutikulédre Strukturen
erhalten und konnten durch die Eigenfluoreszenz der Kutikula unter dem Fluoreszenzmik-

roskop (GFP-Filter) analysiert werden (siehe 2.16)

2.10. Fixierung von Embryonen
Fiir in situ Hybridisierungen wurden Ein- bis Zweitagesgelege des SB-WT-Stamms, als auch
des nGFP-Stamms nach Standartprotokoll vorbereitet (Schinko et al., 2009; Shippy et al.,
2009). Dazu wurden die Gelege abgesiebt, gewaschen, in Chlorbleiche (DanKlorix) decho-
rioniert und anschlieBend in Fixierungsldsung (siehe 2.1, Losungen) und Heptan fiir 25 - 40
min schiittelnd bei 37°C inkubiert. Die Fixierlosung wurde anschlieBend durch Methanol
ersetzt. Die in Methanol und Heptan befindlichen Embryonen wurden durch Anwendung
mechanischer Kréfte von der Vitellinmembran befreit. Die fixierten Embryonen wurden bis

zur Verwendung in Methanol bei -20°C gelagert.

2.11. Whole mount in situ Hybridisierung
Zum Nachweis der mRNA durch die in situ Hybridisierung wurde nach Standardprotokoll
verfahren (Schinko et al., 2009). Dazu wurden Digoxigenin-(DIG-) markierte RNA-Anti-
sense-Sonden mittels DIG RNA Labeling Kit (Roche Applied Science) synthetisiert. Als
Template dienten TA-klonierte Fragmente der nachzuweisenden Gene. Die Hybridisierung
der Sonden mit den Embryonen erfolgte tiber Nacht bei 68°C in Hybridisierungslosung
(siehe 2.1, Losungen, pH 5,5). Als Antikorper gegen die DIG-markierten RNA-Antisense-
Sonden wurde Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments (Roche) verwendet. Der Nachweis
wurde mittels NBT/BCIP (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid/5-Brom-4chlor-3-indolylphos-
phat) (Roche Applied Science) in Farbepuffer (siehe 2.1, Losungen) durchgefiihrt. Fiir alle
Waschschritte wurde 1x PBS + 0,1 % Tween 20 verwendet. Nach dem Auswaschen des
restlichen Farbepuffers tiber Nacht wurde eine fluoreszente Zellkernfarbung mittels Hoechst
33342 (AppliChem), bzw. DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol, Biotium) vorgenommen.
Die Inkubation erfolgte fiir 30 min drehend bei Raumtemperatur. Die Losung wurde mit

1x PBS + 0,1 % Tween 20 gewaschen und im letzten Schritt durch 30%iges, dann 60%iges
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Glycerin ersetzt. Die gefarbten Embryonen wurden in 100%iges Glycerin auf einen Objekt-
trager liberfiihrt und mittels feiner Glaskapillare vom Dotter befreit. Die Bilddokumentation

erfolgte wie in 2.16 beschrieben.

2.12. Antikorpernachweis
Fiir den Nachweis von Proteinen im whole mount Embryo wurde nach bereits beschriebenen
Methoden verfahren (Shippy et al., 2009), wenn nicht anders angegeben. Es wurden primire
Hasen-Antikorper gegen Flipflopl (NH2-CPKTTKPKAK-CONH2) und Flipflop2 (NH2-
CSKNTEHKTK-CONH2) (Pineda Antikorper-Service), humane Phospho-p44/42 MAPK
(#9101, Cell Signaling Technology), sowie Drosophila Cleaved Dcp-1 (#9578, Cell Sig-
naling Technology) eingesetzt. Dcp-1 ist eine von sieben Caspasen in Drosophila. Caspasen
sind speziesiibergreifend die Hauptakteure der apoptotischen Signalgebung und hoch kon-
serviert (Arya & White, 2015; Sarkissian et al., 2014; Xu et al., 2014). Sie werden inhibiert,
wenn keine Apoptose stattfindet. Durch den Abbau des Inhibitors, initiiert durch pro-apopto-
tische Proteine, werden diese Caspasen aktiviert und gespalten (engl. cleaved). Die aktivier-
ten Caspasen induzieren darauthin eine Kaskade, welche letztlich fiir die Entsorgung
apoptotischer Zellen verantwortlich ist (Xu et al., 2014). Somit ist die gespaltene (cleaved),
aktive Form der Dcp-1 Caspase ein positiver Indikator flir programmierten Zelltod

(Sarkissian et al., 2014).

Fiir die Nachweisreaktionen wurden die entsprechenden Antikorper in geeigneter Konzent-
ration zu fixierten Embryonen gegeben (FF1, FF2, 1:10000; Cleaved Dcp-1, 1:1000) und
iiber Nacht bei 4°C drehend inkubiert. Zur Detektion des primédren Antikdrpers wurde ein
biotinylierter Anti-Rabbit Antikorper (Biotin-SP-conjugated AffiniPure Anti-Rabbit IgG,
Jackson ImmunoResearch Europe Ltd) in einer 1:200 Verdiinnung verwendet. Die Inkuba-
tion mit dem zweiten Antikorper erfolgte iiber eine Stunde bei Raumtemperatur. Der Nach-
weis des gebundenen Antikorpers erfolgte mittels Vectastain ABC-AP Kit (Vector
Laboratories) in Farbepuffer (siehe 2.1, Losungen). Alle Waschschritte wurden mit 1x PBS
+ Triton-X-100 durchgefiihrt. Des Weiteren wurden die Zellkerne durch 30 min Inkubation
mit Hoechst, bzw. DAPI, fiir fluoreszentes Licht sichtbar gemacht. Zuletzt wurde der Puffer
durch 30%iges, dann 60%iges Glycerin ersetzt. Die Embryonen wurden fiir die Bilddoku-
mentation auf einen Objekttriger mit 100%igem Glycerin {iberfiihrt, mit einer feinen Glas-
kapillare vom Dotter befreit und mit der Ventralseite nach oben positioniert. Fiir
Blastodermstadien und unpriparierte Embryonen wurden die Deckglaser mit Abstandshal-

tern versehen. Die Bilddokumentation erfolgte wie in 2.16 beschrieben.
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2.13. Phalloidinfirbung (F-Actin Labeling)
Phalloidin wurde aufgrund seiner Affinitdt zu F-Actin zur Sichtbarmachung des Cytoskeletts
eingesetzt. Dazu wurden Embryonen in Methanol-freien Medien fixiert, in eine Petrischale
geklebt und mit 1xPBS bedeckt. Mit einer abgebrochenen Glasnadel wurden die Embryonen
vom Chorion befreit und in 1xPBS + 1 % Tween-20 bei 4°C aufbewahrt. Die Postfixierung
in 5 % Methanol-freiem Formaldehyd + 1xPBS + 1 % Tween-20 erfolgte fiir 25 min bei
Raumtemperatur. Nach mehreren Waschschritten wurde Fluorescein Phalloidin hinzugege-
ben (1:50, Molekular Probes™, F432) und fiir ca. 3 h bei Raumtemperatur, beziehungsweise

bei 4°C iiber Nacht, inkubiert.

2.14. Herstellung von Semidiinnschnitten
Um die innere Morphologie von RNAi Phinotypen im Detail darstellen zu konnen wurden
Semidiinnschnitte von Embryonen angefertigt. Hierzu wurden fixierte Embryonen (siche
2.10) zunichst 15 min in einem Methanol-Aceton-Gemisch (1:1) und nochmals 15 min in
reinem Aceton gewaschen. Wurde zuvor eine whole mount in situ Hybridisierung durchge-
fithrt, wurden die Embryonen zunédchst durch eine Alkoholreihe entwissert. AnschlieBend
wurden die Proben in einem Aceton-Araldit-Gemisch (1:1) iiber Nacht inkubiert. Am Fol-
getag wurden die Tiere in reines Araldit iiberfiihrt, auf 60 °C erhitzt und in Formen gegeben,
in welchen das Epoxidharz mindestens 17 h auspolymerisieren konnte. Die Blocke wurden
mit einem Diamantmesser in ca. 1 um dicke Scheiben geschnitten und auf Objekttrager
iiberfiihrt. Die Farbung des Gewebes erfolgte mit 1 % Toluidinblau + 1 % Borax + 1 %
Pyronin G (4:4:1 Mischung). Im letzten Schritt wurden die Proben mit Pertex (Medite
GmbH) iiberschichtet und mit einem Deckglas versehen. Die Polymerisation erfolgte tiber

Nacht bei 40°C. Die Bilddokumentation wurde wie in 2.16 beschrieben durchgefiihrt.

2.15. Western Blot

2.15.1. Proteinextraktherstellung
Um das Vorhandensein spezifischer Proteine nachweisen zu konnen, wurden zunichst Pro-
teinsuspensionen hergestellt. Hierzu wurden Eier verschiedener Entwicklungsstadien ge-
sammelt und in Chlorbleiche und Wasser gewaschen. Die Embryonen wurden anschlieBend
in Eppendorfreaktionsgefdfle liberfiihrt, mit Breaking Buffer (siche 2.1, Losungen) gewa-
schen und in 300 pl desselben Puffers auf Eis zu einer Suspension mechanisch aufgeschlos-

sen. Die Suspension wurde bei 4 °C und 13.000 rpm fiir 15 min zentrifugiert. 300 pl des
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Uberstandes wurden mit 150 pl 3x Protein-Loading Dye versetzt und fiir 5 min bei 65 °C

denaturiert. Die Lagerung bis zur Verwendung erfolgte bei -20 °C.

2.15.2. Western Blot und Proteinnachweis
Fiir den Blot wurde die zuvor hergestellte Suspension nochmals fiir 5 min bei 65 °C erhitzt
und die Proteine im Gel fiir 10 min bei 100 V, anschlieend bei 200 V elektrophoretisch
aufgetrennt. Das Blotting erfolgte {iber Nacht bei 35 V und 4 °C. Die Membran wurde mit
5 % Milchpulver + 1x PBS + 0,05 % Tween 20 geblockt und in 1x PBS + 0,05 % Tween 20
gewaschen. Die Inkubation mit dem primdren Antikorper erfolgte tiber Nacht wippend bei
4°C. Nach dreimaligem Waschen wurde der sekundére Antikorper (Biotin-SP-conjugated
AffiniPure Anti-Rabbit IgG, Jackson ImmunoResearch Europe Ltd) appliziert um 1 h bei
Raumtemperatur zu inkubieren. Die Detektion der nachzuweisenden Antikorper erfolgte
mittels Vectastain ABC-AP Kit (Vector Laboratories) und NBT/BCIP (Roche Applied Sci-

ence).

2.16. Mikroskopie und Bildbearbeitung
Fiir die Bilddokumentation und fiir Lebendaufnahmen wurde ein Axiolmager Z.1 Mikro-
skop und AxioVision 4.8.1 Software (Zeiss), beziechungsweise Zen 2.3 blue edition Software
verwendet. In anfinglichen Versuchen kam auBerdem ein Axioplan 2 Mikroskop mit 2 MP
Monochrome Camera (Diagnostic Instruments) und der Software RS Image Carbon, IPlab
und ProgResC14 zum Einsatz. Um die Entwicklung mehrerer Embryonen gleichzeitig auf-
nehmen zu konnen (Live-Imaging, siehe 2.8), oder mehrere Aufnahmen eines Objektes in
grofBerer VergroBerung zu erstellen wurde ein motorisierter Tisch (Zeiss) verwendet. Um die
Phototoxizitét in Lebendaufnahmen moglichst gering zu halten, wurde pro Individuum mi-
nimal alle 1-2 min (frithe Blastodermentwicklung) bis maximal alle 5-10 min (iiber Nacht)
eine Aufnahme durchgefiihrt. Zusétzlich kam ein automatisierter Shutter zum Einsatz, der
eine dauerhafte Fluoreszenzbestrahlung zwischen den Aufnahmen verhinderte.
Schwarz/Wei-Aufnahmen von Kutikulapraparaten und Lebendaufnahmen wurden mit ei-
ner monochromen Kamera (AxioCam MRm, Zeiss) dokumentiert. Fiir Farbaufnahmen fiir
den Nachweis von Genexpressionen in Embryonen wurde entsprechend eine Farbkamera
(AxioCam MRec, Zeiss) verwendet. Um in der 20-fachen Vergroferung komplette Indivi-
duen darstellen zu kdnnen wurde im Multidimensional Acquisition Modus mit der MosaiX

Funktion (AxioVision), beziechungsweise der Tiles Funktion (Zen 2.3) gearbeitet. Zusitzlich
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wurden von Kutikulapréparaten Z-Stapel angefertigt, um mehrere Ebenen gleichzeitig dar-
zustellen. Dabei wurden maximal 14 Ebenen in einem Abstand von ein bis maximal 5 um
aufgenommen. Diese Bildstapel wurden anschlieBend mittels der Programmfunktion Exten-
ded Focus (AxioVision), oder Extended Depth & Focus (Zen) zu einem Bild zusammenge-
fiigt. Die finale Bildbearbeitung erfolgte mittels Adobe Photoshop CS5 und Imagel.
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3. Ergebnisse
3.1. Funktionelle Analyse von Tc-flipflopl und Tc-flipflop2

3.1.1. Genmodell
Im Verlauf des iBeetle-Pre-Screens (Donitz et al., 2014) wurde ein neuartiges Gen
TC032552 identifiziert, welches aufgrund seines auffalligen RNAi-Phénotyps eingestiilpter
Beine den Namen Tc-flipflop erhielt. In dieser Arbeit konnte iiber die Sequenzanalyse mittels
BLAST ein zweites Gen TC030881 identifiziert werden, welches aufgrund seiner Ahnlich-
keit Tc-flipflop2 genannt wurde (siche Abb. 1). Dementsprechend erfolgte fiir 7C032552
eine Umbenennung in Tc-flipflopl. Sowohl Te-flipflop1 (660 bp, 136 AS) als auch Tc-flip-
flop2 (711 bp, 127 AS) stellen zwei sehr kleine Gene dar, welche keine bekannten Doméinen
oder Homologien aufweisen. Beide bestehen aus jeweils zwei Exons und weisen im Se-
quenzvergleich mit annotierten Daten (http://bioinf.uni-greifswald.de/blast/tribo-
lium/blast.php) und mehreren unabhéngig klonierten Fragmenten einige variable Bereiche

in der Basenabfolge auf.

A 100 200 300 400 500 600 700

S"UTR M Exon Intron Exon 0l 3'UTR
B 100 200 300 400 500 600 700

5'UTR N Exon Intron Exon ol 3'UTR
c 100 200 300 400 500 600
kloniertes Fragment
ff1_2 NOF XX-90314-2 ff1_1 NOF XX-90314-1

5'UTR_ N Exon 1 Exon 2 } 3'UTR

[) 100 200 300 400 500 600 700

kloniertes Fragment
ff2_1 NOF XX-90313-3 ff2_2 NOF XX-90313-2
5'UTR N Exon 1 Exon 2 N 3'UTR

Abb. 1 Genannotationsmodelle fiir Tc-flipflop mit Lage der verwendeten NOFs. (A) Genomische Annotation des Tc-
flipflop1 Gens (B) Genomische Annotation des Tc-flipflop2 Gens (C, D) Knockdown von Tc-ff1 (C) und Tc-ff2 (D) mittels
3'-Fragment zeigte schwichere Defekte. Knockdown mittels 5'-Fragment resultierte hauptsdchlich in leeren Eiern.

3.1.2. Expressionsnachweis von Tc-flipflop
Der Expressionsnachweis im whole-mount Embryo erfolgte mittels RNA-Antisense-Sonden

fiir die Gene Tc-ff1 und Tc-ff2. Dabei konnte sowohl in den Blastodermstadien als auch in
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den Keimstreifen unterschiedlicher Entwicklungsstadien kein spezifisches Expressionsmus-
ter festgestellt werden (siehe Abb. 2). Tc-ff1 und Tc-ff2 sind in jungen und dlteren Stadien
ubiquitdr exprimiert. Das Signal der Expression in den Blastodermstadien ist allerdings we-
sentlich stirker als das der Keimstreifen. Um zu bestétigen, dass die mRNA nach dem
Knockdown herabreguliert war, wurde die Expression von Tec-ff ebenfalls in Te-ff ™ *-Emb-
ryonen analysiert. Dabei war ein deutlich schwécheres Signal zu erkennen, als in Wild-

typembryonen und bestétigte so den Knockdown (Abb. nicht gezeigt).

Abb. 2 Expressionsnachweis der mRNA von Tc-ffim WT. Tc-ff1 und Tc-ff2 sind in allen Stadien ubiquitédr exprimiert.
(A, A'"), exemplarische Darstellung ubiquitédrer Expression von Tc-ff' im Blastoderm (B, B') Exemplarische Darstellung
ubiquitdrer Expression von 7c-ff1 im jungen Embryo. (C, C') Exemplarische Darstellung ubiquitdrer Expression von Tc-
ff2 im jungen Embryo. (A'-C") Fluoreszente Kernvisualisierung mittels DAPI. Anterior-Posterior-Achse von links nach
rechts. Maf}stab 100 pm.

3.1.3. Proteinnachweis
Da es sich bei Tc-flipflop I und Te-flipflop2 um Gene mit unspezifischem Expressionsmuster
handelt, wurden Antikdrper gegen Peptide beider Gene generiert, um herauszufinden, ob
diese fiir Proteine kodieren und wo sie im Embryo lokalisiert sind. Im whole-mount Anti-
korpernachweis wurden dabei starke unspezifische Signale im Dotter beobachtet, wihrend

Blastoderme und die Embryonen selbst iberwiegend ungefarbt blieben (siche Abb. 3). Mit-
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tels Western Blot konnte dann fiir beide Gene eine Proteinbande im entsprechenden Gro-
Benbereich des vorhergesagten Transkriptes (FF1, 14,47 kD; FF2, 13,63 kD) nachgewiesen
werden (siche Abb. 4). Zusitzlich wurden weitere hochmolekulare Banden detektiert, die
nicht dem vorhergesagten Grofenbereich der gesuchten Proteine entsprachen. Um das Vor-
handensein der Flipflop-Proteine {iber die Sequenz identifizieren zu kdnnen wurde zusétz-
lich eine massenspektrometrische Proteinanalyse der Banden durchgefiihrt (Dr. Oliver
Valerius, Universitdt Gottingen). Hier konnten jedoch nicht die entsprechenden Proteinse-
quenzen herausgelesen werden. Primér gab es Sequenziibereinstimmungen mit Fetten, Vi-

tellin- (darunter Vitellogenin), und Cytoskelett- Proteinen.

Abb. 3 Expressionsnachweis der Tc-Flipflop Proteine im Wildtyp. (A, B) Ubiquitdre Expression von 7c-Flipflopl
exemplarisch dargestellt im Blastodermstadium (A) und im jungen Keimstreifen (B). (C, D) Ubiquitdre Expression von
Tc-Flipflop2 exemplarisch dargestellt im gastrulierenden Blastoderm (C) und im jungen Keimstreifen (D). (A'-D') Fluo-
reszente Kernvisualisierung mittels DAPI. Anterior-Posterior-Achse von links nach rechts. Maf3stab 100 pm.
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M FF1 M FF2

95 kD —

50kD
30kD

23kD =

17 kD -

Flipflop

Abb. 4 Western Blot Analyse der Tc-Flipflop Proteine. M Marker; FF1 Tc-Flipflopl, theoretische GroBe 14,47 kD; FF2
Tc-Flipflop2, theoretische Grofie 13,63 kD.

3.1.4. Phiinotypische Analyse nach Tc-flipflop RNA-Interferenz

3.1.4.1. Phinotypische Ausprigungen larvaler Kutikulas
Die Gene Tc-ff1 und Tc-ff2 wurden mittels RNAi auf ihre Funktion hin untersucht. Die Ana-
lyse wurde sowohl auf larvaler Kutikulaebene, als auch an fixierten Embryonen und in der
Lebendaufnahme durchgefiihrt. In Larven lieB3 sich, abhingig von der Schwere des Defektes,
eine Varianz an Phinotypen fiir beide Gene feststellen. Die hier vorgenommene detaillierte
statistische Auswertung bezieht sich dabei auf die fiir das jeweilige Gen nicht-liberlappenden
Fragmente (NOF) ff1 1 (XX-90314-1) und ff2 2 (XX-90313-2), welche beide jeweils im
3'-Bereich der Gene lagen. Den stirksten Phénotyp reprédsentierten dabei die sogenannten
leeren Eier. In diesen Féllen wurde innerhalb der Vitellinhiille keine Kutikula gebildet, das
heif}it, die Weiterentwicklung des Embryos war bereits vor dem Larvenstadium gestort. Wéh-
rend leere Eier bei Tc-ff1 nach RNAi zu 25 % auftraten, waren es flir Tc-ff2 55 %, in der Tc-
[f1/Tc-ff2-Doppel RNA1 40 % (sieche Abb. 5). Der fiir 7c-flipflop charakteristische Phianotyp
invertierter Kdrperanhénge kam in beiden Knockdowns am hiufigsten vor. Dabei waren so-
wohl Beine, Kopfanhinge, als auch Urogomphi in unterschiedlichen Kombinationen betrof-
fen. Ein Korperanhang galt als invertiert, wenn er an der Kutikula-AuBenseite vollstindig
fehlte und stattdessen im Inneren der larvalen Kutikula zu erkennen war. Auch im einge-
stiilpten Zustand behélt jede Struktur eine verdnderte aber charakteristische Morphologie
bei. Durch die umgestiilpte Kutikula wird diese unregelmaBig, langlich und diinner. Die dis-

talen Segmente sind im Falle von invertierten Beinen (pritarsale Klaue, siche Abb. 11A)

27



Ergebnisse

und Antennen (Flagellum, siche Abb. 11B) hiufig noch als solche identifizierbar. Von allen
Extremititen waren die Mandibeln, sowohl in der 7c-ff1-Einzel- (69 %), als auch in der
Doppel-RNAi (70 %) am haufigsten betroffen (siche Abb. 6, Abb. 8 und Abb. 10). Sehr
selten wurden in den Einzel- (Tc-ff1, 3 %, Tc-ff2, 16 %) und Doppel-RNA1's (9 %) invertierte
Maxillen beobachtet. Invertierte Beine waren in der 7c-ff1 RNA1 zu 40 %, bei Tc-ff2 zu 67 %
und im Doppel zu 43 % beobachtet worden. Am héufigsten war dabei nur ein, in den sel-
tensten Fillen, bei starker betroffenen Kutikulas, alle Beine invertiert. Neben Invertierungen
von Extremitdtenhomologen zeigten Tc-ff Knockdown Larven weitere Defekte. Hierzu ge-
horten zum einen invertierte Urogomphi, bzw. Abdomen (7c-ff1, 16 %; Tc-ff2, 19 %, Dop-
pel, 19 %, siche Abb. 8F, Abb. 9E und Abb. 10), als auch Defekte im Riickenschluss (7c-
M1, 31 %; Te-ff2, 35 %, Doppel, 45 %, Abb. 10). Zusammengenommen werden alle beo-
bachteten ff7- und ff2-RNAi Phinotypen, deren Auspragung identisch ist, als "ff~-Syndrom"

bezeichnet und im weiteren Text hdufig zu Tc-ff zusammengefasst.

Um den urspriinglich beobachteten Phinotyp zu verifizieren und um off-target Effekte aus-
zuschlieBen, wurden RNAi-Versuche mit nicht-iiberlappenden Fragmenten fiir 7c-ff1
(ff1_2, XX-90314-2) und Tc-ff2 (ff2_1, XX-90313-3) durchgefiihrt. Diese bestitigten zwar
die Genfunktion hinsichtlich des Phinotyps, resultierten jedoch dariiber hinaus in stirkeren
Defekten. So wurde bei iiber 90 % der gelegten Eier keine Kutikulabildung beobachtet, was
dem Phénotyp leerer Eier entspricht. In beiden Féllen handelte es sich dabei um die Frag-

mente der 5’ Region (siche Abb. 1).

