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1 Einleitung

In der vorliegenden Dissertation wurde die Relevanz unterschiedlicher Asthma-
Suszeptibilitatsgene eingehend untersucht. Die folgende Einleitung beginnt daher mit
einer Beschreibung des aktuellen Wissensstandes uUber wesentliche Aspekte des
Asthma bronchiale. AnschlieBend wird auf durch Suszeptibilitditsgene vermittelte
genetische Pradispositionen eingegangen, die eine wichtige Rolle bei der Asthma-
Pathogenese einnehmen’. Im Anschluss wird die Bedeutung des Atemwegsepithels
fur die Asthma-Pathogenese herausgestellt und abschlieRend die Verwendung des

Modellorganismus Drosophila melanogaster fur die Untersuchungen erlautert.

11 Asthma

Asthma stellt mit weltweit etwa 300 Millionen Erkrankten ein ernsthaftes globales
Gesundheitsproblem dar’. Die Pathogenese dieser Erkrankung ist dessen
ungeachtet noch weitestgehend unklar. Die Global Initiative for Asthma beschrieb
Asthma 2011 als ,eine chronisch-entzundliche Erkrankung der Atemwege, bei der
verschiedene Zellen und deren Komponenten von Bedeutung sind. Die Krankheit ist
durch eine Hyperreagibilitat der Atemwege charakterisiert, die rezidivierend, be-
sonders nachts und am frihen Morgen, zu Keuchen, Atemnot und Engegefihl in der
Brust und Husten fuhrt. Diese Symptome sind in der Regel mit einer umfassenden,
obgleich variablen Atemwegsobstruktion der Lunge assoziiert, die jedoch oft, ent-

“3_ Klinisch unterscheidet man

weder spontan oder durch Behandlung, reversibel ist
allergisches und nicht allergisches Asthma, wobei sich allergisches Asthma durch
das Vorhandensein Allergen-spezifischer Immunglobulin (lg) E-Antikorper aus-

zeichnet".

1.1.1 Mechanismen des Asthma

1.1.1.1 Allergische Sensibilisierung

Am Atemwegsepithel sind spezialisierte Antigen-prasentierende Zellen, die soge-
nannten Dendritischen Zellen (DCs), lokalisiert, die Allergene aufnehmen und pro-
zessieren konnen* (Abbildung 1). Allergene sind per se harmlose Umwelt-Antigene,
die jedoch bei Allergikern eine Immunantwort induzieren kénnen®. DCs, die durch
Aufnahme dieser Allergene aktiviert wurden, prasentieren die Allergenfragmente Uber
Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC) II-Molekile. Gemeinsam mit der Expression

kostimulatorischer Moleklle sowie der Auspragung eines bestimmten Zytokinprofils
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nehmen diese Zellen starken Einfluss auf die Differenzierung von naiven T-Zellen zu
T-Helfer-2 (Th2)-Zellen*. Den Ty2-Zellen werden von B-Zellen, die ebenfalls mit den
Allergenen in Kontakt gekommen sind und dieses aufgenommen und prozessiert
haben, identische Allergenfragmente prasentiert. Durch die Bindung an die allergen-
spezifischen Rezeptoren der Tpu2-Zellen und die darauf folgende Freisetzung ko-
stimulatorischer Zytokine wird ein Isotyp-Wechsel der Ig-Klassen von IgM zu IgE
induziert. Das Resultat einer anschlielenden Reifung sind klonale Plasmazellen, die
Allergen-spezifische IgE-Antikorper produzieren und sezernieren. Diese IgE-Anti-
korper binden wiederum mit ihrer konstanten Region an hochaffine FceRI-Rezep-
toren auf Mastzellen und sind von grof3er Bedeutung beim asthmatischen Anfall (Ab-
schnitt 1.1.1.2)*,

Epithelzellen i

Freisetzung von Wachstums- i:} Schadigung },(} Y
faktoren, Immunmodulatoren Eosinophiler

Dendritische
Zelle

T.2-Zelle

B-Zelle

Abbildung 1: Die zelluliren Mechanismen der allergischen Sensibilisierung
Dargestellt sind die flir die Sensibilisierungsreaktion wichtigen Zellen und deren Interaktionen. Nach
Wenzel, 2012°.
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Zusatzlich setzen Ty2-Zellen weitere Zytokine frei, die die allergische Entzindung
weiter fordern kénnen, indem sie Einfluss auf andere Asthma-relevante Zelltypen
nehmen. Beispiele hierfiir sind das Uberleben von weiteren Ty2-Zellen, die Differen-
zierung und Reifung von Mastzellen, die Rekrutierung von Basophilen und die Rei-
fung und das Uberleben von Eosinophilen®. Hierbei sind Eosinophile die Quelle einer
grolRen Anzahl inflammatorischer Mediatoren, die das Atemwegsepithel schadigen
und die Degranulierung von Basophilen und Mastzellen sowie die Kontraktion der

glatten Atemwegsmuskulatur induzieren kénnen’.

1.1.1.2 Asthmatischer Anfall und chronische Entziindung

Ein asthmatischer Anfall kann durch verschiedene Faktoren ausgelost werden, die in
den Atemwegen entweder eine Entzundungsantwort oder Bronchospasmen, d.h.
Krampfe der glatten Bronchialmuskulatur, induzieren. Zu diesen Initiatoren asthma-
tischer Anfalle gehdren Allergene, Luftverschmutzung, Atemwegsinfektionen, korper-
liche Anstrengung oder Medikamente®. Beim allergischen Asthma setzen Mastzellen
infolge ihrer durch die Bindung von Allergenen aktivierten IgE-Rezeptor-Komplexe
vor- und neusynthetisierte Mediatoren wie Zytokine, Chemokine und Wachstums-
faktoren frei'. Diese Mediatoren induzieren die Kontraktion der glatten Bronchial-
muskulatur, vermehrte Mukussekretion, die Erweiterung von Blutgefalen, eine Ver-
dickung der Atemwegswand und die Rekrutierung von Zellen des Immunsystems®.
Wiederholte Allergen-Exposition und darauf folgende Entzindungsreaktionen fuhren
schlie3lich zu einer chronischen Entzindung und zu einem Remodeling der Atem-
wege (Abbildung 2). Das Remodeling der Atemwege umfasst unter anderem struk-
turelle Veranderungen wie eine Verdickung der gesamten Atemwegswand und einen
reduzierten Atemwegsdurchmesser. Dies fuhrt zu einer Behinderung des Luft-
stromes. Durch vermehrte Mukusproduktion werden Teile der Atemwege blockiert
und die Beseitigung von Partikeln erschwert®. Zugleich ist eine Verkiirzung der glat-
ten Bronchialmuskulatur zu beobachten, die die Atemwege zusatzlich verengt und
die Masse der glatten Bronchialmuskulatur nimmt zu. In der Folge kommt es zu einer
schweren Atemwegsobstruktion wahrend eines asthmatischen Anfalls. Ist diese
Atemwegsobstruktion nicht zumindest teilweise reversibel, ist ein respiratorisches
Versagen infolge von ineffizientem Gasaustausch und der Ermtdung der Bronchial-

muskulatur unumganglich®.
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normale Atemwege asthmatische Atemwege

glatte Bronchialmuskulatur

Blutgefalle

Epithel

Abbildung 2: Die Anatomie asthmatischer Atemwege

Dargestellt sind die charakteristischen morphologischen Verdnderungen der Atemwege von Asthma-
tikern: Verdickung der Atemwegswand, reduzierter Durchmesser der Atemwege, Verklrzung der
glatten Bronchialmuskulatur, Zunahme der Masse der glatten Bronchialmuskulatur und erhdhte
Mukus-Produktion. Nach National Heart Lung and Blood Institute, Internetprésenzm.

1.1.2 Asthma-Pathogenese

Die Pathogenese von Asthma ist noch nicht umfassend geklart, es sind jedoch einige
Risikofaktoren bekannt. Hierzu gehért, mit einem Einflussfaktor von 50-60 %", die
genetische Pradisposition: Kinder mit einem asthmatischen Elternteil haben ein etwa
doppelt so groRes Risiko, selbst Asthmatiker zu werden'. Die starke Zunahme der
Asthma-Pravalenz in den Industrielandern wahrend der letzten Jahrzehnte deutet
allerdings darauf hin, dass neben der Vererbung zusatzlich Umweltfaktoren bedeut-
sam firr die Asthma-Pathogenese sind'®. Es wird daher davon ausgegangen, dass
bei der Initierung und wahrend des Krankheitsverlaufes eine Interaktion der gene-
tischen Pradisposition mit verschiedenen Umweltfaktoren erfolgt'*.

Zu diesen Umweltfaktoren gehdren virale Infektionen, Allergene, Luftverschmutzung,
Zigarettenrauch, Ernahrung und Antibiotika'. Ein protektiver Effekt konnte hingegen
fir das Aufwachsen auf Bauernhdfen gezeigt werden'. Basierend auf dieser Be-
obachtung wurde, unter Einbeziehung weiterer epidemiologischer Daten, die
Hygiene-Hypothese erstellt. Demnach fuhrt eine verminderte mikrobielle Stimulation
des sich in frihen Lebensjahren noch entwickelnden Immunsystems spater zu einer

inadaquaten Immunantwort gegenuber normalerweise nicht schadlichen Anti-
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genen®'’. In den letzten Jahren wurden die zugrunde liegenden epidemiologischen
Daten im Rahmen der Mikrobiota-Hypothese jedoch alternativ interpretiert. Es wird
nunmehr davon ausgegangen, dass in industrialisierten Landern aufgrund von Anti-
biotika-Nutzung und typischer Erndhrungsform Anderungen in der Zusammen-
setzung der gastrointestinalen Mikrobiota auftreten. Diese Anderungen kénnen wie-
derum die mukosale immunologische Toleranzentwicklung behindern und damit zu
einem Anstieg der Pravalenz allergischer Erkrankungen filhren'®'®. Die Mikrobiota-
Hypothese wird durch Daten aus epidemiologischen Erhebungen und Mausmodellen
unterstitzt. So konnte bei murinen Modellen gezeigt werden, dass die Verabreichung
von Antibiotika nicht nur die intestinale Mikrobiota modifiziert, sondern auch die epi-
theliale Barrierefunktion beeintrachtigt, die Ty1-Immunantwort vermindert und die
allergische Antwort der Atemwege verstarkt. Epidemiologische Daten zeigen zudem,
dass Anderungen der Mikrobiota-Zusammensetzung, im Speziellen eine Reduktion
von Lactobacilli und Bifidobacteria, mit einem erhdhten Auftreten von Allergie und
Asthma assoziiert sind'®.