Zu nochmals unterschiedlichen Ergebnissen in der Statistik kam es nach dem Knockdown
bei Verwendung des SB-WT Stamms mittels eigens klonierter Fragmente (siche Abb. 1).
Hierbei war es nicht mdglich, eine phénotypische Auswertung fiir die RNAi Experimente
von Tc-ff2 anzufertigen, da keines der Individuen eine Kutikula ausbildete, was in leeren
Eiern resultierte. Im Falle der 7c-ff7-RNAi bestand hingegen der grofite Anteil in der Ana-
lyse aus Kutikulas mit wildtypischem Habitus (37,7 %). Mit 27,9 % war ein nach auflen
gestiilptes Proctodacum (Hinterdarm) der hdufigste Phanotyp betroffener Individuen (siehe
Abb. 7). Dies wurde im Vergleich dazu nur in 8,8 % der Fille nach Verwendung der von
einer Firma (Eupheria) synthetisierten dsSRNA im nGFP Stamm fiir 7c-ff2, bzw. zu 3,9 %
fiir Tc-ff1 identifiziert.
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Phédnotyp

OTe-ffl (n=443) OTe-f2 (n=322) B Te-ffI/ff2 (n=287)

Abb. 5 Statistische Verteilung larvaler Kutikulaphinotypen nach RNAi. Tc-ff1 Einzel-Knockdown; Tc-ff2 Einzel-
Knockdown; Tc-ff1/ff2-Doppel-Knockdown. Larven mit wildtypischem Habitus (WT), analysierte Kutikulas beinhalten
alle aufgetretenen Phénotypen; phinotypisch nicht-analysierbare Kutikulareste; leere Eier ohne Kutikula.
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Abb. 6 Analyse larvaler Kutikulaphénotypen nach RNAi. 7c-ff1 Einzel-Knockdown; Tc-ff2 Einzel-Knockdown; Tc-
[ff1/ff2-Doppel-Knockdown. Abd Abdomen; Ant Antenne; L Bein; Mnd Mandibel; Mx Maxille.
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Abb. 7 Stammspezifischer Vergleich larvaler Phiinotypen nach Tc-ffI RNAi. SB-WT San Bernardino Wildtypstamm;
nGFP transgener Stamm mit Kernfluoreszenz.

29



Ergebnisse

Abb. 8 Phinotypische Varianzen der larvalen Kutikula nach Tc-flipflopl RNAI. (A) Wildtyp. (B). Invertierte Beine
(Sternchen) und Kopfanhinge (Pfeile). (C) Invertierte Mandibel und Antenne, leicht deformierte Beine, ein Bein invertiert.
(D) starker Phénotyp, kurze Beine, teilweise invertierte Anhdnge, deformiertes Abdomen. (E) Invertierte Antennen, kurze
deformierte Beine, eingeschniirtes Abdomen. (F) Ventralansicht. Teilweise invertierte Kopfanhénge, invertiertes Abdomen
(gestrichelte Linie). (G) Invertierte Kopfanhénge, kurze deformierte Beine ohne Kralle und Riickenschlussdefekt (gestri-
chelte Linie). A1 Abdominalsegment 1; Ant Antenne; L1/L2 Bein des ersten/zweiten Thoraxsegments; Mnd Mandibel; Ug
Urogomphi. Anterior-Posterior-Achse von links nach rechts. Maflstab 100 pm.
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Abb. 9 Phinotypische Ausprigungen der larvalen Kutikula nach Tc-flipflop2 RNAI. (A) Wildtyp. (B) invertierte Beine
(Sternchen). (C) Invertierte Kopfanhénge (Pfeile) und Beine (Sternchen). (D) Riickenschlussdefekt (gestrichelte Linie),
invertierte Beine (Sternchen). (E) Invertierte Kopfanhdnge (Pfeile) und Beine (Sternchen), invertieres Abdomen
(gestrichelte Linie). (F) Kutikularest. (G) starker Phianotyp; Kopf mit invertierten Anhdngen (Pfeile) und Kutikularest. A1

Abdominalsegment 1; Ant Antenne; L1/L2 Bein des ersten/zweiten Thoraxsegments; Mnd Mandibel; Ug Urogomphi. An-
terior-Posterior-Achse von links nach rechts. Mafistab 100 pm.

31



Ergebnisse

Abb. 10 Phinotypische Auspriagungen der larvalen Kutikula nach Tc-ff1-ff2 RNAi. (A) Wildtyp. (B) Invertierte Beine
(Sternchen). (C) Invertierte Kopfanhénge (Pfeile), ein invetiertes Bein (Sternchen). (D) Invertierte Kopfanhénge (Pfeile),
invertiertes Abdomen (gestrichelte Linie). (E) Komplett invertierte Beine (Sternchen), invertierte Kopfanhidnge (Pfeile),
Riickenschlussdefekt (gestrichelte Linie). (F) Stark deformierte Beine, invertierte Kopfanhiange (Pfeile). (G) Deformierte
Beine, eingeschniirtes Abdomen (Pfeile). (H) Starker Phénotyp in Ventralansicht. Invertierte Anhédnge, evertierter Hinter-
darm (Hd). (I) Kutikularest. Invertierungen am Kopf. A1 Abdominalsegment 1; Abd Abdomen; Ant Antenne; L1-3 Bein
des 1.-3. Thoraxsegments; Hd Hinterdarm; K Kopf; Mnd Mandibel; Mx Maxille; Tx Thorax; Ug Urogomphi. Anterior-
Posterior-Achse von links nach rechts. Mafistab 100 pm.
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Abb. 11 Detailaufnahmen von larvalen Kutikulas nach Tc-flipflop RNAI. (A) Invertiertes Bein mit nach 'auflen’ orien-
tierter pritarsaler Klaue (Pfeil). (B) Invertierte Antenne mit nach 'auflen' orientiertem distalem Antennensegment (Pfeil).
Mafstab: 20 pm

3.1.4.2. Embryonale Morphologie
Um zu erkennen, wann in der Embryonalentwicklung die Inversion der Extremitéten be-
ginnt, wurden fixierte RNAi-Embryonen untersucht. In diesen konnte eine verénderte Pola-
ritdit des Beinanlagenwachstums bereits in frithen Keimstreifen, zu Beginn der
Beinknospenbildung, nachgewiesen werden (siche Abb. 24G). Ein weiterer Effekt war
schon in jungen gastrulierenden Embryonen vor Beginn der Achsenverldngerung zu sehen
und betrifft die Morphologie und das Verhalten der extraembryonalen Membranen. Hier war
zum Teil ein stark vergrofBertes Serosafenster erkennbar (siche Abb. 24B). Des Weiteren
konnte in fixierten Embryonen ein Defekt in der Direktionalitét extraembryonaler Membra-
nen festgestellt werden. Dies duflerte sich vermutlich in einer Faltung des Amnions nach

Dorsal, statt sich ventral {iber den Embryo zu legen (siche Abb. 21 und Abb. 24D).

Wie friih bereits Defekte in der Embryonalentwicklung auftraten, konnte in Lebendaufnah-
men (Live-Imaging) nachvollzogen werden. Bereits nach dem Blastodermstadium konnten
direktionale UnregelméBigkeiten in der Migration von Serosa- und angrenzendem Amnion-
zellen festgestellt werden (siehe Abb. 14). Das Gewebe wurde 16chrig und die Direktionali-
tit der Zellen verlief ungeordnet und willkiirlich. Die Entwicklung solcher Embryonen war

entsprechend frith gestort und brachte keinen Keimstreifen hervor.
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Ein detaillierteres Bild der Gewebemorphologie von Tc-flipflop-RNAi-Embryonen sollte
mittels Semidiinnschnitten (ca. 1 pm) dargestellt werden. Im Vergleich zu normal evaginier-
ten Beinanlagen war deutlich zu erkennen, dass die Wachstumspolaritdt der Anlagen durch
den Knockdown, statt nach ventral, in Richtung des dorsal gelegenen Dotters verlagert war
(Vgl. Abb. 12A und B). Die ektodermalen Zellen wiesen dabei apikale Konstriktion auf,
wihrend diese in evaginierten Anlagen basal verengt waren (siche Abb. 13). Auf diese
Weise war das Mesoderm an der somit entstandenen "Auf3enseite" lokalisiert und nicht mehr

innenliegend, wie in evaginiertem Gewebe.

Abb. 12 Semidiinnschnitt der Saggitalebene eines Embryos nach Tc-ffI RNAI. (A, A') Evertierte Beinanlagen (Ba) in
der Ubersicht der Schnittebene (A) und in der Detailaufnahme (A"). (B, B') Invertierte Beinanlagen (Pfeil) in der Ubersicht
(B) und in der Detailaufnahme (B'). Abd Hinterdarmanlage des Abdomens; Ba Beinanlage; D Dotter. (A, B) Malstab
20 um. (A', B') MaBistab 10 um.
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Abb. 13 Apikale vs. basale Konstriktion in evaginiertem und invaginiertem Gewebe. (A) Evaginierte Beinanlage zeigt
apikal verengte Zellen an der Basis der Evagination (orange) und basal verengte Zellen an der distalen Spitze. (B) Apikale
Konstriktion findet an der Basis der Beinanlage nicht statt (gelb). Statt basaler Konstriktion an der eigentlich distalen Spitze
der Beinanlage (gelb) sind die Zellen apikal verengt (orange).

Abb. 14 Ausschnitte aus Live-Imaging Aufnahmen nach Tc-flipflop RNAI. (1-6) UnregelmiBige Zellanordnung und -
wanderung extraembryonaler Gewebe fiihrt zu frithen Defekten in der Embryogenese. (1; 2) Pfeile zeigen die Grenze zwi-
schen Amnion und Serosa. (6) Embryonales Gewebe akkumuliert aulerhalb des Eis.

3.1.5. Programmierter Zelltod (Apoptose)
Bei verschiedenen formgebenden Prozessen epithelialer Morphogenese, wie z.B. der For-
mung von Extremitéiten, kann Apoptose entscheidend zu Zellformverdnderungen beitragen

(Monier et al., 2015; Saunders & Gasseling, 1962). Anzeichen auf vermehrt stattfindenden
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Zelltod nach Tc-ff Knockdown lieferte der hohe Anteil an Embryonen, deren Entwicklung
noch vor Bildung einer larvalen Kutikula so stark gestort war, dass er in leeren Eiern resul-
tierte.

Der whole-mount Antikdrpernachweis zeigte in einigen RNAi-Embryonen ein minimal er-
hohtes Vorhandensein der Cleaved Caspase Dcp-1 im Vergleich zu unbehandelten Wild-
typembryonen (Vgl. Abb. 15 und Abb. 16). Die Lokalisation der apoptotischen Signale war
dabei jedoch eher stochastisch und deckte sich nicht mit den Regionen morphologisch sicht-
barer Defekte im Embryo (siche Abb. 15). Lediglich in einigen frithen Blastodermstadien
konnte ein erhohtes Mal3 an Apoptose festgestellt werden (siche Abb. 15A). In der Kernflu-
oreszenz-Aufnahme war in diesem Fall eine stark defekte Anordnung der Zellen zu sehen.
Dies ist vergleichbar mit Lebendaufnahmen junger Embryonen, deren Embryogenese friih-

zeitig endet und somit keinen Keimstreifen hervorbringt.

Abb. 15 Expressionsnachweis von Dcp-1 nach Te-flipflop RNAI. (A) Leicht erhdhtes Apoptoselevel im frithen Blas-
todermstadium. (A') UnregelmifBige Anordnung der Zellen. (B-D) Dcpl-positive Signale akkumulieren in medianen Be-
reichen der Kopfregion und entlang des Keimstreifens. (C') Invertierte Mandibelanlagen und ein invertiertes Bein des 3ten
Beinpaares (Pfeile). (A'-D') Fluoreszente Kernvisualisierung mittels DAPI. Ant Antenne; HI Kopflappen; L Beinanlage;
Lb Labium-Anlage; Lr Labrum-Anlage; Mx Maxillen-Anlage; Wz Wachstumszone. Anterior-Posterior-Achse von links
nach rechts. Maf3stab 100 pm.
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Abb. 16 Expressionsnachweis von Dcp-1 in Wildtypembryonen. (A-C) Unbehandelte Wildtypen. (D-E) Erhohtes Depl-
positives Signal in UV-behandelten Wildtypen. (A'-E') Fluoreszente Kernvisualisierung mittels DAPI. Anterior-Posterior-
Achse von links nach rechts. Mafistab 100 pm.

3.2. Funktionelle Analyse von Tc-RhoGEF2

3.2.1. Genmodell

In der Enhancer-trap Insertions-Linie KT221, die dem Gen Tc-RhoGEF2 zugeordnet werden
konnte, wurde erstmals ein mit 7c-flipflop vergleichbares Invertierungssyndrom beobachtet
(Dr. Anke Beermann, personliche Mitteilung). 7c-RhoGEF2 galt daher als ein weiterer Kan-
didat fiir die Festlegung von Direktionalitdt sich entwickelnder Strukturen im Tribolium
Embryo. Als hoch konserviertes Kandidatengen wurde 7c-RhoGEF?2 in dieser Arbeit daher
intensiv funktionell analysiert.

Die urspriinglich verdffentlichte Annotation deutete auf zwei nebeneinanderliegende Rho-

GEF2-Gene hin. Hinsichtlich der fiir RhoGEFs charakteristischen Doménen bestand jedoch
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die Vermutung, dass die Genmodelle 7C003070 und TC032343 zu einem einzelnen zusam-
mengefasst werden miissen (siche Abb. 39). Auch die iibereinstimmenden Knockdown-Pha-
notypen beider Bereiche wiesen darauf hin. Tatséchlich konnten Exons beider Genmodelle
bei einer Standard-PCR aus cDNA in einem Amplifikat nachgewiesen werden (siche Abb.
17) und somit der Nachweis fiir das Vorhandensein eines zusammenhingenden Transkriptes

erbracht werden.

1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000 8,000 9,000

3'UTR 5'UTR 3'UTR

Abb. 17 Genannotationsmodell fiir Tc-RhoGEF2. Alte Annotation der zwei Gene TC032343 und TC003070 (Richards
et al.). Neue Annotation eines RhoGEF2 Gens (beige). PCR-Amplifikat als Nachweis des einzelnen Gens (orange). Da-
zwischenliegende annotierte Exons waren nicht im Amplifikat enthalten.

3.2.2. Expressionsnachweis von Tc-RhoGEF2
RhoGEF?2 ist in vielen Geweben an unterschiedlichen Prozessen der embryonalen Morpho-
genese beteiligt. Die in situ Hybridisierung mit RNA-Antisense-Sonden gegen Tc-RhoGEF?2
ergaben ubiquitdre Signale sowohl im gesamten Embryonalgewebe aller Stadien, als auch
in den Blastoderm-Stadien (siche Abb. 18). Um den Nachweis fiir einen spezifischen
Knockdown zu erbringen, wurde zusétzlich die Expression von Tc-RhoGEF2 in Tc-Rho-
GEF2 RNAi Embryonen analysiert. Dabei war ein deutlich schwicheres Signal zu erkennen,

als in Wildtypembryonen (Abb. nicht gezeigt).

Abb. 18 Expressionsnachweis der mRNA von Tc-RhoGEF2 im WT. (A-B) Exemplarische Darstellung der ubiquitdren
Expression im Blastoderm (A) im jungen Embryo (B) und im elongierten Keimstreifen (C). (A'-C") Fluoreszente Kernvi-
sualisierung mittels DAPI. Anterior-Posterior-Achse von links nach rechts. Maf3stab 100 um.
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3.2.3. Phiinotypische Analyse nach Tc-RhoGEF2 RNA-Interferenz
RNALI Versuche fiir Tc-RhoGEF2 wurden mit iBeetle-Fragmenten und mit selbst klonierten
Fragmenten fiir die annotierten Gene 7C003070 (iB_00510) und 7C032343 (iB_03492)
durchgefiihrt. Der Knockdown fiihrte, mit Ausnahme von iB_00510, fiir alle {ibrigen Frag-
mente zu qualitativ gleichen Ergebnissen. Fiir die statistische Auswertung wurden Kutiku-
laprdparate der RNAi-Experimente mittels iB 03492 Fragment verwendet. Insgesamt
verursachte der Knockdown von 7c-RhoGEF?2 sehr starke Defekte auf Kutikulaebene. Oft
war eine genaue Identifikation der Art der Korperanhdnge nicht mehr mdglich. Insgesamt
konnten, soweit erkennbar, bei mindestens 29 % der analysierten Individuen deutliche In-
vertierungen von Kopf- und/oder Thorax-Anhdngen festgestellt werden (siche Abb. 19).
Dariiber hinaus wiesen iiber die Hélfte (mindestens 58 %) einen starken Defekt im Riicken-
schluss auf (siche Abb. 19B'). Zu nur 5,7 % waren leere Eier zu sehen, d.h. es wurde keine

Kutikula gebildet.
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Abb. 19 Phinotypische Ausprigung der larvalen Kutikula nach Tc-RhoGEF2 RNAI. (A) Wildtyp. (B-B') Kutikula in
Ventralansicht mit offenem Abdomen (B) und Dorsalansicht mit offenem Riicken (B') als Resultat vorhergegangener S-
Formbildung des Embryos im Ei (Vgl. Abb. 24E). (C) Invertierte Kopfanhinge sind duBerlich erkennbar, da ein Defekt
im Riickenschluss vorliegt. Evertierter Hinterdarm (gestrichelte Linie), Ventralansicht. (D-F) Invertierte Extremitéten, teil-
weise dullerlich sichtbar. Ant Antenne; L1 Bein des 1. Thoraxsegments; Mx Maxille; T1 Thoraxsegment 1; Ug Urogomphi.
Anterior-Posterior-Achse von links nach rechts. Mafistab 100 pm.
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3.2.4. Embryonale Morphologie
Der Knockdown von 7c-RhoGEF2 fiihrte wahrend der Bildung des Embryos und der extra-
embryonalen Membranen zu starken Defekten in der Direktionalitét (siche Abb. 20 und
Abb. 24). Ein hiufig auftretender Phinotyp stellten Blastodermstadien dar, welche eine Ein-
schniirung in der Region aufwiesen, in welcher die Differenzierung zwischen Amnion und
Serosa erkennbar wird (siche Abb. 20A). In anderen Fillen bildete sich zwar ein Embryo,
jedoch kam es dann auch hier zu einem Defekt der Direktionalitét extraembryonaler Memb-
ranen, vermutlich des Amnions. Dieses legte sich nach Dorsal {iber den Dotter, statt sich von
posterior iiber die ventrale Seite des Embryos zu legen (siche Abb. 20B). Weiterhin zeigten
Lebendaufnahmen, wie das Gewebe eines jungen Embryos durch das Abreiflen der Serosa
nach lateral-dorsal gezogen wird und die Wachstums-Direktionalitit des embryonalen Ge-
webes verdndert (siche Abb. 23). Diese Embryonen weisen im freipréparierten Zustand ein
komplettes Fehlen von Gewebe median des Keimstreifens, als auch ein deformiertes Abdo-

men auf (siche Abb. 24H-J).

3.2.5. Programmierter Zelltod (Apoptose)
Aufgrund der starken Defekte, die durch den Knockdown von Tc-RhoGEF2 verursacht wur-
den, war nicht auszuschlieBen, dass ein erhohtes Zelltodautkommen fiir einige Aspekte des
Phénotyps verantwortlich sein konnte. Der Nachweis des programmierten Zelltods wurde
mithilfe des kreuzreagierenden Drosophila Cleaved Dcp-1 Antikdrpers (Cell Signaling
Technology) im whole-mount Embryo durchgefiihrt. Als Vergleich dienten unbehandelte
sowie UV-bestrahlte Wildtypembryonen (siche Abb. 16). Dabei konnte in Tc-RhoGEF?2
RNAi-Embryonen weder ein reduziertes, noch ein verstdrktes Signal im Vergleich zum un-

behandelten Wildtyp detektiert werden (siche Abb. 20).
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Abb. 20 Expressionsnachweis von Dcp-1 nach Tc-RhoGEF2 RNAI. (A) Wenige Dcpl-positive Zellen in Region der
Konstriktion zwischen extraembryonalen Membranen (Pfeile) aufgrund der RNAI. (B) Einschniirung der Amnion-Serosa-
Grenze verhindert die Faltung des Amnions nach Ventral (Pfeil). (C) Priparierter Embryo zeigt Offnung im Thoraxbereich
(gestrichelte Linie). Nur vereinzelt Dcpl-positive Zellen. (D) Defekte der Zellwanderungs-Direktionalitdt der
Wachstumszone mit 16chrigem Gewebe ohne erhdhtes Level Dcepl-positiver Signale. (E) Direktionalititsdefekt der
Bildung von Abdominalsegmenten. Nur vereinzelt Dcpl-positive Zellen. (A'-E') Fluoreszente Kernvisualisierung mittels
DAPI. Anterior-Posterior-Achse von links nach rechts. Mafistab 100 pm.
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M —ceeeee seer s’

Abb. 21 Direktionalitit extraembryonaler Membranen in der Embryogenese. (A) Im Wildtyp zieht sich die Serosa
(blau) nach ventral zusammen und das Amnion (orange) legt sich ventral {iber das embryonale Gewebe (grau) (Abb. ver-
andert nach Horn & Panfilio, 2016). (B) Direktionalitit extraembryonaler Gewebe ist defekt nach Tc-ff' Knockdown. Das
Amnion (orange) zieht nach Dorsal und bedeckt nicht das embryonale Gewebe.

3.2.6. Doppel-Knockdown von Tc-flipflop und Tc-RhoGEF?2
Die Resultate des kombinierten Knockdowns von Tc-flipflop und Tc-RhoGEF 2 beinhalteten
durchgéngig starke Defekte auf Kutikulaebene. Wildtypische Phianotypen, wie sie in Einzel-
knockdowns fiir Tc-ff noch auftraten, waren hier nicht zu sehen. Stattdessen dominierte die
Kombination einer stark deformierten Kutikula mit mehreren Invertierungsereignissen pro
Individuum (siehe Abb. 22). Die fixierten Embryonen des Doppel-Knockdowns zeigten
dementsprechend héufig eine durch den Dotter laufende, S-formige Morphologie, was in

fehlendem Gewebe median der Thorax-, bzw. Abdominalregion resultierte (siche Abb. 24F,
H-J).
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Abb. 22 Phéanotypische Ausprigungen nach Tc-ffI-RhoGEF2-Doppel RNAI. (A) Wildtyp. (B) Invertierte Kopfanhénge
(Pfeile). Evertierter Hinterdarm (gestrichelte linie). (C) Invertierte Antennen (Pfeile). Stark deformierte Beine und Abdo-
men. (D) Kutikularest mit mehreren Invertierungen (Pfeile). (E) Invertierte Beine und Kopfanhénge (Pfeile). Stark defor-
mierte Beine. Al Abdominalsegment 1; Ant Antenne; L1-2 Bein des 1./2. Thoraxsegments; Mx Maxille; T1
Thoraxsegment 1; Ug Urogomphi. Anterior-Posterior-Achse von links nach rechts. MaBstab 100 pum.

Abb. 23 Live-Imaging nach Tc-ffI-RhoGEF2-Doppel RNAI. (1) Junger Embryo weist teilweise 16chriges Gewebe auf.
(2) Ruptur der extraembryonalen Membranen (Pfeile) fiihrt zum Auseinanderreilen embryonalen Gewebes (2-6), sodass
ein Loch median der Thoraxregion (gestrichelte Linie) und ein Direktionalititsdefekt der Beinanlagen (6, Pfeil) entsteht.
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Abb. 24 Embryonale Morphologie nach RNAi. (A, B, C, E) Tc-flipflop RNAi. (D) Tc-RhoGEF2 RNAI. (F-H) Tc-ff1-
RhoGEF2 Doppel RNAI. (A) Vermutliche Amnion-Serosa-Grenze. (B) Defekt extraembryonaler Membranen. Ausgewei-
tetes embryonales Gewebe (Pfeile). (C) Ventralansicht eines vergroerten Serosafensters (Pfeil). (D) Direktionalitdtsdefekt
in der Faltung extraembryonaler Membranen fiihrt zur Verbreitung embryonalen Gewebes nach Dorsal (gestrichelter Pfeil).
(E) Direktionalitdtsdefekt verursacht S-Form Bildung des Embryos. (F) Invertierte Antenne und Mandibel (Pfeil). Fehlen-
des Gewebe im medianen Thoraxbereich (gestrichelte Linie). (G) Invertiertes Mandibelpaar und invertiertes Bein des 2ten
Thoraxsegments (Pfeile). (H-J) Ventralansicht von Resultaten von S-Formbildung aufgrund von Direktionalitdtsdefekten.
Lochbildung median der Thoraxregion und Umfaltung des abdominalen Gewebes. Lr Labrum. Fluoreszente Kernvisuali-
sierung mittels DAPI. Anterior-Posterior-Achse von links nach rechts. Maf3stab 100 pm.
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3.2.7. Weitere Rho-assoziierte Kandidaten
Um zu untersuchen, ob noch andere RhoGEF-dhnliche Gene an der Direktionalitét der Ext-
remitdtenausrichung beteiligt sind, wurden weitere RhoGEF-Kandidaten aufgrund ihrer
Ahnlichkeit zur RhoGEF2-Sequenz zur Analyse ausgewihlt: Tc-RhoGEF 17 (TC001759,
iB 02957,), Tc-RhoGEF 64C (TC003783, 1B _00613,), Tc-RhoGEF 18 (TC009420,
iB_08587,), Tc-Plekhg5 (TC014600,1B_10103, Pleckstrin homology domain-containing fa-
mily G member 5 isoform, Tc-Plekhg5) und Tc-itsn2 (intersectin-2 isoform, 7C032394,
iB_09756). Fiir RNAi-Versuche wurden jeweils die iB-Fragmente verwendet (Eupheria Bi-
otech). Der Knockdown der Gene Tc-RhoGEF 17, Tc-Plekhg5, als auch Tc-itsn2 zeigte
keine Auswirkungen auf die Nachkommen injizierter Individuen. Die RNAi von Tc-Rho-
GEF 64C und Tc-RhoGEF 18 resultierte zum Teil in starken Effekten, die eine statistische
Analysen nicht ermoglichten. Auch bei verringerter Konzentration von bis zu 200 ng/ul leg-
ten mit 7c-RhoGEF 64C dsRNA injizierte Individuen kaum Eier. Sowohl fiir Tc-Rho-
GEF 64C, als auch fiir Tc-RhoGEF 18 galt, dass Defekte zwar auftraten, diese jedoch nicht
mit Invertierungsereignissen vergleichbar waren. Es wurden Abdomendefekte, "inside-out"-

Phénotypen und nicht weiter analysierbare Kutikulareste beobachtet (siche Abb. 25).