Zum besseren Verstandnis der Beteiligung von genetischen Komponenten bei der
Asthma-Pathogenese wurden bisher zwei unterschiedliche Ansatze verfolgt. Zum
einen wurde die Hypothesen-basierte positionelle Klonierung von Kandidatengenen
durchgefiihrt'®. Bei den dabei ermittelten Asthma-Suszeptibilitditsgenen handelt es
sich in erster Linie um Komponenten der allergischen Immunantwort?®. Ein alter-
nativer Ansatz, der zu einem Umdenken in Bezug auf die Asthma-Pathogenese ge-
fuhrt hat, waren genomweite Assoziationsstudien (GWAS). Viele der bei diesen Stu-
dien entdeckten Asthma-Suszeptibilitdtsgene stehen nicht mit der adaptiven Immun-
antwort, sondern mit Erkennungsmechanismen angeborener Immunzellen und der
epithelialen Regenerierung in Zusammenhang''®. Die bisher gefundenen Asthma-
Suszeptibilitatsgene kdénnen funktionell in mehrere Klassen eingeteilt werden: (1) die
Erkennung von Umweltfaktoren, (2) das Atemwegsepithel (epitheliale Barriere-
funktion und Signalweiterleitung vom Epithel zum Immunsystem als Reaktion auf die
Exposition mit Umweltfaktoren), (3) die allergische Entzindungsantwort (Sensi-
bilisierung, Ty-Zell-Differenzierung und -Effektormechanismen) und (4) das Atem-

wegs-Remodeling®®?".
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1.1.2.1 Das Asthma-Suszeptibilitatsgen ORMDL3

Die erste, auf Asthma fokussierte GWAS identifizierte 2007 den Asthma-Suszepti-
bilitats-Lokus ORMDL3/GSDMB/GSDMA (rs7216389) auf dem Chromosom 17q12-
21.1%%. Dieser Lokus enthalt die gasdermin-like (GSDML)-Gene und das Gen
orosomucoid1-like 3 (ORMDL3)*. Aufgrund eines Einzelnukleotid-Polymorphismus
(C/T) in diesem Lokus wird ORMDL3 verstérkt exprimiert*>?°. Es gibt zudem Hin-

t*1. Es wird

weise, dass die Expression der GSDML-Gene ebenfalls beeinflusst is
angenommen, dass dieser Einzelnukleotid-Polymorphismus die Wahrscheinlichkeit
des Auftretens von Asthma um etwa 20 % erhdht*. Seit der Entdeckung des
Asthma-Suszeptibilitats-Lokus konnte die Assoziation in mehreren Studien und unter-
schiedlichen ethnischen Gruppen bestatigt werden®**. Neben der Assoziation von
ORMDL3 mit Asthma im Allgemeinen bestehen weitere Assoziationen von ORMDL3
mit speziellen Komponenten der Asthma-Pathogenese: im Kindesalter diagnos-
tiziertes Asthma, Zigarettenrauch ausgesetzte asthmatische Kinder®”®, Asthma in
Kombination mit respiratorischen Infektionen im Kindesalter*® und Asthma in Ver-
bindung mit der Responsivitat gegeniiber Corticosteroiden*? und Bronchodilatoren®.
ORMDL3 ist ein etwa 15 kDa grol3es Transmembranprotein des Endoplasmatischen
Retikulums (ER)*". Zu der ORMDL-Familie gehéren zusétzlich noch ORMDL1 und
ORMDL2, die jedoch auf anderen Chromosomen lokalisiert und wahrscheinlich nicht
mit Asthma assoziiert sind*®>. ORMDL3 wird in verschiedenen Organen (Herz, Gehirn,
Leber, Plazenta, Niere, Lunge, Dickdarm und Lymphknoten) sowie in unterschied-
lichen Zelltypen (mononukledre Lymphozyten und Epithelzellen) exprimiert??. Zum
Zeitpunkt seiner Assoziation mit Asthma war wenig Uber die Funktionen von
ORMDL3 bekannt. Seither konnte gezeigt werden, dass ORMDLS in die Regulierung
des Sphingolipid-Metabolismus®**®4° und der Unfolded Protein Response (UPR)**>°
involviert ist.

Sphingolipide sind Lipide mit einem sehr breiten funktionellen Spektrum. Zum einen
sind sie wichtige strukturelle Komponenten der Zellmembran, andererseits fungieren
sie auch als intrazellulare second messenger-Molekule und als extrazellulare Medi-
atoren®'. So sind sie an der Regulation einer Vielzahl biologischer Prozesse beteiligt,
z.B. der Zellproliferation und -differenzierung, der Signaltransduktion, der Apop-

2852 ynd der Regulation der Immunantwort®. Fiir verschiedene Sphingolipide

tose
konnte bereits eine Bedeutung fur die Asthma-Pathogenese nachgewiesen werden.

Klinische Daten zeigen zum Beispiel ein verstarktes Auftreten von Ceramiden in den
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Atemwegen von Asthmatikern® und es konnte eine Modulation der Entwicklung von
experimentellem allergischen Asthma durch Ceramide gezeigt werden®®. Ceramide
werden vermehrt als Reaktion auf zellularen Stress wie Strahlung, Hitze oder oxida-
tiven Stress und als Antwort auf Apoptose gebildet. Die Synthese erfolgt entweder de
novo oder durch Sphingomyelinasen, die Sphingomyelin in Ceramid und Phosphoryl-
cholin spalten®®. Die gebildeten Ceramide modulieren diverse zelluldre Prozesse,
z.B. den Zellzyklusarrest, die Apoptose oder die Stressantwort®’. Zusatzlich ver-
andern Ceramide die Zusammensetzung von Mikrodomanen in Membranen und for-
dern damit die transmembrane Signalweiterleitung und die Freisetzung von
Vesikeln®®. Ein weiteres Sphingolipid, das mit Asthma assoziiert wird, ist Sphingosin-
1-phosphat (S1P). S1P ist nach einer Antigen-Provokation in der bronchoalveolaren
Lavage (BAL) von Asthmatikern vermehrt nachzuweisen®. Uberdies ist S1P Modu-
lator diverser Asthma-assoziierter Prozesse, wie z.B. der Lymphozyten-Migration, der
Stimulation unreifer DCs, der Chemotaxis und Degranulierung von Mastzellen sowie

%253 " Unter-

der Proliferation und Kontraktion der glatten Atemwegsmuskulatur
suchungen bei der Hefe (Saccharomyces cerevisiae) und bei humanen Zellen zu-
folge nimmt ORMDL3 beim Sphingolipid-Metabolismus eine inhibierende Funktion
wahr, indem es mit dem ersten Enzym der Sphingolipid-Synthese, der Serin-
Palmitoyltransferase, einen Komplex bildet und dessen Aktivitat als Antwort auf das
zellulare Ceramid-Vorkommen hemmt?*484°.

Bei der Hefe koordinieren die ORMDL-Proteine dariber hinaus die Lipid-Homdostase
mit der UPR*®. Die UPR ist ein zelluldrer Stressbewaltigungs-Mechanismus des ER.
ER-Stress tritt infolge einer Akkumulierung falsch oder nicht gefalteter Proteine in
dem zellularen Kompartiment auf®®. Diese Akkumulierung kann das Resultat vieler
verschiedener genetischer oder Umweltfaktoren sein (z.B. bakterielle und virale
Infektionen, Stérungen des Metabolismus oder der Lipid-Homoostase, Medikamente,
Toxine, Hypoxie, Entzlindungsreaktionen, Nahrstoff- und Energietiberschuss oder -
mangel, Stérungen bei der Calcium-Homdostase oder reduzierende Bedingungen®-
62). Stérungen der Proteinfaltung werden mit Hilfe von drei Sensoren detektiert (Ab-
bildung 3): Inositol-requiring enzyme-1 (IRE1), Eukaryotic translation initiation factor
2-alpha kinase 3 (PERK) und Activating transcription factor 6 (ATF6). Diese sind
normalerweise mit dem Chaperon-Protein Heat shock 70kDa protein 5 (BiP) assozi-
iert, das bei Anwesenheit falsch oder nicht gefalteter Proteine die Assoziation 16st®°.

Hierauf folgen im Wesentlichen zwei Mechanismen zur Bewaltigung des ER-Stress.
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(1) Um einer weiteren Akkumulierung falsch gefalteter Proteine im ER entgegenzu-
wirken, werden Proteinsynthese und -translokation in das ER gehemmt. (2) Zugleich
wird die Kapazitat der Proteinfaltungs- und -degradierungs-Maschinerie des ER er-
hoht, indem die Expression von UPR-Zielgenen (Chaperon-Proteine und Proteine der
ER-assoziierten Degradierung (ERAD)) aktiviert wird. Kann der ER-Stress durch

diese Prozesse nicht bewaltigt werden, wird die Apoptose eingeleitet®.

ER-Stress

Akkumulation falsch oder nicht gefalteter Proteine

ER
Zytosol
()
fhsatnd]
v
Immunantwort

Inhibition der \/

Translation

Aktivierung von UPR-Zielgenen
(Chaperon- und ERAD-Proteine)