Andere ebenfalls analysierte Rho-assoziierte Kandidatengene stellten RacGEFI
(TC011926), RhoKv (TC014703), Rok (TC014705), Rapl (TC006305) und Kalirin
(TC003064) dar. RNAi-Versuche mit diesen Genen wurden mit eigens klonierten Fragmen-
ten durchgefiihrt und ergaben keine Direktionalitits-spezifischen Effekte. Lediglich das
Drosophila-Homolog Tc-Trio (TC003063) wies nach dem Knockdown wenige invertierte
Abdomen in den Nachkommen auf (siche Abb. 26). An Mundwerkzeugen oder Beinen
konnten keine Defekte der Direktionalitdt festgestellt werden. Trio ist ein GEF mit zwei DH-
PH Modulen (Dbl homology, pleckstrin homology domain), wobei eins spezifisch fiir Rac
ist und eins fiir Rho (Bishop & Hall, 2000).
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Abb. 25 Phinotypische Varianzen nach Tc-RhoGEF 18 RNAi. (A) Wildtyp. (B) Offener Riicken. (C) Fehlende
Abdominalsegmente. (D, E) "Inside-out" Phénotypen. (F, G) Kutikulareste von Kopfstrukturen. Ant Antenne; L Bein; T1
Thoraxsegment 1; Ug Urogomphi. Anterior-Posterior-Achse von links nach rechts. MaBistab 100 pm.

Abb. 26 Phinotypische Ausprigungen der larvalen Kutikula nach Tc-Trio RNAI. (A) Wildtyp. (B) Invertiertes Abdo-
men (gestrichelte Linie). (C) Verkiirzte Beine und offener Riicken (gestrichelte Linie). A1 Abdominalsegment 1; Ant An-

tenne; L1-2 Bein des 1./2. Thoraxsegments; Mnd Mandibel; Mx Maxille; T1 Thoraxsegment 1; Ug Urogomphi. Anterior-
Posterior-Achse von links nach rechts. Maf3stab 100 pm.
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3.3. Analyse von Kandidaten des nichtkanonischen Wnt-Signalwegs
Nichtkanonische Signalwege sind an vielen morphogenetischen Prozessen beteiligt, welche
die (Re)organisation des Cytoskeletts, Zellmigration, -polaritit, -adhision und konvergente
Extension (CE, convergent extension) beinhalten (Green et al., 2014; Schlessinger et al.,
2009; Tada & Kai, 2009). Aus diesem Grund wurden Komponenten nichtkanonischer Sig-

nalgebung als Kandidaten fiir diese Arbeit ausgewihlt.

3.3.1. Tyrosin-Proteinkinase Transmembranrezeptor 7c-Ror1l
Als ein moglicher Kandidat fiir Direktionalitit von Zellwanderung wurde 7c-Ror1 (receptor
tyrosine kinase-like orphan receptor 1) ausgewdhlt, da er als Co-Rezeptor eine entschei-
dende Rolle im nichtkanonischen Wnt-Signalweg spielt (Gentile et al., 2011). Bilder der

iBeetle-Datenbank unterstiitzten diese Annahme.

Fiir Knockdown Versuche wurde zunichst das iBeetle-Fragment mit der Nummer iB_05864
(TC015667) verwendet und entstandene Phénotypen auf Kutikulaecbene ausgewertet. Dabei
konnten bei auswertbaren Individuen (n=90) zu 49 % Invertierungen festgestellt werden, die
sich meist auf die Kopfanhdnge beschrinkten (siche Abb. 28). Des Weiteren wiesen 30 %
der ausgewerteten Individuen eine verringerte Anzahl von Abdominalsegmenten (minimal
vier) auf. In 10 % der Fille entstanden "inside-out” Phénotypen. Am haufigsten waren Indi-
viduen mit defektem Riickenschluss (56 %) erkennbar. Dariiber hinaus wurde zu 46 % keine
Kutikula gebildet (von insgesamt n=268), sodass leere Eier entstanden. Dieses Ergebnis
konnte jedoch weder mit einem nicht-tiberlappenden Fragment (iB_05864 2), noch mit zwei
weiteren nicht-liberlappenden, selbst klonierten Fragmenten (siche Abb. 27) verifiziert wer-

den.

500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000
NOF3 iB_05864 NOF4
Exon Exon Exon Exon 3'UTR

Abb. 27 Annotation der Genorganisation fiir Tc-rorl. Verwendete NOFs sind in Gelb dargestellt. Der Knockdown mit-
tels iB_05864 Fragment wies unter anderem Invertierungsphianotypen auf (Abb. 28). Diese Phénotypen lieBen sich mit
keinem der drei NOFs bestétigen.
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Abb. 28 Phinotypische Ausprigungen der larvalen Kutikula nach Tc-rorl RNAI. (A) Wildtyp. (B-B') Kutikula in
zwei Fokusebenen. (B) Verkiirztes Bein (Sternchen) und Einschniirung im Thoraxbereich. (B') Invertierte Kopfanhinge.
(C-C") Kutikula in zwei Fokusebenen. (C) Invertierte Mandibel (Pfeil). (C') Dorsalschlussdefekt (gestrichelte Linie). (D)
Invertierte Urogomphi (Pfeile). (E) Partieller "inside-out" Phanotyp des Kopf- und Thoraxbereiches. (F) Invertierte Kopf-
anhénge (Pfeile) und deformierte Beine. (G) Verkiirztes Bein (Sternchen). Abdominaldefekt (Pfeil). A1 Abdominalseg-
ment 1; Ant Antenne; L2 Bein des 2. Thoraxsegments; T1 Thoraxsegment 1; Ug Urogomphi. Anterior-Posterior-Achse
von links nach rechts. Mafistab 100 pm.
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3.3.2. Weitere Kandidaten des nichtkanonischen Wnt-Signalwegs

Als weitere Kandidaten des nichtkanonischen Wnt-Signalwegs wurden der Ligand Wnt5
und Rezeptor Tyrosinkinase Proteine ausgewéhlt um sie auf ihre Funktion in 77ibolium zu
untersuchen. Unter ihnen die Gene, welche fiir die Vertebraten-Homologe Ryk (receptor-
like tyrosine kinase, T7C010814, Dm-dnt), Ptk7 (TC032332, iB_03542, Dm-otk (off-track))
und Ror2 (Dm-nrk, Neurospecific receptor kinase) kodieren. Der Einzel- als auch Doppel-
Knockdown mittels RNAi erbrachte weder fiir 7c-Wnt5, noch fiir Tc-ryk oder Tc-ptk7 Ef-
fekte in der Entwicklung. Die Nachkommen wiesen hohe Schlupfraten mit wildtypischem
Habitus auf (Ergebnisse nicht gezeigt).

RNAi-Versuche fiir das Gen Tc-ror2 (TC014181, iB_05579) zeigten keine Invertierungen,
wie es fiir Tc-rorl der Fall war. Stattdessen waren Kopfdefekte (siche Abb. 29), Kutikula-
reste und leere Eier zu sehen. Mit Tc-flipflop-Phianotypen iibereinstimmend waren die De-
fekte im Riickenschluss (siche Abb. 29C, D). Den iiberwiegenden Anteil machten jedoch

auch in diesem Fall geschliipfte Larven mit wildtypischem Habitus aus.

Abb. 29 Phianotypische Varianz nach Tc-ror2 RNAI. (A) Wildtyp. (B) Kopf reduziert (Pfeil). (C) Kopf nur noch als
Kutikularest vorhanden (Pfeil). Dorsalschlussdefekt (gestrichelte Linie). (D) Kopf und Thoraxsegmente fehlen. Dor-
salschlussdefekt (gestrichelte Linie). (E) Kutikularest. A1 Abdominalsegment 1; Ant Antenne; L2 Bein des 2. Thoraxseg-
ments; T1 Thoraxsegment 1; Ug Urogomphi. Anterior-Posterior-Achse von links nach rechts. MafBistab 100 pm.
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3.3.3. Ryk-like Tc-Cad96Ca
Das Drosophila-Homolog Tc-Cad96Ca (Dm-Cad96Ca, bzw. Dm-stitcher) galt durch seine
hohe Sequenzdhnlichkeit zu Tc-ryk, einem weiteren Faktor des nichtkanonischen Wnt-Sig-
nalweges, als weiterer moglicher Kandidat fiir Invertierungsereignisse. Der RNAi1 Knock-
down von Tc-Ryk selbst erbrachte sowohl in der Einzel-, als auch in der Doppel-RNAi mit
sequenzihnlichen Kandidaten keine Effekte (siche 3.3.2). Tc-Cad96Ca kodiert fiir ein Cad-
herin und Tyrosinkinase Rezeptor, welcher hoch konserviert ist. In Drosophila ist das Gen

am Aufbau von Aktinfilamenten bei der Wundheilung beteiligt (Wang et al., 2009).

Der Knockdown von Tc-Cad96Ca mittels RNAi resultierte zu einem GroBteil in leeren Eiern
(47 %), dem stérksten Phianotyp. Defekte im dorsalen Riickenschluss traten hier zu 44 % auf
(siche Abb. 30D-F, K). Invertierungsereignisse (siche Abb. 30A-D) konnten zu 9,2 % fest-
gestellt werden. Uber diese mit Tc-flipflop vergleichbaren Defekte hinaus wurden weitere
Phinotypen festgestellt: darunter zu 28 % "inside-out" Phénotypen (siche Abb. 30G), Kopf-
defekte, zu 15 % verkiirzte Abdomen sowie vereinzelt deformierte und verschmolzene

Beine.

3.3.4. Tc-dishevelled (Tc-dsh)
Das Gen dishevelled (Tc-dsh) galt als weiterer Kandidat des nichtkanonischen Wnt-Signal-
weges in Zusammenhang mit 7c-rorl und Tc-Cad96Ca. Der Gen-Knockdown von Tc-dsh
fithrte zu sehr starken Defekten, die eine funktionelle Analyse anhand von phénotypischen
Auspriagungen nicht ermoglichten. Sowohl bei einer dsSRNA-Konzentration von 1 pg/ul, als
auch bei Verdiinnungen bis zu 100 ng/ul verstarben zum Teil bereits die injizierten Adulten,

oder die Nachkommen entwickelten keine Kutikula.
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Abb. 30 Phinotypische Varianz larvaler Kutikulas nach Tc-Cad96Ca RNAI. (A) Wildtyp. (B) Invertierte Kopfanhénge
(Pfeile). (C, D) Invertiertes Abdomen (gestrichelte Linie). (E) Invertierte Kopfanhédnge; (Pfeile) deformierte kurze Beine;
Abdomen reduziert und umgestiilpt. (F) Dorsalschlussdefekt (gestrichelte Linie). (G) Partieller "inside-out" Phinotyp des
Abdomens. (H) Kopf und Thoraxsegment fehlend. (I) Thorax- und Abdominalsegmente fehlend. (J) Anteriordefekte. (K)
Dorsalschlussdefekt; verschmolzene Beine (Pfeile). A1 Abdominalsegment 1; Ant Antenne; L Bein; Mnd Mandibel; Mx
Maxille; T1 Thoraxsegment 1; Ug Urogomphi. Anterior-Posterior-Achse von links nach rechts. Maf3stab 100 pm.
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3.4. Zinkfinger Tc-zfx
Ein weiterer Kandidat, welcher dem iBeetle-Screen entnommen wurde, war das Gen Tc-zfx
(TC015629, iB_05852). Fiir den Gen-Knockdown wurde das von der Firma Eupheria Bio-
tech GmbH synthetisierte iB-Fragment verwendet, um eine Vergleichbarkeit zu gewéhrleis-
ten. Die parentale RNAi des Gens 7c-zfx resultierte zu einem iiberwiegenden Teil in
geschliipften wildtypischen Larven. Die wenigen nicht-geschliipften Individuen zeigten zum
Teil Invertierungen (siche Abb. 32B, C), sowie andere Bildungsdefekte der Kopf- und Tho-
raxanhinge, Abdominaldefekte und Kutikulareste. Knockdown Versuche mittels nichtiiber-
lappenden Fragments im 3'-Bereich (siche Abb. 31) konnten diese Phénotypen nicht

reproduzieren.

Zusitzlich wurden vier weitere Gene iiber ihre Sequenzihnlichkeit zu Tc-zfx analysiert. Da-
bei handelte es sich um Zinkfinger-Gene mit den Tc-Nummern 7C003827 (iB_07043),
TC015072 (XX-90331-1), TC015073 (XX-90332-1) und 7C015074 (XX-90333-1). Die
Kandidaten wurden sowohl in Einzel- als auch in Doppel-RNAi Versuchen in jeder mogli-

chen Kombination eingesetzt. Keiner der Versuche erbrachte vergleichbare Ergebnisse.

200 400 600 800 1,000 1,200 1,400

iB_05852 iB_05852_2
/ CDS

Abb. 31 Annotation der Genorganisation und Lage der NOFs fiir Tc-zfx.
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Abb. 32 Phinotypische Varianzen larvaler Kutikulas nach Tc-zfx RNAI. (A) Wildtyp. (B) Invertierte Kopfanhénge
(Pfeile). (C) Invertiertes Bein (Pfeil). Beine teilweise fehlend. (D) Konstriktion des Abdomens (Pfeile). (E) Abdominalseg-
mente fehlen teilweise. Beindefekte (Sternchen). A1 Abdominalsegment 1; Ant Antenne; L Bein; T1 Thoraxsegment 1;
Ug Urogomphi. Anterior-Posterior-Achse von links nach rechts. Mafistab 100 pm.

3.5. Tc-Cholin-Dehydrogenase (Tc-cdh)
Das Gen mit der Nummer 7C010931, welches fiir eine Cholin-Dehydrogenase kodiert,
stellte einen weiteren Kandidaten fiir Invertierungs-Ereignisse dar. Dies basierte auf Grund-

lage von Knockdown Resultaten mittels des iB_04939 Fragments im iBeetle-Screen.

In dieser Arbeit wurden sowohl eigens klonierte Fragmente, das urspriingliche Fragment
iB_ 04939 (Eupheria), sowie vier nicht-iiberlappende Fragmente (iB_04939 2-5, Eupheria)
fiir Knockdown Versuche verwendet (siche Abb. 33). Die statistische Auswertung erfolgte,
um Vergleichbarkeit gewéhrleisten zu konnen, mit dem iBeetle Fragment iB_04939. Der

parentale Knockdown von Tc-cdh mittels iB_04939 resultierte zu 88,9 % in Invertierungen
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bei auswertbaren Kutikulas. Dies stellt, im Vergleich mit allen in dieser Arbeit untersuchten
Genen, den hochsten Anteil an Invertierungsereignissen dar. Ein Defekt im Dorsalschluss
entstand bei 31,7 % der Individuen (siche Abb. 34), wildtypische Phinotypen waren zu
9,8 % zu sehen. Der stéirkste Effekt nicht-gebildeter Kutikula, die leeren Eier, trat insgesamt
zu 36,3 % auf. Jedoch konnten diese Resultate mit keinem der vier, von der Firma Eupheria
synthetisierten, noch mit selbst klonierten, nicht-iiberlappenden Fragmenten repliziert wer-

den.

Da zum Teil signifikante Sequenziibereinstimmungen von 7c-cdh zu anderen Genen exis-
tieren, wurden die vier mit der hochsten Ubereinstimmung iiber BLAST ausgewihlt und
deren iB-Fragmente (Eupheria Biotech) ebenfalls in adulte Kéfer injiziert. Bei allen Kandi-
daten handelte es sich um Gene, welche ebenfalls fiir Cholin/Glucose-Dehydrogenasen ko-
dieren. Dazu gehorten die Gene mit den annotierten Nummern 7C016355 (iB_09229),
TC033300 (iB_05806), 7C015717 (iB_05882) und 7C015718 (iB_05883). Knockdown
Versuche wurden sowohl im Einzel- als auch im Doppelansatz mit jeweils zwei dieser Kan-
didaten in jeder moglichen Kombination durchgefiihrt. Keine der RNA1’s resultierte in mit
Te-cdh™* und Te-flipflop™* vergleichbaren Phinotypen. Zu einem iiberwiegenden Teil
waren geschliipfte wildtypische Larven zu verzeichnen. Der Knockdown des Gens

TC015717 resultierte in unspezifischen Defekten (siche Abb. 35).

200 400 600 800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800

iB_04939
Exon Exon2 { Exon3

Abb. 33 Annotation der Genorganisation und NOF-Position fiir Tc-cdh. Verwendete NOFs sind in Gelb dargestellt.
Der Knockdown mittels iB_04939 Fragment zeigte einen hohen prozentualen Anteil invertierter Extremititen (Abb. 34).
Knockdown Versuche mittels vier weiterer NOFs konnten diese Phianotypen nicht reproduzieren.
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Abb. 34 Phinotypische Ausprigungen nach Tc-cdh RNAi. (A) Wildtyp. (B) Invertierte Mandibeln und Antennen
(Pfeile). (C) Invertierte Mandibel und Antenne (Pfeile). Invertiertes Abdomen (gestrichelte Linie). (D) Invertierung aller
Beine (Sternchen). Dorsalschlussdefekt (gestrichelte Linie). (E) Invertierte Kopfanhénge (Pfeile). Invertierung aller Beine
(Sternchen). Konstriktion abdominaler Segmente (Pfeile). A1 Abdominalsegment 1; Ant Antenne; L1 Bein des 1. Thora-

xsegments; Mnd Mandibel; Mx Maxille; T1 Thoraxsegment 1; Ug Urogomphi. Anterior-Posterior-Achse von links nach
rechts. Maf}stab 100 pm.

Abb. 35 Phinotypische Varianzen nach Tc-cdh-like TC015717 RNAI. (A) Wildtyp. (B) Beine deformiert. Abdominal-
defekte. (C) Dorsalschlussdefekt (gestrichelte Linie). Konstriktion des Abdomens (Pfeil). (D, E) Kutikulareste mit anterior-
posterior Defekten. A1 Abdominalsegment 1; Ant Antenne; L1-2 Bein des 1./2. Thoraxsegments; T1 Thoraxsegment 1;
Ug Urogomphi. Anterior-Posterior-Achse von links nach rechts. Malistab 100 pm.
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3.6. Tc-DEAF1 und andere Kandidaten
Das Drosophila Homolog Tc-DEAFI (Deformed epidermal autoregulatory factor-1,
TC000085) galt, basierend auf Abbildungen in der iBeetle Datenbank, als ein weiterer Kan-
didat fiir Direktionalitdt von Gewebewachstum. Dabei handelt es sich um einen Transkrip-
tionsfaktor, welcher nach seiner Bindeeigenschaft an das homeotische Response Element
von Deformed (Dfd) benannt ist (Gross & McGinnis, 1996). Der Knockdown des Tc-DEAF'1
Gens fiihrte zum Teil zu verkiirzten deformierten Beinen und invertierten Abdomen (siche
Abb. 36). Dabei konnten jedoch weder an den Beinen noch an den Mundwerkzeugen Inver-

tierungsereignisse festgestellt werden.

Des Weiteren wurden im Zuge dieser Arbeit mehrere Kandidatengene kloniert und analy-
siert, welche nach Knockdown keine Defekte in direktionalem Wachstum oder der Beinent-
wicklung aufwiesen. Die Auswahl dieser Kandidaten richtete sich nach aus der Literatur
bereits bekannten Faktoren, welche in Zellformveranderungsprozesse involviert und/oder
Rho-assoziiert sind. Zu diesen Kandidaten gehorten die Drosophila Homologe Tc-dco (discs
overgrown, TC034052), Tc-zip (zipper, Myosin, TC034132, iB_03972), Tc-Mer (Merlin,
TC014860), Tc-mcm (mini-chromosome maintenance complex-binding protein,
TC003148), Tc-garz (gartenzwerg, TC005830), Tc-mnb (minibrain, 7C007717), Tc-pav (pa-
varotti, TC013058), Tc-rig (riquiqui, TC012028), Tc-sd (scalloped, T7C032219), Tc-tum
(tumbleweed, TC010549), Tc-yki (yorkie, TC04769) und Tc-Dip-C (Dipeptidase C,
TC031503). Dartiber hinaus wurden iBeetle-Kandidaten ausgewéhlt, deren RNAi-Phénoty-
pen im Screen Hinweise auf ein 7Tc-flipflop-dhnliches Syndrome gaben. Dazu zéhlten die
Gene 7C000592 (iB_00134), TC002426 (iB_00371), TC006631 (iB_01072) und T7C004796
(iB_03849). In der Regel fithrten Knockdown Versuche mit diesen Genen zu unspezifischen,
bzw. keinen Effekten. Die RNAL fiir das Drosophila Homolog Tc-zipper fiihrte aufgrund der
Schwere der Defekte bereits zum Tod der injizierten Weibchen und konnte daher nicht funk-

tionell untersucht, als Kandidat daher jedoch auch nicht ausgeschlossen werden.
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Abb. 36 Phianotypische Ausprigungen der larvalen Kutikula nach Tc-DEAF RNAI. (A) Wildtyp. (B, C) Invertiertes
Abdomen (gestrichelte Linie). (C) Beindefekte. A1 Abdominalsegment 1; Ant Antenne; L2 Bein des 2. Thoraxsegments;
T1 Thoraxsegment 1; Ug Urogomphi. Anterior-Posterior-Achse von links nach rechts. MafB3stab 100 um.

3.7. Kontrollversuch mittels Tc-distalless (Tc-dIll) RNAi

Um festzustellen, inwiefern Invertierungsereignisse unspezifisch zufillig auftreten konnen,
wurden RNAi Versuche mit einem bekannten Gen durchgefiihrt, welches bereits von meh-
reren Arbeitsgruppen ausfiihrlich analysiert wurde, und die Ergebnisse statistisch ausgewer-
tet. Filir diese Arbeit wurde das Tribolium Homolog Tc-distalless (Tc-dll, TC009351)
ausgewdhlt, da dessen Funktion in der Entwicklung von Beinen und Kopfanhéngen bereits
gut untersucht ist (Beermann et al., 2001). Des Weiteren sollte die Spezifitdt und Reprodu-
zierbarkeit von Knockdown Versuchen mittels nicht-iiberlappender Fragmente getestet wer-
den, da es haufig zu starken Unterschieden in Kandidatenanalysen kam. Dazu wurden 7c-
dll RNAi-Versuche mit drei nicht-iiberlappenden Fragmenten durchgefiihrt und statistisch
ausgewertet: Eins in der 5'-UTR (XX-90412-2), eins fiir die kodierende Region (XX-90412-
1, Exon 1 bis 3) und eins in der 3'-UTR (iB_09187) (siche Abb. 37). Dabei kam es zu un-
terschiedlichen, stark NOF-spezifischen Resultaten der Knockdown Phénotypen.
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So konnten mittels Knockdown des Gens Tc-distalless fiir das 5'-Fragment, trotz einer
Schlupfrate von 52,8 %, zu 100 % schwache Beinphénotypen festgestellt werden (n=125).
Dabei waren die Beine meist verkiirzt und leicht deformiert, die distale Klaue jedoch hiufig
noch vorhanden. Bei 92,8 % fehlte lediglich das distale Antennensegment (Flagellum). Die
Antenne selbst wurde aber immer gebildet. Leere Eier waren zu 8 % vorhanden (n=137),

Defekte im Riickenschluss sowie Invertierungsereignisse konnten nicht festgestellt werden.