Abbildung 3: Die Unfolded Protein Response

Dargestellt ist die UPR, die durch diverse genetische und Umweltfaktoren aktiviert werden kann. Diese
Faktoren kénnen Stérungen der Proteinfaltung induzieren, die durch das Chaperon-Protein BiP detek-
tiert werden. BiP setzt daraufhin die drei Sensoren PERK, ATF6 und IRE1 frei. PERK wird auto-
phosphoryliert und phosphoryliert Eukaryotic Initiation Factor 2a (elF2a), als Folge wird die gesamte
Translation gehemmt. Die Aktivierung von IRE1 induziert das SpleiRen der x-box binding protein 1
(xbp1)-mRNA. Die gespleillte Form der xbp7-mRNA sowie die Aktivierung von ATF6 fihren zu der
Transkription von UPR-Zielgenen, welche die Faltung und Degradierung von Proteinen unterstitzen.
IRE1 interagiert zudem mit den JNK-, ERK, und NF-«B-Signalwegen des Immunsystem36°’63. Nach
Cyr et al., 2009*,
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Neben den genannten Mechanismen besteht eine Interaktion der UPR mit dem
Immunsystem: ER-Stress kann zusatzlich eine Aktivierung der c-Jun N-terminal
kinase (JNK)-, Extracellular signal-regulated kinase (ERK)-, und Nuclear factor of
kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells (NF-xB)-Signalwege induzieren, die
wiederum die Expression vieler Gene regulieren, die an Entzindungsprozessen be-
teiligt sind®. Es konnte gezeigt werden, dass ORMDL3 die Aktivierung der UPR for-
dert*®°. Bei der Hefe und bei Human Embryonic Kidney (HEK)293-Zellen erhoht
eine Reduzierung der Genexpression von ORMDL-Proteinen die Empfindlichkeit ge-
geniiber ER-Stress*’.

Uber die funktionelle Relevanz von ORMDL3 fiir die Asthma-Pathogenese ist jedoch
weiterhin wenig bekannt. In diesem Kontext wurde eine Modulation der T-Zell-Akti-
vierung in Form einer Inhibition des Calcium-Einstromes Uber die aufllere mito-
chondriale Membran durch ORMDL3 beschrieben®. Ebenso konnte die ORMDL3-
Expression in Normal Human Bronchial Epithelial (NHLF)-Zellen durch Stimulation
mit Polyinosin:Polycytidyl-Saure (Poly I:C), einem synthetischen Analog der doppel-
strangigen Ribonukleinsdure (RNA) von Viren, induziert werden?®®. Zusatzlich akti-
vierte eine Uberexpression von ORMDL3 die Transkription von antiviralen
Oligoadenylat-Synthetase-Genen*. Vor diesem Hintergrund ist eine Funktion von
ORMDL3 wahrend einer viralen Infektion denkbar. Aul3erdem konnte die ORMDL3-
Expression Signal transducer and activator of transcription (STAT)6-abhangig durch
Stimulation mit Allergenen und Ty2-Zytokinen in der murinen Lunge induziert werden,
insbesondere in Epithelzellen. Bei der humanen Zelllinie A549 wurde die ORMDL 3-
Expression durch Stimulation mit Zigarettenrauch-enthaltendem Medium hoch-
reguliert. Ferner induzierte Lipopolysaccharid (LPS) die ORMDL3-Expression bei der
murinen RAW 264.7-Zelllinie. Eine Uberexpression von ORMDL bei NHLF-Zellen
induziert zudem die Expression verschiedener, mit der Asthma-Pathogenese assozi-
ierter Gene, die beispielsweise fiir Metalloproteasen und Chemokine kodieren®.
Zusatzlich besteht eine Assoziation von ORMDL3 mit Autoimmunerkrankungen wie
den chronisch-entzundlichen Darmerkrankungen (IBD) Colitis ulcerosa und Morbus
Crohn, der Primar Bilidaren Leberzirrhose, des Typ-1-Diabetes und des Morbus
Bechterew®*®”%® Morbus Bechterew ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung der
Gelenke der Wirbelsaule® mit einer starken genetischen Komponente™. Beim Typ-1-

Diabetes werden die Insulin-produzierenden Betazellen der Bauchspeicheldrise
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Tabelle 1: Gemeinsamkeiten und Unterschiede der mit ORMDL 3-Polymorphismen assoziierten
Krankheiten Asthma und Morbus Crohn

ASTHMA MORBUS CROHN
chronisch-entziindliche Erkrankung der chronisch-entziindliche Erkrankung des
Atemwege® Darmes’"
inadaquate Immunantwort genetisch sus- inadaquate Immunantwort genetisch sus-
zeptibler Individuen gegenlber von Umwelt- zeptibler Individuen gegenijber der Mikro-
faktoren (Allergenen)’ biota*
Hygiene- und Mikrobiota-Hypothesen'® Hygiene- und Mikrobiota-Hypothesen”
Verlagerung der Ty-Zell-Balance: Verlagerung der Ty-Zell-Balance:
TH2—Dominanz74 TH1—Dominanz73

Barrierestérung des respiratorischen E7§)ithels Barrierestérung des intestinalen Epithels”
mit Apoptose von Epithelzellen mit Apoptose von Epithelzellen76

Risikofaktor: Zigarettenrauch’’ Risikofaktor: Zigarettenrauch’

Dargestellt ist ein Vergleich von unterschiedlichen Pathogenesefaktoren der Erkrankungen Asthma
und Morbus Crohn. Gemeinsamkeiten sind in fetter Schriftart gekennzeichnet.

zerstort’®. Im Zusammenhang mit der Typ-1-Diabetes-Pathogenese werden die
Hygiene- und die Mikrobiota-Hypothesen sowie eine Barrierestérung des intestinalen
Epithels diskutiert®®. Des Weiteren ist eine Verlagerung der Ty-Zell-Balance mit Ty1-
Dominanz zu beobachten®'. Primar Bilidre Leberzirrhose ist eine Autoimmun-
erkrankung der Leber, bei der die biliaren Epithelzellen der kleinen Gallengange zer-
stort werden®. Es wird angenommen, dass ein Defekt bei der immunologischen
Toleranz als Folge der Stimulation mit einem Umweltfaktor oder einer Infektion

t8. Patienten mit Colitis ulcerosa und Morbus Crohn

Grundlage der Pathogenese is
haben einen chronisch entziindeten Darm. Beim Morbus Crohn ist die Darmschleim-
haut des gesamten Verdauungstraktes betroffen, Colitis ulcerosa ist hingegen auf die
Schleimhaut des Dickdarmes beschrinkt®’. Gemeinsam sind diesen mit dem
ORMDL3-Polymorphismus assoziierten Krankheiten demnach ein fehlgeleitetes
Immunsystem, sowie oft eine Storung der Mikrobiota und der epithelialen Barriere.
Die Ahnlichkeit der Krankheiten wird insbesondere im Falle von Asthma und Morbus
Crohn deutlich (Tabelle 1). Bei beiden Krankheiten reagiert das Immunsystem auf
Komponenten, denen gegenuber es bei gesunden Personen tolerant ist. Diese

Immunantwort ist durch eine Verlagerung der Ty-Zell-Balance gepragt und fuhrt
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schlie3lich zu einer chronischen Entziindung. Zu den Grundlagen der Pathogenese
beider Erkrankungen zahlen neben der genetischen Komponente unter anderem
wahrscheinlich eine gestorte Mikrobiota und eine Barrierestorung des Epithels.
Aulerdem bildet Zigarettenrauch einen zusatzlichen Risikofaktor fur beide Krank-

heiten.

1.1.2.2 Die Asthma-Suszeptibilitatsgene STAT3 und STAT6 und der JAK/STAT-
Signalweg bei Drosophila
STAT-Proteine sind Transkriptionsfaktoren, die durch Zytokine und Wachstums-
faktoren aktiviert werden und wichtig flr die Regulation der Entwicklung und des
Immunsystems sind®~°'. Beim Menschen wurden sieben STAT-Proteine gefunden;
STAT1, 2, 3, 4, 5a, 5b und 6°. Polymorphismen in STAT3% und STAT6> sind mit
der Entwicklung von Asthma assoziiert. Sowohl fur STAT3 als auch fur STAT6
konnte mit Hilfe von Maus-Modellen eine Bedeutung flr experimentell induziertes
Asthma nachgewiesen werden. So zeigte sich, dass epitheliales STAT3 beim mu-
rinen Modell essentiell fur die Entwicklung pulmonaler Eosinophilie und fur die Akku-
mulierung von Tp2-Zellen in der Lunge ist®. Dariiber hinaus ist STAT3 an der Ex-
pression von Asthma-relevanten Zytokinen, Chemokinen und Adhasionsmolekulen

beteiligt™

. STATG ist essentiell fur die Entwicklung von Ty2-Zellen sowie fur den Ig-
Isotyp-Wechsel von B-Zellen®®. Es konnte aber gezeigt werden, dass STAT6 haupt-
sachlich im asthmatischen Bronchialepithel exprimiert wird®%®. Welche Aus-
wirkungen die Aktivierung des Januskinase (JAK)/STAT-Signalweges auf das
Bronchialepithel hat, ist allerdings bisher noch nicht ausreichend bekannt. Einige
Untersuchungen deuten jedoch an, dass STAT6 im Atemwegsepithel ein Modulator
der IL-13 vermittelten Atemwegshyperreagibilitdt und Mukus-Produktion ist®®.

Der JAK/STAT-Signalweg ist evolutionar stark konserviert und bei Drosophila wurde
bisher nur ein STAT- (STAT92E) und ein JAK-Protein (Hopscotch)® gefunden.
Dieses im Vergleich zu Saugetieren reduzierte Auftreten von Mitgliedern bestimmter
Genfamilien ist ein Phdnomen, das in Drosophila des Ofteren beobachtet werden
kann''. Die verwandten Gene der Familien verhalten sich oft substitutiv, d.h. bei der
Defizienz eines Genes kdnnen dessen Funktionen von anderen Genen der Familie
ubernommen werden. Daher ergeben sich hierdurch methodische Vorteile bei der

Nutzung von Drosophila als Modellorganismus.
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Der Rezeptor des JAK/STAT-Signalweges, kodiert von domeless, kann durch die
Liganden Unpaired (UPD), UPD2 und UPD3 aktiviert werden. Daraufhin phospho-
rylieren die zytoplasmatisch mit Domeless assoziierten Hopscotch-Molekule den Re-
zeptor und sich gegenseitig. AnschlieBend wird das zytosolische STAT92E an den
Rezeptor rekrutiert und ebenfalls durch die Hopscotch-Proteine phosphoryliert. Die
so aktivierten STAT92E-Molekile dimerisieren und translozieren in den Zellkern, wo
sie die Transkription von Zielgenen aktivieren'® (Abbildung 4).