Wihrend das Fragment des 5’-UTR-Bereiches vorwiegend schwache Defekte lieferte (siche
oben), entstanden nach dem Knockdown mittels Fragment im Bereich der kodierenden Se-
quenz (XX-90412-1) durchweg stirker ausgeprdgte Defekte. Dabei waren zu 93,2 %
(n=148) nur noch das erste, bzw. maximal die ersten zwei proximalen Beinsegmente Coxa
und Trochanter vorhanden (sieche Abb. 38D). Der entsprechend schwéchere Phinotyp mit
vorhandener Klaue konnte lediglich einmal identifiziert werden. Des Weiteren fehlten die
Antennen bei 93,2 % der Individuen vollstindig, bei 2 % war lediglich das basale Anten-
nensegment vorhanden. Zu 3,2 % (n=157) wurde keine Kutikula gebildet (leere Eier), bei
2,5 % entstand nur ein Kutikularest. Riickenschlussdefekte konnten zu 1,4 % festgestellt
werden.

Der Knockdown mittels 3'-UTR Fragment (iB_09187) resultierte zu 96,6 % in genspezifi-
schen Effekten verkiirzter Extremitéiten (siche Abb. 38). Dabei handelte es sich zu 96,6 %
(n=201) um einen schwachen Phénotyp, bei dem die Beine zwar verkiirzt, distale Segmente
(Klaue) jedoch noch vorhanden waren. Dies ist vergleichbar mit den RNAi Phéanotypen des
5'-UTR Fragmentes. Nur bei zwei Individuen entstand mit diesem Fragment ein starker Phé-
notyp ohne distale Beinsegmente. Weiterhin kam es bei 51 % (n=100) zu einer Transforma-
tion der Antennen zu Beinen (siche Abb. 38F), bzw. zu einer partiellen Transformation
(49 %). Leere Eier traten zu 4,6 % (n=218), wildtypische Larven zu 1,4 % (n=208) auf.
Defekte im Riickenschluss, wie sie auch in den Knockdown Versuchen anderer hier unter-
suchten Gene zu beobachten waren, entstanden zu 1,4 %. Invertierungsereignisse traten bei

keinem der Individuen auf.

200 400 600 800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800
XX-90412-2 XX-90412-1 1B_09187
5'UTR Exon 1 Exon 4 3'UTR

Abb. 37 Annotation der Genorganisation und Lage der NOFs fiir Tc-dll. Das im kodierenden Bereich liegende Frag-
ment (XX-90412-1) zeigte starke d//-Phénotypen. Knockdown Versuche mittels Fragmente in den UTRs zeigten schwache
Phénotypen (siche Abb. 38).
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Abb. 38 NOF-spezifische phinotypische Auspriagungen nach 7Tc-dll RNAI. (A) Wildtyp. (B) Knockdown mittels Frag-
ment in 5'-UTR zeigte verkiirzte Beine, hdufig mit Klaue. Flagellum der Antenne meist fehlend. (C) Knockdown mittels
Fragment in 3'-UTR fiihrte zu verkiirzen Beinen, hdufig mit Klaue. (D) Knockdown mittels Fragment in der kodierenden
Region fiihrte zu starken Phinotypen mit kurzen Beinen (nur Coxa zu sehen, mit Sternchen gekennzeichnet) und Fehlen
der Antenne (Sternchen). (E) Antenne des Wildtyps (Pfeil) (F) Knockdown mittels 3'-UTR Fragment. Transformation der
Antenne zum Bein (Pfeil). Al Abdominalsegment 1; Ant Antenne; L2 Bein des 2. Thoraxsegments; Cx Coxa; Kl Klaue.
T1 Thoraxsegment 1; Ug Urogomphi. Anterior-Posterior-Achse von links nach rechts. MaBstab 100 um (A-D), 20 um (E-
F).
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das neue Gen Tc-flipflop auf seine Funktion hin untersucht
und in einen entwicklungsbiologischen und zellbiologischen Zusammenhang eingeordnet
werden. Dabei sollten zellmorphologische Prozesse beschrieben, und das Gen auf moleku-
larer Ebene charakterisiert werden. Des Weiteren sollten interagierende Kandidaten identi-

fiziert werden, um Hinweise auf eine Einordnung in bekannte Signalwege zu erhalten.

4.1. Das Waisenkind flipflop
Die Ausbildung von Beinen unterscheidet sich grundlegend im Vergleich von Tribolium und
Drosophila. Wahrend die embryonalen Beinanlagen bei Drosophila als Imaginalscheiben
im Inneren der Larve invaginiert und daher nicht duBerlich erkennbar sind, entwickelt 77i-
bolium, wie auch die Embryonen der meisten anderen Arthropoden, evaginierte, nach aufen
gestiilpte Anlagen - die Beinknospen, die sich zu deutlich sichtbaren, segmentierten Beinen
der Larve verldngern (Beermann et al., 2001). Die Anlage des Beinfeldes wie auch die Seg-
mentierung des Beines unterliegen dabei maternalen Faktoren und Segmentierungsgenen
(Ingham, 1988; Niisslein-Volhard et al., 1987). Uber den richtungsgebenden Prozess und die
darin beteiligten Faktoren, welche die primére Ausstiilpung des Gewebes initiieren, ist je-
doch nur wenig bekannt. Erstmals konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Gene Tc-

flipflop1 und Tc-flipflop2 bei diesem Entscheidungsprozess eine zentrale Rolle spielen.

Das Gen Tc-flipflopl wurde im Zuge des iBeetle-Pre-Screens (Donitz et al., 2014) aufgrund
seines bisher nie gesehenen Phénotyps der invaginierten Beine identifiziert. flipflop und ein
weiteres von mir im Genom von Tribolium identifiziertes flipflop-Homolog (flipflop2) ent-
halten jeweils zwei kurze Exons die fiir kleine Proteine (136 AS bzw.127 AS) kodieren und
keine bekannten konservierten Domédnen aufweisen. Weiterhin gelten beide Gene als "un-
strukturiert" (siehe unten). Uber eine BLAST-Suche konnten Homologe bisher nur in nahe
verwandten Tribolium-Arten (T. confusum, T. madens oder T. freemani) (UCSC Genome
Browser), jedoch in keinem weiteren sequenzierten Genom gefunden werden. Somit kann
Tc-flipflop als evolutionir neues (novel) oder Orphan- ("Waisenkind") Gen beschrieben wer-
den. Auch die GroBe der beiden Gene kdnnte diese Einordnung untermauern, da kleine Gene
tendenziell evolutionir jiinger zu sein scheinen (McLysaght & Hurst, 2016).

Die Sequenzen mehrerer unabhéngiger 7c-flipflop-cDNA-Klone wiesen eine Vielzahl von
Unterschieden in der Basenabfolge auf. Dies kann einen Hinweis auf die Hypervariabilitét

der flipflop-Gene darstellen, von denen jedes Genprodukt leicht unterschiedliche Funktionen
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durchfiihren konnte. Alternativ konnten die flipflop-Gene evolutionér so neu sein, dass sie
(immer noch) selektiven Verdnderungen unterworfen sind. Diese Unterschiede einzelner
Basen sind sowohl innerhalb des San Bernardino (SB) Stamms, als auch im Vergleich von
San Bernardino und Georgia (GA-2) Stamm zu finden. Wéhrend der SB-Stamm Grundlage
der verwendeten cDNA aller in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente war, basiert die
Genomannotation in den verwendeten Datenbanken auf dem Genom-Sequenzierungs-Pro-
jekt (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/734866477report=genbank) mittels Georgia
GA2-Stamm (Richards et al., 2008).

Eine Voraussetzung fiir die Einordnung als neues Gen ist die Eigenschaft der RNA, Protein-
kodierend zu sein, um sie von nicht-kodierenden RNAs unterscheiden zu konnen. Die
Schwierigkeit, eine Sequenz nicht-kodierender RNAs zuzuordnen, besteht vor allem in dem
Fehlen detaillierter Definitionen. Im Allgemeinen werden small RNAs (kleine RNAs) wie
micro-, PIWI-assoziierte, oder small interfering (si) RNAs unterschieden von long non-
coding (Inc) RNAs. LncRNAs haben die Fahigkeit die Expression von Genen beispielsweise
iiber Chromatin-Modifikation, als auch (post-) transkriptionelle Regulation zu beeinflussen
(Fatica & Bozzoni, 2014; Mercer et al., 2009). Wahrend small RNAs wesentlich besser de-
finiert sind, ist die Einordnung im Falle von IncRNAs jedoch nicht trivial. Eine RNA gilt als
lang, wenn sie etwa aus mehr als 200 Nukleotiden besteht. Die Unterscheidung, ob es sich
dann um eine kodierende, oder eine nicht-kodierende RNA handelt, ist nicht unbedingt ein-
deutig. Dies wird hauptséchlich an der Qualitdt und Lénge der in der Sequenz vorliegenden
ORFs (Open Reading Frame, Leserahmen) und der damit verbundenen Fahigkeit, Protein-
kodierend zu sein, festgemacht (Dinger et al., 2008; Mercer et al., 2009). So werden IncR-
NAs auch als mRNA-gleiche Transkripte beschrieben, denen lediglich ein Protein-kodieren-
der ORF fehlt (Pauli et al., 2011). Das online verfiigbare Tool CPC (Coding Potential
Calculator, http://cpc.cbi.pku.edu.cn/) ermoglicht eine ungeféhre - wenn auch rein auf ma-
thematischen Parametern basierende - Einschétzung {liber das Kodierungspotential von Nuk-
leotidsequenzen. Dabei werden Eigenschaften wie Peptidlinge, Aminosédure-
Zusammensetzung, Protein-Homologe und Sekundérstruktur miteinbezogen (Dinger et al.,
2008). Die Analyse der Tc-flipflop-Sequenzen mittels dieses Tools ergab mit erhohter Wahr-
scheinlichkeit die nicht-kodierende Eigenschaft dieser beiden Gene. Da jedoch die Homo-
logie zu anderen Proteinen ein entscheidender Parameter dieser Analyse ist und der
potentielle Orphan-Gen-Charakter vllig unbeachtet bleibt, ist eine solche computerbasierte

Vorhersage nur bedingt aussagekriftig.

62



Diskussion

Das tatsdchliche Potential zur Protein-Kodierung kann iiber den Nachweis der Expression
im Gewebe selbst bestitigt werden (McLysaght & Hurst, 2016; Prabh & Rodelsperger,
2016). Die in situ Hybridisierung mittels RNA-Antisense-Sonden lieferte dazu eine positive
ubiquitidre Expression fiir Tc-flipflopl und Tc-flipflop2. Vor allem die Blastodermstadien
zeigten ein starkes Expressionssignal. Diese ubiquitdre, sehr frith beginnende Expression
deutet auf eine entsprechend friih einsetzende Funktion der flipflop-Gene in der Embryoge-
nese von Tribolium hin. Dies lisst sich durch Live-Imaging-Aufnahmen von Te-flipflop®™*
Embryonen und den hohen Anteil leerer Eier in Kutikulapriparaten bestitigen. Wahrend die
Western-Blot-Analyse fiir die Flipflop-Proteine Banden der passenden GroBen lieferte,
konnten flipflop-Sequenzen iiber massenspektrometrische Proteinanalyse nicht identifiziert
werden. Primir enthielt die vom Flipflop-Antikorper erkannte Gelbande Proteine mit Se-
quenziibereinstimmungen zu allgemeinen Lipiden, Vitellin-, aber auch Cytoskelett-Protei-
nen. Diese Proteine sind vor allem auch im Dotter zu finden. Schon der whole-mount
Antikorpernachweis lieferte Signale im Dotter, welche wesentlich stirker waren als die der
Embryonen selbst. So kam es moglicherweise zu unspezifischen Bindungen von Dotterpro-
teinen, welche mogliche Flipflop-Signale iiberlagert haben konnten. Aufgrund seiner Funk-
tion und der Kandidaten, die in dieser Arbeit in Bezug auf Tc-Flipflop identifiziert wurden,
ist es denkbar, dass Tc-Flipflop eng mit Cytoskelett-Proteinen assoziiert ist. Es 14sst sich zu
diesem Zeitpunkt nicht abschlieBend klédren, ob Tc-flipflop! und Tc-flipflop2 Protein-kodie-
rend sind, kann jedoch weiterhin als wahrscheinlich angenommen werden. Beide besitzen
ORFs und konnten mittels Western Blot {iber ihre vorhergesagte Grofle nachgewiesen wer-
den. Ein aussagekriftigeres Bild konnte erzielt werden, wenn es gelédnge, Dottergewebe von
embryonalem Gewebe zu trennen, bevor der Proteinnachweis mittels Western Blot durch-
gefiihrt wird. Somit konnte eine Signaliiberlagerung durch Dotterproteine vermieden wer-
den.

Neue, bzw. Orphan-Gene weisen, wie flipflop, keinerlei Homologien zu anderen Genen in
anderen Abstammungslinien auf. Dadurch ist es nicht mdglich, solche Gene strukturell und
funktionell {iber einen Vergleich zu anderen Organismen einzuordnen (Tautz & Domazet-
LosSo, 2011). Bei Einbezug des Gesamt-Genoms ist der Anteil von Orphan-Genen mit 10 -
30 %, zumindest bei den Arthropoden, nicht unerheblich (Wissler et al., 2013). Allein im
Falle von Tribolium castaneum liegt die Zahl der speziesspezifischen Orphan-Gene bei ca.
3.600-3.700 von insgesamt 16.645 Genen im Genom (Wissler et al., 2013). In der Hefe Sac-
charomyces cerevisiae wurden 30-35 % der ORFs Orphan-Genen zugeordnet. Hier wurde

auch der Begriff des Orphan-Gens zum erstem Mal geprégt (Dujon, 1996; Neme & Tautz,
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2014). Bei Vertebraten zeigt sich hingegen ein anderes Bild. Lediglich 1 % des Humange-
noms weist fehlende Homologien zu Genen anderer Organismen auf, nur 0,4 % des Maus-
genoms besitzt kein Homolog zum Menschen (Lander et al., 2001; Long et al., 2003; Mouse
Genome Sequencing et al., 2002). Es ist bisher noch nicht geklirt, wie Orphan-Gene entste-
hen und es wurden noch nicht viele von ihnen funktionell untersucht, obwohl sie wahr-
scheinlich essentiell fiir die Entwicklung neuer Funktionen unter artspezifischem

Selektionsdruck sind (Long et al., 2003).

Tc-flipflop erscheint hier als ein guter Kandidat, als bisher unbekanntes Gen mit einer bisher
unbeachteten, aber sehr entscheidenden Funktion im Mehlkéfer Tribolium. Der Knockdown
der flipflop-Gene zeigt neben eingestiilpten Beinen auch eingestiilpte Kopfanhinge und Rii-
ckenschlussdefekte. Die Spezifitit der phénotypischen Ausprigungen konnten zwar mittels
nicht-iiberlappender Fragmente fiir beide Gene bestétigt werden. Allerdings sind die NOF-
spezifischen Unterschiede gravierend. Fiir die statistische Analyse in dieser Arbeit wurden
sowohl fiir Te-flipflop1 als auch Te-flipflop2 die NOFs verwendet, welche in den 3'-Regio-
nen der Gene lagen. Dies basierte auf der Tatsache, dass der Knockdown mittels dieser Frag-
mente durchgehend schwichere Defekte als die Fragmente der 5'-Bereiche verursachte und
somit den GroBteil analysierbarer Kutikulas lieferte. Ahnliche Effekte konnten in Knock-
down Versuchen anderer Kandidatengene und in den Kontrollversuchen mittels 7c-d// RNAi
gezeigt werden. Wihrend einige Knockdown-Resultate von Kandidatengenen zum Teil
nicht mittels nicht-iiberlappender Fragmente direkt reproduziert werden konnten, ergaben
die verwendeten Fragmente fiir Tc-dll stark regionsspezifische Phénotypen. Wie es zu diesen
starken NOF-spezifischen Varianzen kommit, ist nicht klar. RNAi beruht auf der Degrada-
tion von mRNA und hat somit eine Verminderung der Proteinmenge zur Folge. Dabei sollte
es im Prinzip keine Rolle spielen, welcher Teil der Sequenz fiir den Knockdown verwendet
wird, da eine nicht-intakte mRNA nicht in ein funktionales Protein translatiert werden kann.
Einen Anhaltspunkt fiir das 7c-dll Gen liegt in der konservierten Sequenz. Das Fragment,
dessen Knockdown den starken Phénotyp verursacht, liegt im fiir die Homeodoméne kodie-
renden Bereich des Gens. Hingegen liegen die NOF-Sequenzen, die zu einem schwéicheren
Phinotyp fiihren, in den nicht-translatierten Bereichen. Qualitativ zeigen die Experimente
den gleichen genspezifischen Effekt verkiirzter Extremititen mit allen Fragmenten. Die
Transformation der Antenne zum Bein wurde als schwacher distalless-Phianotyp bereits fiir

Drosophila beschrieben (Panganiban, 2000).
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Fragment-spezifische Penetranz-Unterschiede in RNAi Experimenten tauchen durchaus
haufiger auf und wurden auch von anderen Arbeitsgruppen gesehen (Horn & Panfilio, 2016).
Diskutiert werden diese Effekte in der Regel jedoch nicht, da die Verwendung von NOFs
letztlich dem alleinigen proof-of-principle dient. Dies sollte jedoch im Zuge weiterfithrender
Experimente ndher untersucht werden. Da in Knockdown Experimenten fiir die Tc-flipflop
Gene die Fragmente des 5'-Bereiches in beiden Féllen hauptsichlich leere Eier zu sehen
waren zeigt, dass die Degradation des 5'UTR-Bereiches die Proteinsynthese fiir dieses Gen
effektiver verhindert. Es ist denkbar, dass durch den alleinigen Knockdown der 3'UTR die
Proteinsynthese durch Vorhandensein der noch intakten Translations-regulierenden 5'UTR

dennoch teilweise initiiert werden kann.

Grundsitzlich konnte der urspriinglich beobachtete Tc-flipflop Phanotyp mit allen NOFs re-
produziert werden und es stellt sich die Frage, wie es zu solchen Invertierungsereignissen
von Epithelien kommen kann und welche molekularen Mechanismen diesen zugrunde lie-

gen.

4.2. Direktionalitiit und Zelltod in der Embryonalentwicklung

Grundsitzlich basieren Prozesse wie das Auswachsen von Beinen und Kopfanhidngen, der
des Riickenschlusses und viele andere organbildende bzw. formgebende Prozesse, auf mor-
phogenetischen Prozessen der Zellwanderung, Zellformverdnderung und dem gerichteten
Wachstum von Geweben (Walck-Shannon & Hardin, 2014).

Damit ein Gewebe in- bzw. evaginieren kann muss von einem limitierten Bereich des
Epithels eine kontraktile Spannung aufgebaut werden. Somit geht der Invagination eine
Konstriktion der apikalen, duleren Seite der Zellen voraus. Ein evaginierendes Gewebe be-
notigt dementsprechend eine basale Konstriktion der Zellen in diesem Bereich (Lewis,
1947). Ein Epithelgewebe wird im weitesten Sinne als uniforme Anordnung individueller,
adhirenter Zellen mit apikal-basaler Polaritdt beschrieben (Davidson, 2012; Kondo &
Hayashi, 2015). Viele klassischen Invaginationsprozesse wie die Gastrulation, die Ventral-
furchenbildung in Drosophila, oder rohrenbildende Ereignisse sind bereits gut untersucht
und beschrieben worden (Conte et al., 2009; Jidigam et al., 2015; Koélsch et al., 2007; Martin
et al., 2009; Spencer et al., 2015; Tada & Kai, 2009; Varner & Nelson, 2014; Varner &
Taber, 2012). Auch die Bildung von Imaginalscheiben, wie sie Drosophila aufweist, ge-

schieht durch Invagination. Die Definierung und Segmentierung solcher Beinanlagen ist in

65



Diskussion

mehreren Modellorganismen bereits sehr detailliert untersucht worden. Hingegen wird ver-
mutet, dass die Evagination, die darauffolgende unidirektionale Elongation und dreidimen-
sionale Formung von Beinanlagen komplexer und nur teilweise analog zu anderen
morphogenetischen Prozessen ist (Hopyan et al., 2011). Fiir diese Arbeit stand ein sehr klei-
nes, aber entscheidendes Zeitfenster der Beinentwicklung im Fokus: die primére Signalge-
bung, welche in einem definierten Bereich die Entscheidung vorgibt, ein Epithel nach aufen
zu stiilpen. Was genau eben diesen Prozess des Auswachsens des Beines im frithen Stadium
verursacht, ist bisher nicht geklart (Wyngaarden et al., 2010). Diskutiert werden unter ande-
rem Mechanismen wie aktive Zellmigration, konvergente Extension, gerichtete Zellprolife-

ration und rdumlich begrenzte Apoptose (Hopyan et al., 2011).

Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose werden unter anderem von JNK/MAPK
Signalwegen, z.B. in Zusammenhang mit Tumorbildung, beeinflusst, indem sie die intrazel-
luldre Signalantwort extrazelluldrer Signale regulieren (Masliah-Planchon et al., 2016;
Zhang & Liu, 2002). Um einen Anhaltspunkt dariiber zu erhalten, ob MAPK-Signalwegs-
komponenten am Auswachsen von Korperanhidngen eine Rolle spielen, wurde in dieser Ar-
beit ein MAPK-Antikdrper verwendet. Dabei konnte jedoch weder fiir Wildtypen, noch fiir
Embryonen, welche aus RNAi-Versuchen stammten, eine distinkte Expression in morpho-
genetisch aktiven Zonen festgestellt werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Dass Zellprolifera-
tion natilirlich in wachsenden Geweben stattfindet, jedoch in Bereichen stattfindender
Morphogenese weder erhdht ist, noch aktiv zu gerichteter Formverdnderung beitrégt, wurde
bereits im SitiBwasserpolypen Hydra, als auch in Vertebraten wie Maus und Huhn gezeigt
(Fernandez-Teran et al., 2006; Gros et al., 2010; Hornbruch & Wolpert, 1970; Philipp et al.,
2009).

Das Durchlaufen von Zelltod ist ein wichtiger, weit verbreiteter Mechanismus in der Ent-
wicklung mehrzelliger Organismen (Arya & White, 2015). Dabei gibt es durchaus mehrere
Wege, die zum Zelltod fiihren kdnnen; wie beispielsweise Nekrose oder Autophagie. Der
vorherrschende Mechanismus, um Zellen kontrolliert zu "entsorgen", ist jedoch der pro-
grammierte Zelltod (Apoptose) (Altman & Rathmell, 2012; Hochreiter-Hufford &
Ravichandran, 2013; Savill, 1997). Die Involvierung von Apoptose wird bei einigen Prozes-
sen als ein moglicher Faktor der epithelialen Morphogenese vermutet, wo Zelltod héufig in
Regionen stattfindender Gewebeverformungsprozesse aufzutreten scheint (Saunders &

Gasseling, 1962). Tatsdchlich konnte wihrend der Faltung pupaler Imaginalscheiben von
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Drosophila gezeigt werden, dass apico-basale Aktomyosin-Kabel, welche Apoptose durch-
laufen, die lokale Deformation eines Oberflichenepithels aktiv verursachen konnen
(Kiehart, 2015; Monier et al., 2015). Myosin II ist mit Aktin, einem wichtigen Bestandteil
des Cytoskeletts, verbunden und induziert eine erhohte Zugspannung in der Oberfléche eines
apikalen Epithels, wenn dort Epithelzellen Apoptose durchlaufen. Dadurch kommt es zu
Spannungsénderungen und einer damit einhergehenden Umformung des Gewebes (Monier
et al., 2015). Um der Frage nachzugehen, ob die flipflop-Gene moglicherweise das Zelltod-
verhalten von Epithelzellen beeinflussen, wurde ein Apoptose-Test mittels kreuzreagieren-
dem Drosophila cleaved Dcp-1 Antikdrper durchgefiihrt (Sarkissian et al., 2014). Uber einen
Nachweis der aktivierten Form der Effektor Caspase Dcp-1 kann indirekt der Nachweis auf
Apoptose im Gewebe erbracht werden. In dieser Arbeit wurde der Nachweis von cleaved
Dcp-1 in whole mount Embryonen des unbehandelten Wildtyps, UV-bestrahlter Wildtypen
(Abb. 16), sowie Tc-flipflop- (Abb. 15) und Tc-RhoGEF2- (Abb. 20) RNAi-behandelter
Embryonen durchgefiihrt. Dabei konnte festgestellt werden, dass gesundes Gewebe in der
Regel weniger apoptotische Zellen aufweist, als UV-geschidigtes (Abb. 16). Sowohl im
Wildtyp, als auch in RNAi-Embryonen waren Dcp-1 positive Signale median der Kopflap-
pen und entlang der A-P Achse, also in Bereichen des Nervensystems, zu sehen. In Droso-
phila gilt die Ausbildung des Nervensystems als Modell fiir die Analyse der fiir Apoptose
verantwortlichen Signalgebung, da diese Strukturen verstirkter Zellproliferation und
Apoptose unterliegen (Pinto-Teixeira et al., 2016). Dariiber hinaus konnte jedoch keine de-
finierte Lokalisation auf bestimmte Geweberegionen in den Wildtypen ausgemacht werden.
Fiir die RNAi-Embryonen bestand die Vermutung, dass durch ausbleibende, bzw. falsch lo-
kalisierte Apoptose Zellformveranderungsprozesse gestort und somit die Direktionalitdt der
Gewebemorphogenese verdndert ist. Es wurde zwar ein teilweise minimal erhohtes Level
aktiver Caspase-Tiatigkeit festgestellt, nicht jedoch in dem Mafle, dass sich dadurch die spe-
zifischen phénotypischen Auspriagungen erkldren lassen. Auch hier schien die Lokalisation
eher stochastisch im Gewebe verteilt und Apoptose eher eine Folge, statt die Ursache zu

sein.