In Drosophila reguliert der JAK/STAT-Signalweg viele Entwicklungsprozesse
(Geschlechtsdeterminierung, Stammzellfunktionen, Oogenese, Migration von Grenz-
zellen, Segmentierung des Embryos, Entwicklung von Augen, Darm und Tracheen,
Hamatopoese) sowie die Immunantwort (epitheliale Erneuerung nach bakterieller

Infektion, Produktion von antimikrobiellen Peptiden)10°’1°1.

UPD-Liganden

DOME-Rezeptor

E) (P

HOP

4@@’\
STATO2E ® ©

Abbildung 4: Der JAK/STAT-Signalweg bei Drosophila melanogaster

Dargestellt ist der JAK/STAT-Signalweg bei Drosophila. Eine Aktivierung des Signalweges erfolgt
durch Bindung der UPD-Liganden an den Rezeptor DOME. Dies fiihrt zu einer Phosphorylierung des
Rezeptors sowie der assoziierten HOP-Molekile. STAT92E-Transkriptionsfaktoren werden ebenfalls
phosphoryliert, dimerisieren, translozieren in den Zellkern und aktivierten dort die Transkription von
Zielgenen. Verandert nach Singh SR et al., 2005'%.
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1.1.2.3 Die Bedeutung des Atemwegsepithels fiir die Asthma-Pathogenese

In der Vergangenheit stand insbesondere die allergische Immunantwort im Vorder-
grund der Asthmaforschung. Klinische Studien zu Therapieansatzen, die den Fokus
auf diesen Aspekt der Asthma-Pathogenese legten, zeigten jedoch bisher keine po-
sitiven Ergebnisse®’*1%31% Hinzu kommt die Tatsache, dass, obwohl 40 % der
Bevdlkerung in industrialisierten Landern atopisch ist, lediglich 7-11 % an Asthma
erkranken. Die Atopie, d.h. das Auftreten Allergen-spezifischer IgE-Antikorper, ist
somit nicht ausreichend fur die Entwicklung von Asthma, sondern vielmehr ein weite-
rer Risikofaktor'®. Bei fast allen Asthmatikern kdnnen hingegen strukturelle Veran-
derungen der Atemwegswand beobachtet werden. Diese wurden zunachst als Re-
sultat der chronischen Entziindung der Atemwege betrachtet'®, jedoch konnte ge-
zeigt werden, dass dieses Remodeling der Atemwege bei jungen Kindern bereits bis
zu vier Jahre vor dem Auftreten von klinischen Asthma-Symptomen vorhanden ist'.
Der Prozess des Remodeling scheint demnach dem Entzindungsprozess vor-
geschaltet zu sein. Aus diesem Grund besteht nunmehr die Hypothese, dass statt
der allergischen Immunantwort ein strukturell und funktionell abnormes Epithel das
zentrale Element bei der Asthma-Pathogenese ist'®. Unterstiitzt wird diese Hypo-
these durch verschiedene physiologische Zusammenhange. An der Grenze zur Um-
welt lokalisiert befindet sich das Epithel in einer einzigartigen Schllsselposition bei
der Erkennung und Weiterleitung von Umwelteinfliissen®. Zudem wird die Mehrheit
der mittels GWAS gefundenen Asthma-Suszeptibilitditsgene mit den Erkennungs-
und Signalweiterleitungsmechanismen des Epithels und dessen Barrierefunktion
assoziiert (s. Abschnitt 1.1.2). Bei Asthmatikern ist die epitheliale Barrierefunktion
reduziert und somit ist ein verstarktes Eindringen von Allergenen, Mikroorganismen
und Toxinen moglich'”. Neben einer beeintrachtigten Tight Junction (TJ)-Struktur'®
ist die Expression der Zellverbindungsproteine E-Cadherin, Zonula Occludens (ZO)-1
und Claudin-3 vermindert'®®, die Permeabilitat des Epithels erhoht'® und der trans-
epitheliale Widerstand entsprechend reduziert’™.

Das Epithel hat nicht nur die Fahigkeit, Uber Mustererkennungsrezeptoren (PRRs)
Mikroben und Allergene zu erkennen, diese Erkennung ist im Falle von Hausstaub-
milben auch essentiell fiir die experimentelle allergische Atemwegsentziindung'%.
Daruber hinaus setzt das asthmatische Epithel als Reaktion auf erkannte Substanzen
verstarkt proinflammatorische Mediatoren frei'® und interagiert so mit anderen Zellen

des Immunsystems. Diese Wechselbeziehungen kénnen zum Beispiel durch CC-
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Chemokin-Ligand 20 (CCL20) vermittelt werden, der Monozyten und unreife DCs
anlockt'®®. Vom Epithel freigesetzte Thymic stromal Ilymphopoietin (TSLP),
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), Interleukin (IL)-25 und
IL-33 vermitteln eine Tu-Zell-Polarisierung durch DCs'%. Ferner werden vom Epithel
Zytokine freigesetzt, die Basophile, Mastzellen, Eosinophile oder B-Zellen aktivieren
kdnnen'?®.

rt'% und sein Stress-

Des Weiteren ist die antirhinovirale Antwort des Epithels reduzie
Status erhoht, erkennbar an der verstarkten Expression von proinflammatorischen
Transkriptionsfaktoren wie NF-xB, Jun proto-oncogene (AP-1), STAT1 und STAT6
sowie von Hitzeschock-Proteinen'*'"".