Dass programmierter Zelltod in der Formgebung bereits ausgebildeter Strukturen eine Rolle
spielt, wie oben beschrieben, ist nicht neu. Dabei ist es jedoch von entscheidender Bedeu-
tung, zwischen spéterer Strukturgebung und primérer Entstehung der Form zu unterschei-

den. Schon Jahre zuvor konnte gezeigt werden, dass Zelltod (hier noch nicht zwischen
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Apoptose und Nekrose unterschieden) die Konturen der Fliigelanlagen von Hithnern defi-
niert (Saunders & Gasseling, 1962). In der Maus fand sich ein vergleichbares Bild. Hier
konnten in spiteren formgebenden Embryonalstadien erh6hte Apoptoselevel durch TUNEL-
Assays festgestellt werden. Entscheidend ist dabei jedoch, dass in der fritheren Embryoge-
nese und somit bei der primdren Entstehung der Beinanlagen dies nicht der Fall war
(Fernandez-Teran et al., 2006). Eine aktive Funktion von programmiertem Zelltod wurde
bisher in der primédren Initiation von Gewebeverformung auch in keinem anderen Organis-
mus nachgewiesen. Somit stellt Apoptose zwar einen Faktor in morphogenetischen Prozes-
sen dar, kann aber mit den Ergebnissen der in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche nicht
fiir die primére "inside-out" versus "outside-in" Entscheidung verantwortlich gemacht wer-
den. Dabei sei auch zu bedenken, dass Apoptose-Tests kein sehr genaues Bild von tatséch-
lich stattgefundenem Zelltod liefern konnen. Die Nachweisreaktionen mittels Anti-cleaved
Dcp-1 Antikorper wurden in fixierten 7ribolium RNAi-Embryonen durchgefiihrt und stell-
ten somit nur eine Momentaufnahme dar. Gestorbene Zellen kdnnen jedoch schon innerhalb
sehr kurzer Zeit (schon eine Stunde nach Initiation des Zelltods) phagozytiert und somit
entfernt werden, sodass sie im Gewebe nicht mehr nachweisbar sind (Arya & White, 2015).
Dies spiegelte sich auch in der Varianz unterschiedlich starker positiver Dep-1-Signale zwi-
schen gleich behandelten Embryonen in situ wider. Sowohl in unbehandelten und UV-be-
strahlten Wildtypen, als auch in RNAi-Embryonen fanden sich Individuen mit stark Dcp-1
positiven, als auch sehr geringen Signalen. Insgesamt kann jedoch geschlussfolgert werden,
dass Apoptose als funktionelle Kausalitét fiir durch Tc-flipflop und Tc-RhoGEF2 RNAI er-

zeugte Phinotypen ausgeschlossen werden kann.

4.3. RhoGEF?2 und flipflop sind essentiell fiir die Direktionalitiit epithelialer
Morphogenese

Der Orphan-Gen-Charakter von Tc-flipflop erschwert eine Einordnung in entsprechende, be-
kannte Signalwege. Daher war es wichtig, weitere Kandidaten zu finden, welche einen flip-
flop-dhnlichen RNAi Phénotyp aufweisen, evolutiondr konserviert und nach Mdéglichkeit,
zumindest in anderen Organismen, bereits charakterisiert sind. Ein solcher Kandidat ist 7c-
RhoGEF2. Der parentale RNAi-Knockdown dieses Gens verursacht allgemein starke De-
fekte in der Embryonalentwicklung von Tribolium. Dabei konnte auch eine mit Tc-flipflop
vergleichbare Funktion des Gens in der Direktionalitdt von Gewebewachstum festgestellt

werden. Sowohl Kopf- als auch Thorax-Anhdnge sind, soweit noch erkennbar, hdufig inver-
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tiert. RhoGEF2 ist ein hochkonservierter Guanine-Nucleotide Exchange Factor (GEF) wel-
cher Proteine der Rho-GTPasen Familie reguliert (Barrett et al., 1997). GEFs sind durch
mindestens eine konservierte Dbl homology (DH) Domine, auch als RhoGEF-Doméne be-
zeichnet, und eine Pleckstrin homology (PH) Domine gekennzeichnet. Dariiber hinaus be-
sitzen sie hiufig weitere Motive, beispielsweise eine PDZ Doméine (post synaptic density
protein, Drosophila disc large tumor suppressor (Dlgl) und zonula occludens-1 protein (zo-
1)), wie sie Tc-RhoGEF?2 aufweist (Manser, 2005) (Abb. 39). Das Tribolium Homolog Tc-
RhoGEF?2 war in einer frilheren Genom-Version auf zwei unmittelbar nebeneinanderlie-
gende Genmodelle 7C032343 und 7C003070 annotiert. Da die konservierten Doménen,
welche ein kanonisches RhoGEF Protein ausmachen, auf beide Annotationen verteilt vor-
liegen, lag der Schluss nahe, dass es sich um ein einzelnes, zusammenhingendes Gen han-
delt. In dieser Arbeit konnte dies experimentell iiber eine PCR mittels tibergreifender Primer
bestitigt werden. Im neu annotierten 7ribolium-Genom (au5 pred3 augustus prediction) sind
die urspriinglichen Genmodelle zu einem Modell vereint (au5_pred3.g2095), was das von

mir ermittelte Genmodell bestatigt.

A PDZ RGS 1)

B RhoGEF . PH l

Abb. 39 Konservierte Dominen der urspriinglichen Tc-RhoGEF Annotation. (A) 5' Bereich (7C032343) der nebenei-
nanderliegenden Annotationen mit PDZ-Domaéne. (B) 3' Bereich (TC003070) mit RhoGEF- und PH-Doméne. RGS Regu-
lator of G protein signaling domain; C1 Protein kinase C conserved region 1 domain.

RhoGEF?2 stellt einen essentiellen Faktor fiir die Aktivierung von Rho-GTPasen dar und
bestimmt somit das Verhalten von Zellen und Geweben wéhrend einer Vielzahl morphoge-
netischer Prozesse. Rho-GTPasen wie Rho, Rac und Cdc42 spielen eine entscheidende Rolle
in Prozessen wie Aktin-Myosin II Bildung, Zell-Zell Adhésion, Polaritit, Zellmigration und
-motilitdt (Kaibuchi et al., 1999; Nobes & Hall, 1994; Schlessinger et al., 2009). Entspre-
chend ihrer Funktionen sind sie membranassoziiert und agieren dort, je nach Funktion und

beteiligter Signalmolekiile, in unterschiedlichen Signalkaskaden.
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In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Tc-RhoGEF2 wiahrend der gesamten Embryogenese
von Tribolium ubiquitér exprimiert ist. In Drosophila wird Dm-RhoGEF2 ebenfalls ubiqui-
tar exprimiert und konnte dort vor allem in den apikalen Bereichen von Epithelzellen nach-
gewiesen werden (Kdlsch et al., 2007; Padash Barmchi et al., 2005). Diese Lokalisation gibt
einen Hinweis auf eine zentrale Rolle von RhoGEF2 in morphogenetischen Bewegungen.
RhoGEF ist essentiell fiir Prozesse der Zellformverdnderung, speziell durch Regulation von
Actomyosin-Kontraktilitdit und die Initiierung apikaler Konstriktion (Barrett et al., 1997;
Hicker & Perrimon, 1998; Padash Barmchi et al., 2005). In Drosophila wurde gezeigt, dass
RhoGEF2 Mutanten keine Ventralfurche bilden, da die apikale Konstriktion inhibiert ist.
Einige Zellen ziehen sich zwar unorganisiert zusammen, andere weiten sich jedoch apikal
aus und invaginieren nicht. Aulerdem entwickeln Embryonen homozygoter RhoGEF2 Mu-
tanten Kutikulas mit ventralen Offnungen als Resultat tiefer Furchenbildung (Hicker &

Perrimon, 1998).

Zellformverdnderungen wie die In- bzw. Evagination von Zellgruppen sind in hohem Mal3e
von der Oberflachenspannung im Gewebe abhédngig, welche neben der Kontraktionsfahig-
keit der Zelle auch vom Bindungs-Abbau und Wiederaufbau zwischen Actomyosin und Ad-
herens Junctions bestimmt wird (Kolsch et al., 2007; Lecuit & Lenne, 2007). Somit kann die
zentrale Rolle, die RhoGEF2 sowohl in Vertebraten als auch Invertebraten bereits zugeord-
net werden konnte, durch die in dieser Arbeit gezeigten Knockdown-Resultate erkléren. Die
Dysfunktion der Direktionalitdt von Zellwanderung geht konform mit 7c-RhoGEF2 RNAi
Phénotypen, bei denen bereits der Embryo nicht normal von anterior nach posterior elon-
giert, sondern stattdessen dorsal-posterior orientiert ist und im Dotter S-férmig vorliegt. Von
diesen Zellwanderungsdefekten betroffen sind auch die extraembryonalen Membranen,
wodurch es zu einigen weiteren, sehr prominenten Effekten kommt. So falten sich die ext-
raembryonalen Membranen nicht, wie im Wildtyp, nach ventral {iber den Embryo, sondern
ziehen sich stattdessen teilweise nach dorsal (Abb. 21), wobei eine Konstriktion an der Ge-
webegrenze von Amnion und Serosa entsteht. Dieser Effekt ist in fixierten Tc-flipflop RNA1
Embryonen ebenfalls zu beobachten (Abb. 20B). Dies konnte auf eine Umorientierung der
Direktionalitidt im Faltungsprozess durch eine falsche, bzw. nicht stattfindende Signalge-
bung zur lokalen Zellformverdanderung am posterioren Ende des Embryos hindeuten. In der
Folge fiihrt dies auch zur Evertierung des Hinterdarms, wie es sowohl fiir 7c-ff, als auch Tc-
RhoGEF?2 auf embryonaler und larvaler Ebene zu sehen ist. Dieser Phénotyp umgekehrter

Umstiilpung geht konform mit denen eingestiilpter Extremitéten nach Tc-flipflop und Tc-
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RhoGEF?2 Knockdown. Dariiber hinaus konnte in Live-Imaging-Aufnahmen ein weiterer
RNAI Effekt auf die extraembryonalen Membranen beobachtet werden: die Ruptur von Am-
nion und Serosa wihrend der Keimstreifentwicklung. Demzufolge wurde embryonales Ge-
webe nach lateral auseinandergerissen und es entwickelten sich Keimstreifen mit einem
Loch im medianen Bereich entlang der A-P-Achse. Eine derartige Beeintridchtigung der me-
chanischen Spannungsverhiltnisse in den extraembryonalen Geweben erkldren ebenso den
hohen Anteil der Félle, in denen es zu einem unvollstindig ausgefiihrten Dorsalschluss der

RNAT g utikulas beobachtet. Der Dor-

Larven kam. Auch dieser Defekt wurde in Tc-flipflop
salschluss ist bereits intensiv in Modellorganismen wie Drosophila untersucht worden, da
er allgemein als gutes Modell fiir die Regulation epithelialer Morphogenese gilt, aber nur
langsam in seiner Komplexitdt verstanden wird (Harden, 2002; Jacinto & Martin, 2001;
Knust, 1996). Der Prozess zeichnet sich vor allem durch die Verbreitung von Gewebeplatten
aus und wird daher auch mit Wundheilungsprozessen verglichen (Kiehart, 1999; Kiehart et
al., 2000; Martin & Lewis, 1992). Der Dorsalschluss setzt ein gerichtetes Migrationsverhal-
ten der lateralen Epidermis von beiden Seiten des Embryos voraus, sodass diese auf der
dorsalen Seite aufeinandertreffen und verschmelzen kénnen (Harden, 2002). Dabei kommt
es zu einer Akkumulation von Myosin-II und F-Aktin an den Vorderkanten (LE, leading
edge cells) der sich nach dorsal bewegenden, kontrahierenden Epidermiszellen (Mizuno et
al., 2002; Young et al., 1993). Fiir diese Aktomyosin-Regulation und die entstehende Zell-
kontraktilitdt sind Rho-GTPasen und deren Regulator RhoGEF2 mafgeblich verantwortlich
(Hécker & Perrimon, 1998; Padash Barmchi et al., 2005; Schlessinger et al., 2009). Wihrend
die Elongation dieser LE-Zellen auf ihrer Konstriktion von anterior nach posterior basiert,
migrieren die iibrigen lateralen Zellen eher passiv-mechanisch (Harden, 2002). Dies schlief3t
eine Involvierung mechanischen Drucks umliegender Zellen auf LE-Zellen aus und bedeu-
tet, dass der Knockdown von RhoGEF?2 ausreicht, um den Abschluss des Dorsalschlusses
zu verhindern, was auch fiir 7ribolium in dieser Arbeit gezeigt werden konnte. In schwéche-
ren Auspragungen dieser Verschiebung von Gewebespannung in den extraembryonalen Ge-
weben zeigte sich in den hier durchgefithrten Experimenten ein vergroBertes,

ungeschlossenes Serosafenster junger fixierter Te-ff """ Keimstreifen (Abb. 24).

Ein Unterschied zwischen Te-ff ®*' und Te-RhoGEF2™™A" Experimenten bestand in der
Haufigkeit des Auftretens leerer Eier. Wahrend der Anteil leerer Eier beim Knockdown von
Tc-RhoGEF?2 ca. 6 % ausmachte, waren es in 7c-ff RNAi Experimenten je nach Verwendung
des dsRNA Fragments bis iiber 90 %. Dieser Befund konnte damit erklart werden, dass Tc-
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[f'schon sehr friih, wihrend der ersten Zellteilungen in der Embryogenese, eine direktionale
Funktion fiir die Zellbewegung tibernimmt. Darauf weisen die frithe Expression von Tc-ff,
als auch das frithe Zellverhalten, welches in Lebendaufnahmen von Knockdown-Individuen
beobachtet wurde, hin. Noch vor Differenzierung von Amnion und Serosa ist ein ungerich-
tetes, scheinbar willkiirliches Zellwanderungsverhalten zu verzeichnen, welches vermutlich
die korrekte Bildung eines Keimstreifens verhindert. Da die Differenzierung der Zellen
selbst nicht beeinflusst wird, kdnnen dennoch Amnion- und Serosa-spezifische Gewebe ent-
stehen. Die Beeinflussung der direktionalen Bewegung dieser Gewebe bewirkt jedoch, dass
sich embryonales Gewebe mdglicherweise komplett umstiilpt und an der AuBlenseite extra-
embryonaler Gewebe akkumuliert. Dies fiihrt letztlich zum Absterben der Zellen zu einem
frithen Zeitpunkt der Embryogenese und resultiert in einem erhdhten Mall an Apoptose im
Blastodermstadium (Abb. 15). Da die Entwicklung der Embryogenese in diesen Fillen
schon sehr frith gestort ist, kommt es auf Kutikulaebene zu leeren Eiern. Fiir RhoGEF2 ist
hingegen keine Funktion fiir Zellwanderung und Zellformverdanderung in frithen, noch un-
differenzierten Geweben in der Literatur beschrieben. Daher liegt die Vermutung nahe, dass
die Aktivitit von Tc-RhoGEF?2 spéter einsetzt, als die von Tc-ff, was erkldren wiirde, warum
der GroBteil der Knockdown-Individuen das Larvenstadium noch erreicht. Dennoch ist 7c-
RhoGEF?2 so essentiell fiir die korrekte Formgebung von Geweben, dass gebildete Kutikulas
oftmals wesentlich starker deformiert sind, als 7c-ff Knockdown-Phanotypen.

Die Tatsache, dass sowohl Tc-ff, als auch Tc-RhoGEF2 ubiquitér exprimiert sind, bedeutet,
dass es sich bei beiden Genen um Faktoren handelt, die in einer Vielzahl von Geweben be-
notigt werden. Welche anderen Faktoren sie dabei regulieren, konnte in dieser Arbeit nicht
abschlieBend gekldrt werden, da Markergenanalysen mit gewebsspezifisch exprimierten
Kandidaten keine Verdnderung ihrer Expressionen lieferten (Ergebnisse nicht gezeigt). Es
konnten jedoch weitere, ebenfalls ubiquitir exprimierte Gene identifiziert werden, welche
dhnliche Funktionen aufweisen wie 7c-ff'und Tc-RhoGEF2 und somit eine funktionelle Ein-

ordnung der Tc-flipflop Gene ermoglichen.

4.4. Rho-assoziierte Kandidaten
Dem Gen Tc-RhoGEF2 konnte in dieser Arbeit eine zentrale Rolle fiir morphogenetische
Prozesse in der Embryonalentwicklung von Tribolium zugeordnet werden. Daher lag es
nahe, zunéchst weitere Kandidaten zu analysieren, welche Sequenzéhnlichkeiten mit Rho-
GEF2 aufweisen, bzw. in der Literatur mit Rho-assoziierten Signalkaskaden in anderen Or-

ganismen beschrieben sind. Der iiberwiegende Teil der Knockdown Versuche solcher Gene

72



Diskussion

blieb jedoch ohne Ergebnis und wies hauptsdchlich wildtypische Nachkommen ohne De-
fekte auf. Dies galt nicht fiir die Drosophila Homologe Tc-RhoGEF64Cund Tc-RhoGEF 18,
welche aufgrund ihrer Sequenzéhnlichkeit zu Tc-RhoGEF?2 ausgewdhlt wurden. Tc-Rho-
GEF64C weist sowohl eine RhoGEF-, als auch eine PH-Domaéne auf, durch welche das Gen
eindeutig der GEF-Familie zugeordnet werden kann. Fiir das Drosophila Homolog wurde
eine Funktion fiir die Bildung des Nervensystems, speziell der Direktionalitdt von Axonen
(Axon guidance) beschrieben (Bashaw et al., 2001). Der parentale Knockdown von 7c¢-Rho-
GEF64C hatte jedoch bereits Auswirkungen auf die injizierten Tiere. Diese legten so gut
wie keine Eier, deren phinotypische Auspragung in Kutikularesten und leeren Eiern bestand.
Auch die embryonale RNAI lie} keine funktionelle Auswertung zu, zeigt jedoch, dass dieses
Gen essentiell fiir die Entwicklung von Tribolium ist. Die starken RNAi-induzierten De-
fekte, welche so auch in Tc-ff RNAIi zu verzeichnen sind, schlieBen eine Involvierung in
dhnliche Signalwege jedoch nicht aus.

Der parentale Knockdown von Tc-RhoGEF 18, welches ebenfalls RhoGEF- und PH-Do-
méine aufweist, ergab ein Alles-oder-nichts-Ergebnis. Die wenigen nicht geschliipften Nach-
kommen zeigten Kutikulareste, leere Eier und "inside-out" Phénotypen. Letzteres ist ein D-
V-Defekt, bei dem die Kutikula komplett von innen nach auBen gestiilpt ist. So konnten 7c-
[f-assoziierte Phinotypen mittels GEF 18 und GEF64C zwar nicht reproduziert werden.
Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Gene in gleichen Signalkaskaden agie-
ren. Die Vielzahl an GEF-Genen im Genom deutet auf eine entsprechende Varianz und mog-
liche Redundanz der Funktionen, sodass der Ausfall einer Komponente von anderen
kompensiert werden kann und deshalb in den Einzel-RNAi Versuchen hier keinen Phinotyp
ergaben.

Das RhoGEF Tc-Trio wies in einigen Knockdown-Individuen, zwar nicht an Thorax- oder
Kopfanhédngen, aber am Abdomen Invertierungsdefekte auf. Dies geht konform mit 7c-ff
RNALI, in welcher der gleiche Phénotyp in bis zu 20 % der analysierten Kutikulas ebenfalls
auftritt. Tc-Trio kodiert fiir ein Protein, welches sowohl RhoGEF- und PH-Domaéne, als auch
mehrere Spektrin-Domédnen aufweist. Spektrin ist Bestandteil der Cytoskelettstruktur und
bindet unter anderem an Aktin (Zhang & Rasband, 2016). Fiir Trio selbst wurde gezeigt,
dass es spezifisch an eine Transmembran-Tyrosinphosphatase bindet (Debant et al., 1996).
Das Drosophila Homolog Dm-Trio wird Rho-assoziierten Signalkaskaden und Funktionen
in der Direktionalitdt von Axonen, als auch der Zellmigration zugeordnet (Lanier & Gertler,
2000) und passt somit prinzipiell gut in das funktionelle Schema mit Tc-flipflop und Tc-
RhoGEF?2.
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Aufgrund der RNAi Ergebnisse mit weiteren Tribolium GEF-Kandidaten kann vermutet
werden, dass Tc-flipflop in Rho-assoziierten Signalwegen agiert. In anderen Organismen
sind Faktoren wie Trio oder RhoGEF64C héufig neuronalen Cytoskelettfunktionen zuge-
ordnet. Dies bedeutet, dass dhnliche Proteine nicht zwangsldufig in identischen Prozessen
agieren, sondern diverse gewebsspezifische Funktionen besitzen. Dennoch sind Prozesse
welche Zellformverdanderung und apikale Konstriktion bendtigen, beispielsweise bei der
Morphogenese des Vertebraten-Nervensystems beteiligt (Kiehart et al., 2000). So werden
vielen in dieser Arbeit untersuchten Kandidaten mit direktionalen Knockdown-Defekten in
der Literatur auch Nervensystem-spezifische Funktionen zugeordnet (Backer et al., 2007;

Bashaw et al., 2001; Kaufmann et al., 1998; Lanier & Gertler, 2000; Luo et al., 1997).

4.5. Direktionalitiit im nichtkanonischen Wnt-Signalweg
Wnt-Signaltransduktion ist ein essentieller "Masterregulator" bei einer grof3en Vielzahl von
Entwicklungsprozessen (Cadigan & Peifer, 2009; Gomez-Orte et al., 2013; Nusse, 2012; van
Amerongen & Nusse, 2009). Dabei werden kanonische (B-Catenin-abhéngige) und nichtka-
nonische (B-Catenin-unabhéngige) Signalkaskaden unterschieden. Wihrend der kanonische
Whnt-Signalweg schon detailliert beschrieben wurde, ist die Funktionsweise nichtkanoni-
scher Kaskaden bisher weniger gut verstanden (Goémez-Orte et al., 2013; Nusse, 2012;
Schlessinger et al., 2009). Ein hdufig genannter Prozess, welcher mit dem nichtkanonischen
Wnt-Signalweg assoziiert wird, ist die Planare Zellpolaritit (PCP, planar cell polarity).
Diese beschreibt jede Art der Manifestation von Polaritit einer zweidimensionalen
(Ober)flache (Goodrich & Strutt, 2011), was jedoch die apiko-basale Achse des Gewebes
vernachléssigt. Somit wurde PCP zunichst vorrangig fiir die direktionale Ausrichtung kuti-
kulérer Strukturen an einzelnen Zellen und Zellverbianden beschrieben (Goodrich & Strutt,
2011; Niibler-Jung, 1987). Nichtkanonische Signaltransduktion ist jedoch an einer Reihe
komplexer morphogenetischer Prozesse beteiligt, welche sich letztlich auch im PCP wider-
spiegeln. Dies beinhaltet Prozesse wie die (Re)organisation des Cytoskeletts, Zellmigration
und -polaritit, sowie Adhdsion und Konvergente Extension (CE, convergent extension)
(Green et al., 2014; Schlessinger et al., 2009; Tada & Kai, 2009). Dabei gilt Wnt5(a) als
Hauptinitiator nichtkanonischer Wnt-Kaskaden. Als Rezeptoren wurden neben den gut un-
tersuchten Frizzled-Rezeptoren vor allem Transmembran-Rezeptor Tyrosinkinasen (RTKs)
wie Ror, Ryk und Ptk7 (Dm-otk) identifiziert, welche wiederum upstream von Rho-assozi-

ierten Signalkaskaden, inklusive RhoGEF2 agieren (Green et al., 2014; Niehrs, 2012;
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Schlessinger et al., 2009). RTKs sind Transmembranproteine, die intrazelluldre, Liganden-
kontrollierte Kinaseaktivitit besitzen (Gentile et al., 2011). Aufgrund dieser Einordnung und
ihrer oben genannten Funktionen wurden nichtkanonische Wnt-Faktoren auch in dieser Ar-
beit untersucht. Dies beinhaltete die Orthologe Tc-rori, Tc-ror2 (Dm-nrk), Tc-ptk7, Tc-ryk,
Tc-dsh und den Liganden Tc-Wnt5.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunéchst die 7c-ror Gene analysiert. Der Knockdown von
Tc-ror2 fiihrte zu A-P-Defekten durch fehlende Kopf- bzw. Kopf- und Thoraxsegmente.
Dennoch machten geschliipfte wildtypische Larven den Grofteil aus, was eine gewisse Re-
dundanz vermuten ldsst. Der Tc-ror! Knockdown hingegen zeigte Abdominaldefekte und
zu 49 % Invertierungen der Kopfanhinge, wie sie mit 7c-ff RNAi Phinotypen vergleichbar
sind. Beide Tc-ror Gene wiesen dariiber hinaus Riickenschlussdefekte und leere Eier auf.
Ror beeinflusst, wie auch Ryk, morphogenetische Prozesse, welche die polarisierte Migra-
tion von Zellen beinhalten. Rorl und Ror2 sind evolutionér hoch konserviert, ihre Funktio-
nen scheinen jedoch zwischen Vertebraten und Invertebraten zu variieren. So sind fiir die
Drosophila Homologe Dm-ror und Dm-nrk, als auch das einzige Homolog in Caenorhabdi-
tis elegans CAM-1 (Calmodulin-1) Expressionsmuster in den Nervensystemen beschrieben.
Wihrend fiir Drosophila keine Funktionen beschrieben sind, ist CAM-1 fiir die Migration
von Nervenzellen, als auch die Polaritdt von Epithel- und Stammzellen verantwortlich
(Forrester et al., 1999; Wilson et al., 1993; Zinovyeva et al., 2008). In Xenopus wurde Ror2
als Regulator polarisierter Zellmigration (convergent extension) identifiziert, wéhrend fiir
Ror2 in Knockout-Mausen unter anderem kurze Beine, sowie eine veranderte PCP-assozi-
ierte Orientierung der Haarzellen des Innenohrs beschrieben wurden (Hikasa et al., 2002;
Takeuchi et al., 2000). Uber die Funktion von Ror1 ist jedoch weniger bekannt. In Zellkultur
wurde dem Gen eine onkogene Wirkung zugeordnet, Knockout-Miuse zeigen nur schwache

Defekte im Vergleich zu Ror2 (Gentile et al., 2011; Green et al., 2014).

Das Gen dishevelled gilt auch im nichtkanonischen Wnt/PCP-Signalweg als wichtiger Me-
diator von Wnt-Signalen der Zelloberfliche zu downstream-Targets (Boutros et al., 1998;
Cadigan & Nusse, 1997; Philipp et al., 2009) und wurde daher auch als Kandidatengen in
dieser Arbeit untersucht. RNAi Versuche mit 7c-dsh hatten das Absterben injizierter Weib-
chen zur Folge, oder resultierten in leeren Eiern. 7c-Dsh weist unter anderem Doménen auf,
welche auch fiir GTPasen und RhoGEFs charakteristisch sind. Dazu gehdrt neben einer

PDZ-Doméne auch eine Pleckstrin-haltige (Vgl. Pleckstrin-homology domain in RhoGEF2)
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DEP-Doméne (Dishevelled, Egl-10, Pleckstrin). Es wird angenommen, dass PH Doménen
fiir die Assoziation von Proteinen an der Zellmembran verantwortlich sind, da sie spezifisch
an Phosphatidylinositole (Bestandteile der Zellmembran) binden (Hécker & Perrimon, 1998;
Wong et al., 2000; Zheng et al., 1996) und mit G-Proteinen interagieren (Cadigan & Nusse,
1997). Die starken Effekte des Tc-dsh Knockdowns zeigen, wie essentiell das Gen nicht nur
fiir die Embryonalentwicklung, sondern auch die adulten Tiere flir 7ribolium ist. Aufgrund
der friihen RNAi-vermittelten Inhibition der Entwicklung waren morphologische Untersu-
chungen der Nachkommen nicht moglich und lassen keine Riickschliisse auf involvierte Pro-
zesse zu. Die Beteiligung von Tc-dsh an direktionalen Entscheidungen wihrend der

Morphogenese kann somit jedoch auch nicht ausgeschlossen werden.

Der Knockdown des Liganden Tc-Wnt3, als auch der Orthologe Tc-ptk7 und Tc-ryk, erbrach-
ten keine Resultate. Wnt5(A) gilt, wie bereits erwéhnt, als Hauptligand nichtkanonischer
Signalwege. Dass Tc-Wnt5 RNAIi keinen Effekt im Mehlkifer Tribolium hat, deckt sich mit
bereits bestehenden Analysen im Labor und von anderen Arbeitsgruppen. Insgesamt wurden
neun Wnt-Gene in 7ribolium identifiziert, welche spezifisch und teilweise einander tiberlap-
pend exprimiert sind, deren Knockdown zum Teil in Defekten der Achsenverldngerung re-
sultierte (Bolognesi et al., 2008a; Bolognesi et al., 2008b). Dariiber hinaus ist auch nicht
geklart, welche Rezeptoren diese Liganden jeweils binden und inwiefern sie redundant sind.
Dass sich Invertierungs-Phianotypen von 7c-rorl mittels Tc-Wnt5-Knockdown nicht erzeu-
gen lieBen lasst vermuten, dass die Initiierung der Direktionalitit von auswachsenden Ge-
weben iiber eine Wnt5-unabhéngige Signalkaskade geschieht. In Zellkultur wurde Wnt5
bereits als Ligand fiir Ror2 identifiziert. Jedoch ist der Ligand fiir Rorl noch unbekannt
(Gentile et al., 2011; Mikels & Nusse, 2006; Nomachi et al., 2008).

Die RTK Gene Tc-ptk7 und Tc-ryk, welche ebenfalls keine Defekte nach dem Knockdown
zeigten, weisen hohe Sequenzihnlichkeiten, sowohl untereinander, als auch zu anderen
RTK-verwandten Genen auf. Die Wahrscheinlichkeit, dass der Ausfall eines der Gene durch
andere kompensiert werden kann, ist somit sehr hoch. Des Weiteren gibt es Unterschiede in
der molekularen Struktur im Vergleich zu den Tc-Ror Proteinen. 7c-Rorl und 7c-Ror2 be-
sitzen neben der Tyrosinkinase Doméne zusétzlich eine Kringle Doméne, welche in den iib-
rigen hier untersuchten RTKs fehlt (Abb. 40). Dariiber hinaus ist fraglich, inwiefern die
Tyrosinkinase Doméne entscheidend fiir 7c-Flipflop-assoziierte direktionale Morphoge-

nese-Ereignisse ist. Rorl, welches als einziger RTK-Kandidat Invertierungen nach dem
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Knockdown zeigt, wird auch als Pseudokinase bezeichnet, da es trotz Vorhandensein der
Domine keine Tyrosinkinase Aktivitit aufweist (Gentile et al., 2011). Somit besteht die
Vermutung, dass noch andere Eigenschaften dieser Transmembranproteine fiir die Direkti-
onalitdtsentscheidung verantwortlich sind. So besitzt 7c-Rorl, anders als Tc-Ror2, zusitz-
lich eine Immunoglobulin-2 (IGc2) Doméne (Abb. 40). Immunoglobuline stellen eine der
charakterisierenden Transmembran Glycoprotein-Familien dar, welche Zell-Zell Interaktio-
nen und Zelladhésionsprozesse gewéhrleisten und sind hdufig mit Tyrosinkinase Doménen

assoziiert (Gumbiner, 1996; Hynes & Zhao, 2000).

A-—m qecz> KR U TyrKc

B KR D TyrKc
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D
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Abb. 40 Konservierte Dominen der analysierten RTK-Kandidaten. (A) Tc-Rorl (B) Tc-Ror2 (C) Tc-Ryk (D) Te-Ptk7
(E) Tc-Cad96Ca. Quadrate sind Transmembrandoménen. CA Cadherin repeats ; [Ge2 Immunoglobulin C-2 type domain;
KR Kringle domain ; TyrKc Tyrosine kinase domain.

Uber die Sequenzihnlichkeit zu Tc-ryk wurde dariiber hinaus das Gen Tc-Cad96Ca (Cad-
herin96Ca, auch Dm-stitcher) identifiziert und funktionell analysiert. Der Knockdown des
Gens wies, neben weiteren Defekten, eindeutige Ubereinstimmungen mit Tc-flipflop RNAi
Phénotypen auf. Das Resultat bestand zu einem Grofteil in leeren Eiern, welche fast 50 %
ausmachten. Dariiber hinaus zeigte fast die Hilfte analysierter Kutikulas einen unvollstan-
digen Riickenschluss. Der distinkte Invertierungsphinotyp, vor allem der Mundwerkzeuge
und des Abdomens, war zu 9,2 % zu verzeichnen. Dies miisste jedoch mit nichtiiberlappen-
den Fragmenten bestitigt werden. Cad96Ca stellt, wie die anderen hier untersuchten nicht-
kanonischen Wnt-Kandidaten, eine Rezeptor Tyrosinkinase dar. 7c-Cad96Ca weist sowohl

eine Tyrosinkinase-, als auch eine Cadherin-Doméne auf. Als Cadherin ist es verwandt mit
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bekannten PCP-Komponenten wie Fat, Dachsous und Flamingo (Hynes & Zhao, 2000).
Cadherine sind Zelladhidsionsmolekiile welche an vielen Prozessen der Morphogenese be-
teiligt sind. Diese weisen untereinander durchaus Varianzen in der Proteinstruktur auf, was
auf die Vielfalt der Prozesse, an denen sie beteiligt sind, hinweist (Takeichi, 1995). In Zell-
kultur sind sie wichtige Mediatoren von kollektiver Zellmigration (CCM, collective cell mig-
ration), indem sie mechanische Kréfte zwischen Cytoskelett und Plasmamebran vermitteln
(Borghi et al., 2010; Ladoux et al., 2010; Plutoni et al., 2016). Fiir die Cadherin-assoziierte
CCM spielen wiederum Rho GTPasen eine entscheidende Rolle, wobei die Art der Cadhe-
rin-Rho-vermittelten Interaktion noch nicht aufgeklért ist (Plutoni et al., 2016). Cad96Ca
selbst wurde bereits eine Funktion bei Wundheilungsprozessen in Drosophila zugeordnet,

indem es den Aufbau von Aktin fordert (Wang et al., 2009).

Die Ergebnisse dieser Arbeit machen Wnt/Rho-assoziierte Tyrosinkinasen zu guten Kandi-
daten fiir die Direktionalitdt in der Morphogenese und stiitzen, auf Grundlage bekannter
Funktionen dieser evolutionir hoch konservierten Kandidaten, die Einordnung von 7c-flip-
flop in Prozesse der Cytoskelett-Dynamik und Zellformverdnderung (Abb. 41). Wo genau
Tc-flipflop1 und Tc-flipflop2 eingeordnet werden konnen und mit welchen Komponenten sie

direkt interagieren, bleibt weiterhin zu kléren.

Abb. 41 Maégliche Einordnung von Tc-flipflop in eine Ror/Rho-Signalkaskade.
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4.6. Die Transkriptionsfaktoren ZFX und DEAF-1

In dieser Arbeit wurden, basierend auf RNAi Phinotypen des iBeetle-Screens auch Gene
analysiert, deren Einordnung in spezifische Signalwege der Morphogenese nicht offensicht-
lich ist. Dazu gehorten die Gene Tc-DEAF-1 und das Zinkfinger-kodierende Gen Tc-zfx.

Tc-DEAF-1 wurde aufgrund seines RNAi Phinotyps im iBeetle-Screen identifiziert und
konnte hier repliziert werden. Der Knockdown des Gens fiihrt zu invertierten Abdomen und
teilweise deformierten Beinen. Der Phénotyp invertierter Abdomen trat auch in Tc-flipflop
RNAIi zwischen 15 % bis 19 % auf. DEAF-1 ist ein DNA-bindender Transkriptionsfaktor,
welcher urspriinglich nach seiner Bindeeigenschaft an das Hox-Gen Deformed (Dfd) be-
nannt ist (Gross & McGinnis, 1996; Veraksa et al., 2002). In DEAF-1 wurde die charakte-
ristische DNA-bindende SAND- (SP100, AIRE-1, NucP41/75 und DEAF-1) und eine
MYND- (myeloid, Nervy, und DEAF-1) Proteindoméne beschrieben. Die Analyse des 77i-
bolium Homologs zeigt hingegen zwar das Vorhandensein der SAND- nicht aber der
MYND-Domine. In Drosophila fithrt die Mutation des Gens zum frithen Defekt der Emb-
ryogenese, wihrend die Uberexpression durch Migrationsdefekte der dorsalen Epidermis
und daraus folgenden Defekten des Dorsalschlusses gekennzeichnet ist (Veraksa et al.,
2002). Dariiber hinaus ist abgesehen von Dominen-spezifischen Bindeeigenschaften wenig

iiber DEAF-1 bekannt. Das macht es schwierig, Tc-DEAF-1 funktionell einzuordnen.

Die Analyse des Tc-zfx Gens (zinc finger protein, X-linked) basierte ebenfalls RNAi-Pha-
notypen des iBeetle-Screens. Obwohl der Knockdown auf den iliberwiegenden Teil der
Nachkommen keinen Einfluss hatte, konnten neben deformierten Beinen Invertierungser-
eignisse sowohl an Kopfanhidngen als auch an Beinen festgestellt werden. Zfx ist ein
Cys2His2- (C2H2) Zinkfinger Transkriptionsfaktor, gekennzeichnet durch seine Zinkfinger-
Repeat-Dominen. C2H2 Zinkfinger sind in der Regel DNA-bindende Transkriptions-Re-
pressoren, konnen jedoch auch RNA binden (Razin et al., 2012). Zinkfinger sind hoch kon-
serviert und als vielzdhlige Homologe auch in 77ibolium vorhanden. Funktionell sind diese
oft nur marginal analysiert. Die entsprechende Redundanz dieser Gene spiegelte sich in den
mehrfachen Einzel- und Doppel-Knockdowns mehrerer sequenzéhnlichen Kandidaten wi-
der. Es gibt nur wenige, hauptséchlich Karzinomzell-basierte Untersuchungen des Zfx Gens.
Knockdown-Experimente in humanen Zelllinien zeigten eine Verringerung der Zellprolife-
ration und einen Anstieg von Apoptose, weshalb dem Gen onkogene Eigenschaften zuge-

ordnet werden (Fang et al., 2012; Zhu et al., 2013).
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Sowohl Te-DEAf-1, als auch Te-zfx sind basierend auf vorhandenen Daten schwer in spezi-
fische Signalwege einzuordnen. Dass die konservierten Domdnen von DEAF-1 vor allem
nach eben diesem Protein benannt wurden, macht deutlich, dass diese sehr spezifisch sind.
Umso verwunderlicher ist es, dass die Zinkfinger-bindende MYND-Doméne in Tribolium
zu fehlen scheint. Es ist jedoch moglich, dass die Annotation des Gens unvollstindig ist. Das
Gen Tc-zfx bildet das andere Extrem. Zinkfingermotive sind weitverbreitet und bilden eine
Vielzahl verschiedener DNA-bindender Faktoren. Dennoch ist es denkbar, dass diese beiden

Gene, aufgrund ihrer Invertierungsphénotypen, in dhnlichen Signalwegen agieren wie Tc-

flipflop.

4.7. Cholindehydrogenase Tc-cdh
Der Knockdown des Gens Tc-cdh lieferte mit 89 % der ausgewerteten Kutikulas die meisten
Invertierungsereignisse im Vergleich zu allen in dieser Arbeit untersuchten Genen. Die
RNAi-Phénotypen gleichen dem markanten 7c-flipflop Syndrom: Invertierungen der Beine,
Kopfanhdnge und des Abdomens, als auch Defekte im Dorsalschluss und leere Eier. Es
bleibt jedoch zu kldren, warum die Knockdown Phinotypen fiir Tc-cdh nicht mittels NOFs
reproduziert werden konnten. Ein Indiz kdnnte die gro3e Vielzahl an Genen im Tribolium
Genom sein, die fiir &hnliche Proteine kodieren und somit redundant sein konnten. Analy-
siert man die Proteinsequenzen des urspriinglichen Knockdown Fragments und die der iib-
rigen Sequenz unabhingig voneinander mittels NCBI's Conserved Domains Tool, so erhélt
man kein Resultat fiir die NOF-Region. Die Analyse fiir das urspriingliche Fragment, wel-
ches die starken Phénotypen erzeugt, deutet hingegen auf eine Domine mit Oxidoreduktase-
Aktivitdt und stellt somit vermutlich die enzymatisch entscheidende Region des Proteins dar.
Somit ist es denkbar, dass die 7c-flipflop-dhnlichen Phénotypen mittels 7c-cdh Knockdown
durch off-target Effekte auf mehrere Dehydrogenase-kodierende Gene zustande kamen. Die
eventuell vorliegende redundante Funktion der Dehydrogenase Gene kann mit weiteren

Doppel-RNAi Experimenten von NOFs dieser Gene untersucht werden.

Im Allgemeinen sind Cholindehydrogenasen (Cdh) Enzyme welche die Oxidation von Cho-
lin zu Glycin-Betain katalysieren und verantwortlich fiir die Biosynthese von Membran-
Phospholipiden (Phosphatidylcholine), Lipoproteinen und dem Neurotransmitter Acetyl-
cholin sind. Dariiber hinaus kdnnen sie iiber unterschiedliche Signalwege Genexpressionen

epigenetisch durch Methylierung regulieren (Cornell & Ridgway, 2015; Salvi & Gadda,
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2013; Zeisel, 2012). Phosphatidylcholine (PtdCho), die Synthese-Produkte der Cholinde-
hydrogenasen, wurden auBBerdem als Liganden Hormon-regulierter Kernrezeptoren (nuclear
hormone receptors) identifiziert (Lee et al., 2011). Kernrezeptoren sind Transkriptionsfak-
toren, welche iiber Liganden aktiviert werden und so die Expression von Genen beeinflussen
(Crowder et al., 2016). Die innere Kernlokalisation einiger PtdCho-Synthese-involvierten
Enzyme wurde bereits nachgewiesen. PtdCho's machen den Hauptanteil der Phospholipide
tierischer Zellen aus (Irvine, 2003). Phospholipid-gekoppelte Aktivierung von Kernrezepto-
ren wird hauptsdchlich von den Enzymen reguliert, welche auf den Phospholipid-Metabo-
lismus wirken (Crowder et al., 2016), was Tc-Cdh miteinschlieen wiirde. Ein anderer Weg
ist die G-Protein-Rezeptor-gekoppelte Aktivierung liber Second Messenger Phospholipide,
wie beispielsweise an Phosphatidylinositolen gezeigt wurde (Falasca & Ferro, 2016).

Ist es nicht die transkriptionelle Regulation, so kann zumindest angenommen werden, dass
der Knockdown von Tc-cdh als Synthese-Mediator von Zellmembrankomponenten die In-
tegritdt eben dieser Zellmembranen beeintriachtigt und zu morphogenetischen "Fehlfaltun-

gen" fithren kann.
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Ziel dieser Arbeit war es, das neue Gen Tc-flipflop funktionell zu untersuchen. Dabei sollten
zellmorphologische Prozesse beschrieben, das Gen auf molekularer Ebene charakterisiert
und weitere Kandidatengene identifiziert werden, um letztlich eine Einordnung in moleku-
larbiologische Signalwege vornehmen zu koénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine funktionelle Beschreibung des flipflop Gens in gewe-
bemorphologischen Prozessen dargestellt werden. Es konnte gezeigt werden, dass die mor-
phogenetischen Prozesse, die den auf Kutikulaebene charakteristischen Phénotypen
zugrunde liegen, schon in frilhen Embryonalstadien entschieden werden, wobei spitere
formgebende Funktionen nicht beeintrachtigt werden. Um die Morphologie auch auf Zell-
ebene besser darzustellen, wiére es denkbar, Live-Imaging Versuche zusitzlich mittels Light-
Sheet Mikroskopie durchzufiihren. Ein wichtiger Faktor bleibt die Tatsache, dass Tc-flipflop
ein neues Gen ohne Homologe ist und die regulatorische Einordnung andere Kandidaten-
gene erfordert. Es liegt nahe, dass die Regulation von direktionaler Zellwanderung, Zellfor-
minderung und somit vor allem des Cytoskeletts entscheidend fiir die Direktionalitit des
Auswachsens von Extremitéten ist. In diesem Zusammenhang weisen die Ergebnisse dieser
Arbeit darauf hin, dass Tc-flipflop in Membran-assoziierte Rho-gekoppelte Signalwege in-
volviert ist. Dabei bleibt weitergehend zu untersuchen, durch welche Upstream-Faktoren
diese Signale induziert werden. Ein vielversprechender Ansatz ist die Kandidatenanalyse G-
Protein-gekoppelter Signalwege. So wurde hier bereits beschrieben, inwiefern RhoGEF2-
induzierte apikale Konstriktion eine zentrale Rolle in Invaginationsprozessen spielt und der
Verlust des Proteins dazu fiihrt, dass beispielsweise in Drosophila keine Ventralfurchenbil-
dung stattfinden kann (Kdlsch et al., 2007). Dazu ist die apikale Lokation von RhoGEF2
entscheidend, fiir welche das G-Protein Concertina (Cta), und das G-Protein-gekoppelte
Transmembranprotein T48 identifiziert wurden (Kolsch et al., 2007; Urbansky et al., 2016).
Zusitzlich wurde ein weiterer G-Protein gekoppelter Faktor, Smog, fiir die Regulation dieser
RhoGEF2-regulierten Zellformveranderungsprozesse beschrieben (Kerridge et al., 2016).
Vorhandene Daten des iBeetle-Screens geben einen Hinweis auf mogliche Invertierungs-
Phénotypen nach 7c-T48 und Tc-smog RNAI. Die Analyse membranassoziierter Faktoren
stellt weiterhin einen vielversprechenden Ansatz in der Einordnung der neuen Tc-flipflop
Gene dar. Sowohl Tc-T48 und Tc-smog, als auch weitere Wnt/Rho-assoziierte Tyrosinkina-
sen Komponenten, deren Knockdown mit Dorsalschlussdefekten einen Aspekt des flipflop-

Syndroms zeigen, sind hierfiir vielversprechende Kandidaten.
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2. Zusitzliche Tabellen
Tec-flipflop Alignments

AAATCCACTACAAAATCTACAACGAAGAGGAGATCTGCTG---CTTGCTCTCCTTGCGGCCCTTGCGGTTCTTGTGGT

100 110 120 130 140 150 160 17@
template sequence ff1l

AAATCCACTACGAAATCTACAACGAAGAGGAGATCTGCTGGTCCTTGCTCTCCTTGCGGTCCTCGCGGTTCTTGTGGT

100 110 120 130 140 150 160 170
aligned sequence ffl_seq2

AAATCCACTACGAAATCTACAACGAAGAGGAGATCTGCTGGTCCTTGCTCTCCTTGCGGTCCTTGCGGTTCTTGTGGT

100 110 120 130 140 150 160 170
aligned sequence ffl_seql

AAATCCACTACGAAATCTACAACGAAGAGGAGATCTGCTGGTCCTTGCTCTCCTTGCGGTCCTTGCGGTTCTTGTGGT

100 110 120 130 140 150 160 170
aligned sequence ffl_seg4

AAATCCACTACGAAATCTACAACGAAGAGGAGATCTGCTGGTCCTTGCTCTCCTTGCGGTCCTTGCGGTTCTTGTGGT

100 110 120 130 140 150 160 170
aligned sequence ff1_seq3

Abb. 42 Tc-flipflopl Alignment. Exemplarischer Ausschnitt. Scalierung: Basennummer ab Startcodon.

AAAAAACGAACAACAAAAAGAAGATCTCGTGGTGCAGACTCTCCGTGTTGTTCTTGCGCGAAAAAAACCAGGAGTA

80 90 100 110 120 130 140 150
template sequence ff2

AAAAAACGAACAACAAAAAGAAGATCTTGTGGTGCAGACTCTCCGTGTTGTTCTTGCGCGAAAAAAACCAGGAATA

80 90 100 110 120 130 140 150
aligned sequence ff2_2

AAAAAACGAACAACAAAAAGAAGATCTTGTGGTGCAGACTCTCCGTGTTGTTCTTGCGCGAAAAAAACCAGGAATA

80 90 100 110 120 130 140 150
aligned sequence ff2_3

AAAAAACGAACAACAATAAGAAGATCTTGTGGTGCAGACTCTCCGTGTTGCTCTTGCGCGAACACAACCAGGAATA

80 90 100 110 120 130 140 15¢
aligned sequence ff2_4

AAAAAACGAACAACAAAAAGAAGATCTTGTGGTGCAGACTCTCCGTGTTGTTCTTGCGCGAAAAAAACCAGGAATA

20 30 40 50 60 70 8@ 9%
aligned sequence ff2_1

Abb. 43 Tc-flipflop2 Alignment. Exemplarischer Ausschnitt. Scalierung: Basennummer ab Startcodon.

Silencer-Sequenzen

Cad96Ca
TC004976
iB_03886

ACCCGAATTCGAGCCTTAATTTCCCGGGAAGTAAACAAAATGGGTTGGTA
CCGCCGCCTTTTCTCACTATTCCGAATTTTAACCAACGTCCGAAAAGCCCC
ACAACGGCTACGTCAAGACAACCGCACTTTCAACCAAAACCAAACGTTAC
GACCCTTCTAAGACCGATTAAAATCGAACCAGTTAAAAATGAAATTGATG
AAAAAGAGGAAGCAACGACGAGGAAAATCACTAAGACGACACCGACAG
TTCAACCCCTTAATAAAACTATAGACCAAGCGGTTAAAACACCACCTGAT
TTGGCCGTTACTGTTGTACCAATTATCTCAGTTTGTGCTGTGTTTCTCATG
GTTGGCATCATTGCCATAGTTTTTAGGAAGAAAATACATTTAGGGAAACC
CAAAAGTTCCAAAGACGATATTAGGAAACCATCTTCAGGTGCAATTGTTC
TACCAGAAGACACAACTATTGGTATGCAACAATGGAGAGGACCCACAG

CDH like
TC016355
iB_09229

AACGCACCTCACTTTTACCCATCGGCTAGTTCAAATTATCCCAATTACCCT
AAACAACACGCTCCGTATCATTACCAACAGGGAGTAAAAAGTACGGGAT
TTAGGCATAATGAGCAATTCCACAGGAATCATCCCCAAATGCCTAATCCT
TTCATGTCGACGCCTAGGCCACAAAGGGCGTATAATCAGCAGGGATTTAA
TCAAGGGTATCAAGGATACCAACATAATTATCCCGACTACCAACAGGA
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CDH like
TC033300
iB_05806

CTGGCAATGAAGGATGGAGTTATAATGAAGTACTACCCTATTTTCTAAAG
AGTGAAGATAATAAGCAAGCGGATAGTATGGATAGGGGGTACCATTCAA
CAGGGGGGTTGTTGACAGTGTCACAGTTTCCCTATCATCCACCACTATCA
CAGGCGTTGCTAAAGGCGGCGCAAGAGTTGGGGTACCCAATCAGGGACT
TGAATGGAGCGTATCATACTGGGTTTAACATTGCGCAAACAACCAATAGA
AATGGGTCGAGGTTAAGTACGGCTAAAGCTTTTCTAAGGCCGTTCAAAAA
TCGAAGAAACTTGAATATTTTGATGAACTCAACCGTAACCAGAGTTCTCA
TCAATACAACCACGAAACAGGCATATGGAGTCGAAGTTATTAATAATGGC
GTCAAACAAGTAATTTACGCGAGTAAAGAGGTTATAGTATCTGGGGGTGC
TATCAACTCGCCCCAAATCCTACT

CDH like
TCO015717
iB_05882

TTCACCAAAACTCGCTACCAGACTTTTGCCGTGGCAATGGAATACATAGT
GAATGAAAGGGGTCCGATGACCTCACTGGGAGGTGTGGAGGGGCTAGCG
TTCGTCAACACGAAATATGCCCCAAAATCGGGGTCCTGGCCCGACATACA
ATTCCACTTCGCCCCCTCCAGTATAAATTCCGATGGGGAACAAGTGAAAA
AAATCACAGGATTGCGAGACAGTGTGTACAACACTGTGTACAAACCCCTT
AAAAACGCCGAGACTTGGACCATTCTACCCCTTTTACTCAGACCCAGGAG
CACGGGTTGGGTGCGTCTCAAGTCCAAAGACCCCAATATCTACCCCGACA
TTAACCCCAATTACTTCACGCATAAAGAGGACATTTTGACTCTCACTGAA
GGGATCAGGATTGCCCTAAACGTCTCAAACACCCAATCCTTCCAACGGTT
CAATTCCCGACCCCATAAAATCCCGTTCCCGAAG

CDH like
TCO015718
iB_05883

TTCGTCAACACGAAATACGGTAACCGTTCCTGGCCCGACGTCCAATTCCA
CATGGCACCTGCCAGTATAAATTCGGACGCCGGCGTCCGAGTCCGTAAAG
TTTTAGGACTTACGGACCACCTCTACAACACGGTGTACCGCCCTATCGCC
AATAAGGACGTCTTCACGCTTATGCCCCTCCTCCTGAGGCCCAAATCGCG
CGGTTGGATCCGCCTCCAAAGCAAAAATCCCTTCGTGCCGCCTGTGATCA
ACGCCAACTATTTTGACGATCCCATTGATATTAAAGTACTAGTGGAGGGG
GCAAAGATGGCGATTAAAATCGGCGAAGCCCAAGCTTTTAAGCAGTTTGG
GGCAAGAGTGCATCGAATCAAGTTTCCGAATTGTCGGGATTTTGAGTTTG
GGAGTGATGAGTATTTGGAGTGCCATATAAGGACGATTTCGATGACGATT
TACCATCCGGTGGGGACGTGCAAGATGGGGCCGAGTTGGGATAAGGAGG
CTGTG

Cholin DH
TC010931
iB_04939

GAACCAGAAGACCCCACAAATCCCACAGCTGCGAAAAGTTTTACCATAA
GACCGACTTTTCTAAGGCCAAGAAGTCGCGGTTTTATCGGACTGAATTCC
AGAGATCCAAAGGAGCCACCTCTCATGCAACCAAATTACTTGACTGATGA
GGAAGACGTCAAACGAATGGTTGCAGGAATTCGGATTGCTCAAAATTTGG
CAAACACTACAATCCTTACTACAAAGTATGGTATACAAATGGTGAACACT
GATTATGGAGACTGTTCTAGAAACTACACTTTCGACTCGGATGAATTCTG
GGCATGTGCTTTGAGGTATGATACGGGTCCAGAAAATCACCAGTCTTGTT
CCTGCAAAATGGGTCCGGCTTCGGACCCATCGGCGGTAGTGGATCCGAAA
TTGCAAGTTCATGGTATTGAAGGTCTCAGGATTATGGATGCGTCAGTGAT
GCCTACAGTTCTCTCGGGAAATACGCATGCAACCGTT

Cholin DH
TC010931
iB 04939 2

CGCAATCGTCCAAACTTACACGTGATGATCAATTCAACAGCCACCAAAAT

CCTGATCAATAGTAACGACACAGCAAAAACAATCTCAGCAGTAGAATTTA
CGTACAATAACCAGTCTTTTACCGTAAAAGTGAGACGCGAAGCTATCGTA

TCAGCTGGTGCAATCAACACACCTCACCTCCTTTTACTATCTGGAATAGGC
CCTAGAGAAGAACTAGACAAAGTGGGGATCGAACAG

Cholin DH
TC010931
iB_04939 3

TTGGCCAAAACCTCAAAAACCACGTATCGTTTGCGGTAAATTTCCAATTG
ACAAAAATCGAAAATTATAACGACTTGAACTGGAACACTGTGAGGGAGT
ATTTGACGGAGAGAAGAGGCCCCATGTCTTCGACCGGAGTCACACAAGTC
GCTGCCAGAATTAGCTCGAAATATGCCAATCCTGATGGC

Cholin DH
TC010931
iB 04939 4

GTTGGGGTTACAAGGACGTGGAGGAGTACTTCAAGAAGTCGGAAGGGAA
CCGGGATATTGGTGATGGGGTTGAAGGGAGGTATCATAGCTCTGATGGTC
CCATGTTGGTCCAGAGGTTTCCCGATCAGCCCCAAATTGCTGAAGATGTT
TTGAGGGCTGGGGCGGAGTTGGGGTATCCAGTGGTTGGGGATTTGAACGG
GGAGCAGCATTGGGGGTTTACCATT

Cholin DH
TC010931
iB 04939 5

GTTGAAAATGTCTTGTTGCGCCAACGAGCCCTACATCGGCCCACCCCTAG
ACCGGACCTGTTTCGGGGGCTCCTACATCGTCTTCATGCACCTCCTCAACA
CCCTCATCACCCAACAGTGCGACGTATCCGAAATCTGCCAACGAATCAAC
CCACAACTCCAACCTG
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di_3'
TC009351
iB_09187

CACGAGTTCGGTGCAATATGAAGTAAGACGATTCAATCAACAATTAACGT
CTTGTGTTAATTTATTTTCCTATCGGTGACGTTTTGTTGGTTTAGTTGTTGC
GCTTTTTCATTCCACGCATCAGTTTGTAAGATAGTGATACGACGTACTAGC
GGAATTCGTTAATAAATCCGTGGTATAAAAGTGATTGGCGTTTTGAGGTT
TCGTGTAATTTTACAATATTGTTTCGAACCTTTCACGA

diLs'
TC009351
XX-90412-2

TAGATGGTTGGTTTAGAGCGAGCAATTTTCGCCGTAAAAAAACGCCAATT
TCGTGTAATTTGGTTTCGGGTTAATCTTCGGATCGTTCTGAGTCAATTACA
CGTATTATCGCGGTAATTGTGCGGACGCGTGTGTTCGTAGTGCTTCCAGC
AGGTGCTCAATGTGTTGAAGCGGAGCGTCTCCAAAGTGGATAACAAACCC
TTCACGACGCTGAATTTCACGGACTTGGGGTCCCCGTTCGGGGGGCCTAA
CGAGGAGCCGCCGGGGACGCCCAACAC

dll_ CD
TC009351
XX-90412-1

CCATGCACCAGAACTCCTACACGGGATACCATTTAGGATCGTATGCGGCC
AATTGTCCGCCTTCGCCCAAAGATGATGAAAAGTGTTTATCGTTGGAGAG
GCCGTCGGGCGGCGGCAAGGGCAAGAAGATGAGGAAACCGAGAACAAT
CTATTCAAGTCTTCAGCTCCAACAGTTGAACCGGCGGTTTCAAAGAACGC
AGTACCTGGCCTTGCCCGAAAGGGCCGAATTAGCAGCCAGTTTAGGTTTA
ACGCAAACCCAGGTCAAAATATGGTTTCAAAATAGAAGAAGCAAGTACA
AGAAGATGATGAAGGCGGCG

dsh
TC014903
iB_ 02346

AGAAATCCGCGATCGTATGTGGTTGAAAATAACAATACCGAATGCGTTTA
TCGGTACAGATATGATCGATTGGTTGTTGACGCATGTTGACGGCTTTCAG
GAGCGTCGCGACGCTCGTAAATACGCGTCACATTTACTCAAAGCCGGATT
TATAAGACATACAGTGAATAAAATAACGTTTTCGGAACAATGTTATTATA
TTTTCGGAGATTTGTGTTCGGCGATGAATAATTTGAAAATACAAGGGGAT
ACGGATTCGGTTGGACCTTTGCCAAATGTACCGAATTATATGCCGTATAG
TGGGACGTATAATCCGTTGGAATACATGCCAATGCCGTTTTA

ff1_1
TC032552
XX-90314-1

TGATTACAGCACTTCCGACACGTGTAGCTGCTCAGATTGCTGCACTTCCG
ACAGCTTTTTCTCTTCGGACTATGAAACCACCGACAGCGACGACTGCTGT
GCTGCTCCAAGAAGAGGATGCCCAAGGCGTTAAATGTACTTACAACGCTG
GTCGTTATTTTAATTTGTTATGTAAGTTAGTGTATTTAAGTACTAGTTTTA
GTGTTTGACATGTGTATTATCTAAAATGTTTTAAATTTCATTGATTCCATT
GATGTTTGCCTACTGAATATGTTATGTAATGTATTACTGATGATAAATGAA
TAAAGCTTTCTAACGAA

ff1 2
TC032552
XX-90314-2

ACGGAGAAGATACCGCAATTAATAGTACCACGTTTGTCAGTCAAGTCGAA
AATACTTCAGAATGCCTGGTTGCACTTCTCGTAGCTCTTGTGCTTCTTGCC
CCAAGACTACAAAACCCAAAGCTAAATCATCGACCAAGGTCAAGAAACC
GGCAGCGAAAAAATCCACTACAAAATCTACAACGAAGAGGAGATCTGCT
GCTTGCTCTCCTTGCGGCCCTTGCGGTTCTTGTGGTCCTTGTGGTCCCAAG
AAAGCCAAGTCAAGCACGAAGTACAAGAAAGCTAAAGCACCCCGCCGCC
GCCGTCGCACCACCAACTGTT

ff2_ 1
TC030881
XX-90313-3

TACTAAAAATTTAAAGAGGACAGTAAAGTGTAGTAGGACGTACGACAAT
ATAATTCGGGTGAGTTTAGAATGCCTGGTCACACCTCTTGTCGTTCTTGTG
CTTCGTGCTCCAAGAATACAGAACACAAAACCAAATCATCAAAGGTGAA
AAAACGAACAACAAAAAGAAGATCTCGTGGTGCAGACTCTCCGTGTTGTT
CTTGCGCGAAAAAAACCAGGAGTACGAAGTTGAAGAAAAGAGCTCGCTG
CTGTTGTAGTTGTACCAACAAGTGTTGCAAATACAGCCCC

ff2 2
TC030881
XX-90313-2

TCTTCCGAAGATAGCACCGATACGGCGTGTAGCTGCTCAGATTGCTCCTC
TGGGAGTCCCACTTCCGATAGTTCCTTTTCTTCGGATTATGAAACTACCGA
CAGCGACAGCGGCAGCGAAGACTGTGGGGCTACCCCATCAAAAAGATGT
ACGTGCAGGCGTTAAGTGCTGTTTAACGCTGGTCGTGATTTGCTTTTTTCT
TAGTTGTGTAATTTTAGTGTGCAATTCAGAAACTGTGTATTAACTTGAGTA
TTATGTAAAGATGATAAAGTAATAATAAAGCAGGTAGAGGTA
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Myosin/
zipper
TC034132
iB_03972

GCGCCAAAGGAATGTTTAGAACTGTTTCGTATTTGTATAAAGAACAGTTG
GCTAACCTTATGGTGACTTTGCGTAACACCAATCCAAACTTCGTACGTTGT
ATTATCCCTAACCACGAAAAACGGGCGGGAAAAATCGATGCTCCTTTGGT
TTTGGACCAACTGAGGTGTAATGGTGTCCTTGAAGGCATCCGAATTTGCC
GGCAAGGTTTCCCCAATAGAATACCATTCCAGGAGTTTAGGCAAAGATAC
GAACTTTTGACACCGAATGTCATTAACAAGGGTTTCATGGACGGTAAGAA
GGCCTGCGAGACCATGATCAAAAGTCTGGAACTGGACCAGAACTTGTAC
AGAATCGGCCAATCGAAGATTTTCTTCCGCGCCGGTGTTTTGGCACATTTG
GAGGAAGAACGCGATTACAAAATCACCGATTTGATCGTAAATTTCCAAGC
GTTCTGTCGCGGTTTCTTGT

PTK7/otk
TC032332
iB_03542

GCCACCAACAGTCAAGGAGTTATCAACGTGACGATAAACATCGATGTTGT
TGTGGCACCTAAATTTAGCGTGGAACCGAAAAACCCAACCGAAGTCACC
GAAGGACAGTCGGTGACGATTGACTGTGTCGTGGAAGGCGACCCCAAAC
CGACCATTCATTGGGACAAGAATTTAAAAATGAATGATTTTGATCACTCG
AGGTTTACTGTTTTGGAGAATGGGACTTTGTTCATAAGTGAAGTGCACCG
AGAGGATGAAAATAAGTACGGTTGCACTGCTGGAAATAGCGCTGGTTTG
AATCGACAAGAAGTACAACTGATTGTTCATTCACGTGATGGCTACCACCC
TGATGGAGATTCCACCGTAACCAAAGCGGTGCTAATTACGATGTCGGTAG
CTGGGGCTTATATTGTTCTAGTTATTGGGCTCATGGTATGGTGCAGGTACC
GAAGAAGGTCCAGAAAATTACCAGTTACTGATGCTGCGAAAACTGAAAA
TG

RhoGEF 10
TC001759
iB_02957

AAATGCTTGAAGCCGAGATGAAAAAACCCGAAACTGGGCGCAAAAGCCA
ACTAAGCAATGACCTGAAATTCCTCGAGGACTTGTCGTTACAAAATCGGG
ACGTTAAGTTGAAACACCGGCCAAGGTGTGACGACTCGAAGGGAAGTTG
TAATAATTTAAGTTCGCCGAAACAGTTGCTAACGTTATCGAAACGGAAAG
TTAGTGCTGATAGTTTAGTTGTGGAGAATGATCAAAGGTTGGTTGTTAAT
CACCAACGTACCACTTCGAGTCCCTCCAAATTGGAGGGGTTCGCCAATAC
TGAAGTTTCGCAGGAATTGCTGGAGCAGCTGTTGAGGGGAAGTTCGGAAC
AACTTGCCACCGATGCCAATTTACAGCAGAAAAATGATACGAGAACGCA
CGTGGTTGTCGAGCTTTACGATAACGAGAGGACTTACGTCGAAGCATTAC
AGATTCTGGTCACGAAATATTTGGAACCGCTTAAAAGCCCCGAAAACACC
AATCTTTTAGACGCGACACTTGTTGATG

RhoGEF 18
TC009420
iB_08587

AGGCAAAATGTTCGCAAAACACTGAGATAATGTAGACTTATTGTAGAAA
AAACTACTTAAAATGTATCAAAAGTAGTGTCGTTAGTGTTTTATTTTGAAA
TTTACAAGATCAATTGTATTACAAGAAATCTGTGAGTACTTTTTGTGTATG
TATTGTGTGTAAAGTGTGACTTTTTCTTTGCTGTTTG

RhoGEF/
intersectin-2
TC032394
iB_09756

GGGGACTCAATTCACATTCCAAAGAAATAGTAATATAAGTTATAAAATGT
ACAAACAACCTATTTTAATACAAGATCTTTCGTTTAGTCGAGAGAGCACC
GACCATGTAGAACAAGGAACCGACTCCAATAGAGTTATCAAAATACAAG
ACAATAAAAATAAGTATACTTTAAGTTTGTTGGCGCCTACAGTGAATGAA
TGCAACTTGTGGGTAAAACGCATCGAAAAG

RhoGEF2
TC032343
iB_03492

CAGCTCTGACGACGGTTTTAGTTCGCATCTTTGGTATTCGGCCGGCTTCGC
ATACCATCGATCGCTGTCCAACTTTTGTAAACAAGGAGAAGTCGTTCCGC
ACGAAATTTATTGGAAGATATTCCCGAAAGTTAAACGTTCAAGGACACCA
ATACGTCGCACAACAATATTATACTGTGATAGTTTGTAATAATTGCCATC
AAATTATTTATGGAATAGGACCTCAAGGCTATCAGTGTTCTGTTTGTTTGA
TTAATCTTCACCGTCCCTGTGTCAAGTTGTATGACGACAGTTGTCCAGGTC
CAATCAATAAAAAGGATCGGGGCT

RhoGEF64C
TC003783
iB_00613

CAGTCGCGATTTGCAGATTATTTTGGAGGAGTTTTACCAACCGATGTTAGT
GGCTGGGTTATTGACGCCGGAGCAACTATCGGCGATTTTCCTCAACGTGG
AGGAACTTCTGGAAAACAGTCAAAGTCTGGCGGAACGGTTGCGAGACGC
TGTGGAAATTGCAGTCGAACAAGGAGATGAAGATCTCCTAACTGTTAACA
TCGGGAAGATTTTCCTGGAGGCGGCCCCCATGTTGCACGGATTTGAGACC
TATTGCGTCCGGCAAGGCGCAGCAAGTCTGCTTTTAGCTAGTCTAGAGAA
GGAAAAAGAGCTCCTCAGGATATTCCTCCGGGTGTCGCAAATGGAGAAC
ACGATGCTGAGAAGGATGAATTTGAATTCGTTCCTCATGGTACCTGTCCA
ACGTGTCACTAAATACCCGCTGTTGTTGGCGCGGTTGTATAAGGTTACGC
CGGTGCACCACGAGACGAGGGAACAGTTGAAGGAAGCGCAACACAAGAT
TGA
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RhoGEF2
TC003070
iB_00510

AAACGAAAAGGCATGAGTCGCAGCCTGACTCAGACGAGTCGGAAACTTT
GCAGGAAATTCCCAGTACGCGAGATGTTGCCGAGAGGGCTGAAGCCGTC
GGTGGAACGGATAATACTCCTGATGATGAAGAGGAGGACGAACAAATCT
TCAGTGATGCTCAGGAGGAAGGATCTACGGAGCAGAAGGAGGTTCCGAG
CTCGTCGGAAGGTGGCGGTGTTCACACCAAAGTAACAGCGGATGAGTGG
CCTCTCATCCAGCCTTCACAGGTCCACGTAGAAGTACCACCAGTGCACAC
TGCTGAGTCAAGGTTAACTCCACTAGAACAAATTCGTCGTAAAGATGAAG
AAGTGCGCCGAGCGTTAGAAGACAAAGAGGGCCTGGTTGCCGACCTTTTG
AGTATTCCTCGGGAGCACTTCCAACTTATTGCTGATATGGCCAGTGATAC
ACAAGACACGCGGTCTTCCAAAGACCTAGCGGAGCGCGTATTGGCTGCCG
TATAT

rorl
TCO015667
iB_05864

TGGTCATTTCGCAGTCAAACGATATTTCATCGAGTTGTAATAAATTCGCAC
GTCCAAGTTTGTGTTATTCGGCGTTTCCTTTGTGTACCGATCCGAAACAAA
TAAATATGTATCAGACGACGAAAATGGATCGGTTTAAGTTAGATAATGTC
GGTTTTAAGAATTTGAGGAATAAATTGGGGAGTTCGTTGAGGAGGATTTG
TAAAGAGGATTGTCTTTTGTTAGAGACTGAGTTGTGTAGTAAGGAATATG
CGATTGCGAAACGACATCCAGTTATTGGAAAGACTTTGGAATTGGAGGAG
TGTCAGTTTTTGCCGAATGAGACCGAAGTCAGTTCGAGAAATTGTCTCGA
GTTGGGTGTCGATCATGAAAGTGTTAATAAAGAGGATACGTGTTATTGGG
ACAACGGCGAACTATACAGGGGTGTTCAAAATATGAGCGAACTTGGTAA
CAAATGTTTAAGGTGGGCCCACCAATTCCACATCCATTTATCCGAACACC
CGGAACTGACAGGTCATAATTATTGTCGTAATCCAGGTGGC

rorl
TCO015667
iB_05864 2

TTGTTTGTTGGGAGTTGTGGTAAAACAGGAACCTATGTGTATGTTGTTTGA
ATTCATGTCAGAAGGTGATTTGCATGAATTTTTGATCTCAAATTCGCCAAG
TGAAGGTAAAAGTTTGACACAGAACCAATTTTTACATATCGCCATACAGA
TCGCACAAGGAATGGAATATCTGTCCGATAATCATTATGTTCATAGGGAT
TTGGCGGCGAGGAATTGTTTAGTTTCCAAAGATTTGGTTGTTAAAATTAG
CGATTTTGGACTCAGTAGAGATATGTACAGTTGCGACTACTACCGG

ror2
TC014181
iB_05579

GGGGGCAAGATATGTGAAAATTACGTGGGACATTCGAAGATGGTGTGGT
TCAATAATTCGGGAGGTTTTGAGAATGAGGAGATAACCAAGGCGCTTTGG
AGGGAAGTTATCGAGACTTTTAATGAACCTTGTCGCCGAGCAGCTGAAAA
ATTGTTATGTTTCTATGCCTTTCCTGACTGCTACTTGGGCAACCCTCTTCCA
CTGTGCCACGAAGATTGCATTGCAGTGAAGCAGCTATTCTGCTACAAGGA
GTGGGCACATATTGAAGACAGGAAGTCCAATGGTTTCGTTTTCAAATCTA
GGGGCCACTTCAGATTACCAGTTTGCGAAAAATTACCCAAATATCAAATC
GTAAATAACACAGCGACATGTTCATACGCCGGCCTCGTGGAGCTAAAAGT
GGACGAAATAACACACGACTGTATTAAGGGACGCGGTCGTTTCTATCAGG
GCAACGTGAACGTGACCAAAGACGGCCTAGCTT

RYK/dnt
TC010814
XX-90377-1

CTGTGGACAAAAGAGTCGTTTCGTTTCGGTGGAAGAAATAAGAGATTCGT
TGAATGTGGTGAGTGGTCGGAATGTGGCTGCTGCGAACACAGACCGAAG
ACTCGAAGAGGGCAAGCAGTGTGGGCGTTGTTTTGGCTAAAAATGAAAG
AATCATTAATTAAACTGACTGCAGTGTGATGTGCAATGTGAACTGTCCAC
AACCTTTCGAAAAGATCGATCTCACTCGTTTATTTACAAAATGTGACTGA
GAGTAATACTATCAATATGAATCAAAATTTCTTGTCCGGGTTTATTATTTT
ATTGACGTCGCAATTGGTTTT

Wnt5
TC009318
iB_04618

ACAAATCCGGCTCTGTCAATTGTACATGGACCATATGAATGCTGTGGCAT
TGGGGGCTCGTCAGGCGCTATCCGAGTGTAAACATCAGTTTGAAAATCGC
AGGTGGAACTGTTCTTTACTGAATGACGTCAATGTCTTTGGTCCAGTTATA
ACAATCGCTAGCCGCGAATCAGCATTTGCACACGCTCTAGCTTCAGCCGG
AGTGTCTTACGCCGTTTCAAGAGCTTGCAGAGATGGTCAACTTGCATCTT
GTGGATGCTCAAGAATGGGACGACCAAAGGATTTACGAAAAGATTGGGT
ATGGGGCGGATGTGGCGACAATTTAGAGTATGGATACAAATTCACACAA
AACTTTGTAGACGTTCGGGAAAAGGAACGCAAATTTAAGAGAGGATCCA
AGGAGCAAGGACGCAACCTTATGAACTTGCACAACAACGAGGCTGGGAG
AAGAGCAGTCATCAAGAAGTCGAAAGTTACTTGTAAATGTCACGGAGTGT
CAGGTTCTTGTTCTTTGATAACTTGCTGGCAGC
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ZnF like
TC003827
iB_07043

GGTTTGTGCAATTTTCGTCATTAATTCTCAAGTACTCCAAACATCTGTAAG
CCAGTTGAACCGTAATAACATGAAAGTTGAATCCTACAATTTTGGTAACC
AAGAATTTAGCTGCGGAACAAATTTTCTTGAACCTTACAAGTGCAATTAC
TGTGATTTTCACACAGATCTCTGGATTGATTTCAACAGTCATAAGAAAAC
ACATTGCTTCCAAAAACTACCAATAGATCCAACAATTTATACGTGCAATA
AGTGTGGTTTTAGAACTTTTTCGATTTTACATCTACTGAGACATAATTTAG
ATAGACACAAGTTGAACCATGAACATAAAACATACAATAGTTGGTACGT
AAAAAGCCACTCTCTCAGGCACAGAAGTGAAGAACTGTATCAATGCAGTT
TATGTGAGTACCAGTGCAATAAAAAATGGAATTTACAACGGCATGTTTTA
AAACACTCAGCTTATAATAAAAGCTCTGAAAAAATTACAAACTGTGAGCA
TGTTTCACGGCAATTCTATTGCA

ZnF like
TC015072
XX-90331-1

AAAACTGCCCCTTTAAAACAGCATCAGAGGCAGCTTTGAAAAAACATATC
GCAAGGAGACACCTATCGGGAAAATTGTTGCACGAGTGTCCTCACTGTTT
TTATACGACAAGGTTCAGGGTTTATCTTACGCAACATGTCATAAGACAAC
ATACCGATGCCGAAAACATTGAATGGTTCAAATGCGGGCATTGTGATTAC
AAGGGGAAGCTTAAGGGGGATTTGATGCGACATGTAAGGAAAGCGCATG
AAAATGCCAAGATGTTTAGTTGCGATTTGTGTGAGTATAAGTCCAAGAGG
AAGGATAATATTAAGAGGCAT

ZnF like
TC015073
XX-90332-1

TCCGCATTGTTTTTTCACAACGCATCTTCCGTTTTTCCTGAAACGGCATAT
AGTTGTTGAACACACTGAGCCTGGGGATATCAAGTGGTTCCAGTGCGAGC
AGTGTGACTATAAAGGCAAACTTAGGTGTAATTTGACGAGACATATCAAG
TCGGTGCATAAGAGTGGCGAGGCGGAGATGTTTCACTGTGATTTGTGCGA
GTACAAGTCGAAGAAGAGGGGGAATGTTAAGAGGCATAAGATTAGTATA
CATCTAGCTAAACAAAAAATTCAGGAGGTGTTGTG

ZnF like
TC015074
XX-90333-1

AAAACACGTGGCTTTTAGACATAATCCATCCAAATTGTTGCACGAGTGCC
CGCATTGTTTTTTCACGACCAGGTTTCGGACGTATTTGAACCAGCACATCA
TCAGGGAGCATTCGGATGTGGAAGCGGTCAAGTGGTTTGAGTGTGATCGG
TGTGATTATAAGGGAAAGTTTAAGCAGTATTTGGTGAGGCATGTGAGGGC
GGTGCATGAAAGTGATGAGACGAAGATGTTCAAGTGTGAGTTTTGCGAGT
ATAAGTCGAAAAGGAAGGAGAATGTTAAGAGGCATAAGTTTACCATGCA
TTTGGGGAAGAAGGAAGCAG

ZnF zfx
TC015629
iB_05852

TGGTTCAAGCACAATGTTCGCAAAAATCTAGAAATTGGCGAATTTACATC
ACCTCAAGCAACGCGTTTTGAATGCACTTATTGCCCATTTAAAGCCACCC
AAAAAGGGTCGTTAAAATCGCACATTCTCCGCAAACACACCCCATCTGAC
GAAATCCAATGGTCCCAATGCACACAATGCGCTTTCAAAACCAAACTAAA
AACATCGCTAAAAAGACACATCAAGCGCCAACACACCAACAGTGACGAA
GTTCAAATCAAGTGTGACCTGTGCAATTATACAACAAACCGCCAAGATAA
TTTAAGGAGACACAAAAGTTACAATCATTTGCCACCTAGTGTTATCCACG
AGTGTAGGGAATGTCCGTTCAAGACGAAACATGGGGGCGACTTGAAGCG
CCACCACATCAGACACCACGTAGCTTCCGAGGCCATAAGTTGGCACCACT
GTCACCTTTGCCCCCACCGGTCTAAAACCCAGTCAGACTTGAAATCACAC
ATTCGGTTAAAACACGAGGG

ZnF zfx
TC015629
iB_05852 2

CGTACAAGACCTCGCAACAAATTTCTCTCAAACGCCACATCATCAGACGC
CACACAGCGCCTGAAGAAGTCGAGTGGTTTGAGTGTGACCAATGCAACTA
CAAGGGCAAATGTAAAGAATATCTGCGTGATCACAAAAAAATGCAACAC
TCTGATAGCAGTGTCCAGAAGTTGGCTTGCAATGAGTGTCCGTTTAAGAC
AATCTCTGAGGACGATTTGAAAAAACATGTCGCTAAAAGACACTCTTCGA
AGAAGTTGCACGAGTGTCCGCATTGTTTT

CDH like
TCO015717
iB_05882

TTCACCAAAACTCGCTACCAGACTTTTGCCGTGGCAATGGAATACATAGT
GAATGAAAGGGGTCCGATGACCTCACTGGGAGGTGTGGAGGGGCTAGCG
TTCGTCAACACGAAATATGCCCCAAAATCGGGGTCCTGGCCCGACATACA
ATTCCACTTCGCCCCCTCCAGTATAAATTCCGATGGGGAACAAGTGAAAA
AAATCACAGGATTGCGAGACAGTGTGTACAACACTGTGTACAAACCCCTT
AAAAACGCCGAGACTTGGACCATTCTACCCCTTTTACTCAGACCCAGGAG
CACGGGTTGGGTGCGTCTCAAGTCCAAAGACCCCAATATCTACCCCGACA
TTAACCCCAATTACTTCACGCATAAAGAGGACATTTTGACTCTCACTGAA
GGGATCAGGATTGCCCTAAACGTCTCAAACACCCAATCCTTCCAACGGTT
CAATTCCCGACCCCATAAAATCCCGTTCCCGAAG
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Primersequenzen
Gen Primer Sequenz TC
Aminopeptidase | TC 016224 1069RV CGTACACTTCTCTCTGACTGGTG TC016224
Aminopeptidase | TC 016224 S545FW GCGAGATGGAGAATTACTTGCAG TC016224
Cdh CDH1 _155FW CAACTCCAACCTGACTCCGAATA TC010931
Cdh CDHI1 554RV CCGACTTCTTGAAGTACTCCTCC TC010931
Cdh CDH2 1264RV GAATTGCAAGTCGGGATTTTTGC TC010931
Cdh CDH2 _765FW GATTAAGCAGTGCCAGAGCTTTC TC010931
Cdh Gld FW 1145 AGTATTTGACGGAGAGAAGAGGC TC010931
Cdh Gld_RV_1756 GCATCACTGACGCATCCATAATC TC010931
DipC2 TC 011562 52FW GAGGATGACGAGTGGGAGACAG TC011562
DipC2 TC 011562 679RV TCCACAAGAAGTTGGATTCCTGC TCO011562
Dipeptidase C DipC_3'RACE_1715FW AGCCGGGCAGGCGGACTGAACCA TC031503
Dipeptidase C TC_031503 _1375RV AGAGCTCTCCTTCCTTGATGAAC TC031503
Dipeptidase C TC_031503_726FW CGATACTGACACCACGTACAATG TC031503
DmCG30116 TC004796_FW_274 GTCGACAAAGTAGGAGAATTGGG TC004796
DmCG30116 TC004796 RV 1164 GCGTCTAACGGATTGAGTAAATG TC004796
Epac RacGEF1 1634FW AAGAGGAAGCCTCTCTAATGCAC TC011926
Epac RacGEF1 2281RV CGACCCAGAATTGAATCTCGTTG TC011926
expanded ex FW_1361 AAACCAAAGGCCGCAGACCC TC012545
expanded ex RV 2073 GCTTGCATGCGCTGTTAGGATAC TCO012545
flipflop1 ff ORF_FW-Nest ACAAGAAAGCTAAAGCACCCCG TC032552
flipflop1 ff ORF_RV-Nest CTTTCTTGGGACCACAAGGACCA TC032552
flipflop1 ffl 3'RACE 143FW GCTCTCCTTGCGGCCCTTGCGGT TC032552
flipflop1 ffl 5S'RACE 258RV ACAGTTGGTGGTGCGACGGCGGC TC032552
flipflop1 ffl 5'RACENest]1 65RV ACCGCAAGGGCCGCAAGGAGAGC TC032552
flipflop2 ff2 3'RACE 104FW CTCGTGGTGCAGACTCTCCGTGT TC030881
flipflop2 ff2 5S'RACE 337RV CGCTGCCGCTGTCGCTGTCGGTA TC030881
flipflop2 ff2 TC030881 297RV AAAGGAACTATCGGAAGTGGGAC TC030881
flipflop2 ff2 TC030881 35FW CGTGCTCCAAGAATACAGAACAC TC030881
gartenzwerg garz 1372fw GAGGCCAGTCTCCATGGTAATAG TC005830
gartenzwerg garz 1822rv CAATGTTACTCAAGAGGTGTGCC TC005830
gartenzwerg garz TC005830 2628FW | CAATTTGCAAAGACCGAACAACG TC005830
gartenzwerg garz TC005830 3268RV | GGTAGTCGAAGACTGAGGAGTTC TC005830
Glut TC006631 FW 215 GTTCTCTCGCTAACACTTCAAGC TC006631
Glut TC006631 RV 928 GAACGTCTTTCATGTACTTGGGC TC006631
hemipterous Hemi Fw83 GGCCACGAGATTTATCTTTCACG TC000385
hemipterous Hemi Rv836 CGGTTGTACAGTTGGGATATGG TC000385
Kalirin Kal FW22 CTTTTCCAGTGCGACACTCACG TC003064
Kalirin Kal RV880 CTCTCCGCACAATGGAGAATCG TC003064
KXR596 TC 007133 143fw CATCTGCACAACTCAAGGAACTGGAAC TC007133
KXR596 TC 007133 452rv CGGCGTACATAAAACTGTCCTGAAACC TC007133
KXR596 TC 007134 241fw CACCAATCTTCCAACGGAGTCGATGTC TC007134
KXR596 TC 007134 541rv CAGCAGCCGGTTTCAGATGATCTCC TC007134
MCM MCM FW436 CCCGTTGAAGAAATGGAAGTCG TC003148
MCM MCM RV1200 CGGAGTTAGTTTCGTCTCGTCC TC003148
Merlin Mer FW 361 CTCTCTATGGATGTGTACTGCCC TC014860
Merlin Mer RV 1056 CTGTTCCATATTGGCCCTTTCAC TC014860
minibrain TC 007717 1341rv ATTCATCTGATCGATTTCGTTGGCACC TC007717
minibrain TC 007717 675fw GAAGAATGGTGAAAAGTTCCTCGACCG TC007717
pavarotti pav_TCO013058 298FW AACGCCCTACTCTTCACTTATGG TC013058
pavarotti pav_TCO013058 875RV ATTGAGTGACTCCGACTTGAGAC TC013058
Prat2 TC 016203 1495RV CTTTCACCAAACCTTCCACACTC TC016203
Prat2 TC 016203 926FW CCTTCTGCATCTTCGAATACGTG TC016203
RhoKv RhoKv FW1003 CAAGAACTCGACGACACAATCG TC014703
RhoKv RhoKv RV1689 GATGTTGTACACGTCGAAACCG TC014703
PP1 TC 012424 387rv CAGAGTCTTTGCTTTGTCCAACAGATCG | TC012424
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PP1 TC 012424 87fw GAAGACGGGCCTCCACGTCAATTTC TC012424
rapl Rapl TC006305 1029RV | GTCTTTGAACACCTCGTAAACCG TC006305
rapl Rapl TC006305 499FW | GATACCGGAAAGTGCTACAGGAG TC006305
rapl Rapl X1 1069rv CTCGCAACCTGATGATTTCCTTC TC034036
rapl Rapl X1 545fw ATTTAGCTAATGCGAACGGACAC TC034036
Rho kinase RhoKh FW6574 ACTATTAGCAACTTCCAGGCCC TC014705
Rho kinase RhoKh RV7231 ACCTTCGACACTCTAAAGCAGG TC014705
RhoGEF2 Rho69 3'Nestin2619FW GCCCTGCGCGTTCTCGTTGCCAG TC032343
RhoGEF2 Rho69 3'RACE 2598FW | ACCGGCGCATAGTCCACCGGAGC TC032343
RhoGEF2 Rho70_5'RACE _356RV CCGCTCACCGCTCGCGTCAAACG TC003070
RhoGEF2 TC 003069 33fw CAAGTTGTATGACGACAGTTGTCCAGG TC032343
RhoGEF2 TC 003070 850rv GATCACTCAAGCGTCTCCCTTTCTTITG TC003070
RhoGEF2 TC003070_FW_879 CGCTGATATGGAAGATGGCATTG TC003070
RhoGEF2 TC003070 RV 1849 GCT TAA GCATATCGCCCA CAAC TC003070
RhoGEF2 ges TC003070_1150RV TTCGTGACACGGGTTGACTGGGCTTA TC003070
RhoGEF2 ges TC003070_1296RV ATGAGAGGCTTGCGGGAAACTAGCGA TC003070
RhoGEF2 ges TC032343 2479FW ATGGAAAGGGAAAGGAGGCAAGCCGA TC032343
Riquiqui TC 012028 232fw AAAATCATGTGGATACCCGACAGCAAG | TC012028
Riquiqui TC 012028 981rv CCACTGTATTTGATTGACTTCGCCCTC TC012028
Rorl RORI1 2385FW GTCCTCTGGGAGATCTACAGCTA TC015667
Rorl RORI1 2856RV CAATCGTGTTTTTGGGGCTCATC TC015667
Rorl ROR2 401FW CCTGGACCTAAACAACACAAACC TC015667
Rorl ROR2 820RV CACGTCTCCCCTAGATACACTTG TC015667
scalloped sd_ FW_472 GGTCTGAGTCTTGGTCTAACTCC TC032219
scalloped sd_RV_1255 CAAGCCTGTAGATGTGATGTTGG TC032219
shox Shox Fw142 GCAAAACGACCCAAAAATTGGC TC001726
shox Shox Rv754 CTTTCTGAATTTGGCTTTCGTGC TC001726
Trio TrioM FW3835 GAAACGTGCATCAAATGCTTCC TC003063
Trio TrioM RV4623 CCAGAGTTGTTTCGTTTCCAG C TC003063
Trio TrioV_FW1447 CCAGGAAGTGACAAGAAACATGG TC003063
Trio TrioV_RV2276 CAGAGATCTAAGCGCAGTTTGC TC003063
tumbleweed tum_176fw CGGCGCAATTTGATGATTTGATG TC010549
tumbleweed tum_432rv CTTCCTGGCTGTCCTAACCATTA TC010549
tumbleweed tum TC010549 1124FW | AAGCTCTGTGTCATTTGGAATGC TC010549
tumbleweed tum TC010549 1813RV | GTTGATAAGTCGGCTCGATGTTG TC010549
unc-4 like TC 005661 1027rv CTATACTGAAGGGGTTAAGTCTGCGGG TC005661
unc-4 like TC 005661 565fw GCCATGCGACTAGACTTAAAGGAAAGC | TC005661
uncharacterised | Jaws Fw130 GTAGATAGAGACTCATCGGCTGC TC003497
uncharacterised | Jaws Rv1024 GTTGTCATTTTACCTCCCACTGC TC003497
uncharacterised | TC002426 FW 287 CGTTCGTCTACAACGACTTGTTC TC002426
uncharacterised | TC002426 RV 1171 CATCGTCTGAAATGGTAGTTGGC TC002426
armadillo-like TC000592 FW 1498 GTTGATAAACTAGCGACGAGCAC TC000592
armadillo-like TC000592 RV 2172 CTTGAAGGTGTGCAACTTATCCG TC000592
Vector pBst pBst KS BlueRV_T7 GAAATTAATACGACTCACAATCGCGGAG
GTACCGGGCCCCCCCTCGAG
Vector pBst pBstKS Blue FW_T7 GAAATTAATACGACTCACAATCGCGGAG
TGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGC
Vector TOPO pCR4 Topo FW_T7 GAAATTAATACGACTCACAATCGCGGAG
ACCATGATTACGCCAAGCTCAG
Vector TOPO pCR4 TOPO RV T7 GAAATTAATACGACTCACAATCGCGGAG
GGCGAATTGAATTTAGCGGCCGC
yorkie yki FW 479 ACATAACTCGGACCACAACTTGG TC004769
yorkie yki RV 1082 GGCACTAAATCCTCCGTACAATC TC004769
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Description | Score | Coverage l # Proteins |# Unique Peptides| # Peptides | # PSMs | # AAs | MW [kDa] | calc. pI
|au3.9873.t1 1970,94 50,78 1 68 68 557 1788 203,7 7,40
[au3.95450.t1 142871 50,51 1 2 22 a12 392 44,8 6,64
[u3.g721.t1 1362,05 52,09 1 68 68 387 1791 203,9 7,53
[au3.g8362.t1 392,75 31,99 1 16 23 112 966 107,9 5,77
|au3.g§941.t1 286,66 57,98 1 15 15 80 376 41,8 5,48
|au3.g7734.t1 201,94 13,64 1 37 37 60 3313 367,7 8,19
|au3.g2203.t1 153,81 49,62 1 18 18 41 391 43,8 5,63
[au3.g8366.t1 122,48 15,10 1 2 9 37 715 80,1 6,54
[au3.911676.t1 113,42 45,73 1 13 13 34 433 47,0 6,96
|au3.gS378.t1 114,96 45,22 1 18 18 32 429 49,1 8,63
|au3.95019.t1 86,49 38,60 1 13 13 28 443 49,9 5,60
au3.g11787.t1 100,45 42,65 1 15 16 28 408 46,0 7,87
[au3.g5813.t1 100,15 35,50 2 14 14 28 400 45,5 6,46
[au3.gi1842.t1 104,08 36,18 1 9 10 28 398 44,8 8,18
|au3.g6933.t1 81,24 31,93 1 13 13 27 404 45,5 11,56
[au3.g7517.t1 79,97 54,32 1 20 20 23 440 47,0 7,62
au3.g11793.t1 75,45 45,83 1 15 15 23 515 54,7 7,91
[au3.g6338.t1 83,36 37,97 1 13 13 23 482 52,5 8,18
|au3.gll722.t1 74,01 8,15 1 14 14 22 2282 263,6 571
|au3.910076.t1 67,19 18,88 1 6 10 19 1213 136,2 5,83
[au3.g1691.t1 57,80 40,56 1 11 11 17 392 445 7,03
au3.11480.t1 60,58 36,80 1 12 12 17 413 46,7 6,67
[u3.g5930.t1 56,42 32,02 2 11 11 16 431 48,1 7,78

Description Score Coverage | # Proteins |# Unique Peptides| # Peptides |# PSMs| # AAs | MW [kDa] | calc. pI
au3.g721.t1 1844,45 38,30 1 52 52 535 1791 203,9 7,53
au3.g873.t1 1123,32 26,06 1 36 36 352 1788 203,7 7,40
au3.g3292.t1 324,30 64,75 1 12 12 94 122 14,1 7,78
au3.g1936.t1 170,35 41,63 1 6 6 66 209 22,5 9,20
au3.g7354.t2 178,38 75,00 2 9 9 63 136 15,1 6,01
au3.g5450.t1 178,95 38,27 1 11 11 54 392 44,8 6,64
au3.g273.t1 146,39 49,61 1 7 7 43 129 14,4 6,71
au3.g272.t1 123,23 39,85 1 6 6 37 133 14,9 7,12
au3.g4414.t1 110,89 60,39 1 7 7 31 154 17,2 9,16
au3.g8194.t1 100,39 50,00 1 6 6 26 140 14,7 10,54
au3.g6220.t1 69,71 52,38 1 4 4 19 126 13,8 7,24
au3.g8842.t1 68,60 50,00 1 6 6 19 108 11,6 7,34
au3.g11039.t1 62,06 47,69 1 5 5 18 130 14,8 10,07
au3.g5746.t1 59,95 59,48 1 7 7 17 153 15,7 6,74
au3.g7734.t1 56,31 3,92 1 9 9 17 3313 367,7 8,19
au3.g8916.t1 51,75 11,98 1 13 13 16 1761 199,4 7,21
au3.g9941.t1 56,65 13,56 1 4 4 15 376 41,8 5,48
au3.g7972.t1 4480 36,48 1 8 8 14 244 27,9 8,28
au3.91090.t1 45,04 41,06 1 4 4 14 151 17,2 6,01
au3.g9290.t1 45,04 45,45 1 7 7 13 132 14,8 7,72
au3.g2949.t1 40,49 25,93 1 4 4 12 162 19,0 5,41
au3.g7242.t1 47,05 49,52 1 3 3 12 105 11,9 4,74
au3.g8311.t1 3782 59,29 1 8 8 12 140 15,1 5,85
au3.97868.t1 33,61 34,85 2 4 4 12 132 15,1 9,22
au3.g3595.t1 40,69 18,90 1 2 2 11 127 14,0 7,85
au3.g9137.t1 32,95 34,63 3 2 2 10 670 75,4 8,03
au3.g10070.t1 32,94 9,50 1 3 3 10 379 42,7 8,16
au3.g3932.t1 30,05 27,65 1 5 5 9 217 24,8 6,54
au3.97885.t1 30,66 29,08 1 6 6 9 196 21,8 6,79
au3.g9391.t1 28,49 4,69 1 5 5 9 916 104,8 6,96
au3.g1992.t1 28,42 24,89 1 6 6 8 450 49,9 5,14
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3. Eidesstattliche Erklirung

Hiermit erklére ich, dass ich die beigefiigte Dissertation selbststindig verfasst und keine
anderen als die angegebenen Hilfsmittel genutzt habe. Alle wortlich oder inhaltlich iiber-

nommenen Stellen habe ich als solche gekennzeichnet.

Ich versichere auBBerdem, dass ich die beigefiigte Dissertation nur in diesem und keinem
anderen Promotionsverfahren eingereicht habe und, dass diesem Promotionsverfahren

keine endgiiltig gescheiterten Promotionsverfahren vorausgegangen sind.

Ort, Datum Unterschrift
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