Ein weiteres Merkmal des asthmatischen Epithels ist sein abnormer Reparaturstatus.
Das Epithel zeigt eine erhdhte Suszeptibilitat gegentber Verletzungen und ver-
ringerte Erneuerungsprozesse1°5. Aufgrund gestorter Reparaturmechanismen wird
davon ausgegangen, dass das Epithel sich in einem chronischen Erneuerungs-
zustand befindet, der durch die Sezernierung von Wachstumsfaktoren (z.B. Trans-
forming growth factor (TGF)-B und Epidermal growth factor (EGF)"'?) gekennzeichnet
ist, die wiederum das Remodeling der Atemwege fordern™.

Aus vorgenannten Grunden wird nunmehr davon ausgegangen, dass bei der
Asthma-Pathogenese ein strukturell und funktionell beeintrachtigtes Epithel abnorm
auf Umweltfaktoren wie Viren, Allergene oder Umweltverschmutzung reagiert und
damit eine Mikroumgebung entsteht, welche die allergische Sensibilisierung ermog-

licht und Entziindungsreaktionen fordert'%3,
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1.2 Drosophila melanogaster als Modellorganismus bei der Asthma-
Forschung
Zur experimentellen Untersuchung verschiedener Aspekte der Asthma-Pathogenese
wurden bisher vorzugsweise Mausmodelle verwendet, in denen, z.B. mit Hilfe von
Ovalbumin oder Hausstaubmilben, ein Asthma-ahnlicher Phanotyp induziert werden
kann. Da bei der Maus, wie auch beim Menschen, das angeborene und das adaptive
Immunsystem jedoch komplex interagieren, sind die angeborenen epithelialen
Mechanismen schwer isoliert zu betrachten'®.
In der vorliegenden Dissertation wurde aus diesem Grund die Fruchtfliege Drosophila
melanogaster als alternatives Modell zur Untersuchung von Asthma-Suszeptibilitats-
genen im Atemwegsepithel verwendet. Drosophila ist der alteste Modellorganismus
und im Genom der Fruchtfliege finden sich Homologe fur 60 % der humanen, mit
verschiedenen Krankheiten assoziierten, Gene'®. Zu den Krankheiten, fiir die Droso-
phila als Modellorganismus dient, gehéren zum Beispiel Entwicklungskrankheiten wie
Blindheit oder Taubheit, neurodegenerative Erkrankungen, Tumore, Herzkrankheiten
und immunologische Krankheiten'". Zur Untersuchung der Asthma-Pathogenese
stellt Drosophila ein unkonventionelles Modell dar, da die Fruchtfliege weder Uber
klassische asthmatische Symptome wie Keuchen oder Husten verfugt, noch, auf-
grund des fehlenden adaptiven Immunsystems, eine allergische Immunantwort be-
sitzt'®. Die Atemwege von Drosophila, die Tracheen, bestehen aus hierarchisch
organisierten, miteinander verbundenen und blind endenden Schlauchen, die aus-
schlie3lich von Epithelzellen gebildet werden. Im Vergleich zu Saugetieren kann un-
ter Verwendung des Drosophila-Asthma-Modells demnach der Fokus gezielt auf das
Atemwegsepithel, ohne die Einwirkung des adaptiven Immunsystems, gerichtet wer-
den.
Bei der Verwendung von Drosophila als Modell fur Asthma mussen allerdings einige
Faktoren berucksichtigt werden. Die Tracheen sind der menschlichen Lunge nicht
homolog, zeigen jedoch groRe physiologische Ahnlichkeiten'’. Auch funktionell
bestehen Unterschiede, denn die trachealen Epithelzellen besitzen keinen cilidren
Transport und kénnen keine Zellen aus der Hamolymphe rekrutieren'’. Im asthma-
tischen Epithel sind bestimmte morphologische Charakteristika zu finden, beispiels-
weise veranderte Zellverbindungen, das Ablosen von Epithelzellen, erhohte Mukus-
produktion, Meta- und Hyperplasie von Epithelzellen, die Verdickung der Basallamina

und eine verdnderte Zusammensetzung der Extrazellularen Matrix (ECM)'''. In den
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Tracheen von Drosophila ist, als Reaktion auf eine andauernde starke Aktivierung
des Immunsystems, ein ahnlicher Phanotyp zu beobachten. Das Epithel wird meta-
und hyperplastisch und verdickt sich, begleitend proliferieren die Epithelzellen'"®. Zu-
dem reagiert Drosophila auf die Stimulation mit dem Hausstaubmilben-Allergen Der p
1 mit einer Immunantwort'™®.

Daraus folgend ist Drosophila melanogaster ein geeigneter Modellorganismus zur
Untersuchung von molekularen Grundlagen des Atemwegs-Remodeling sowie der
funktionellen Relevanz von Suszeptibilitatsgenen fur die Asthma-Pathogenese im
Atemwegsepithel.

Die Verwendung des Drosophila-Asthma-Modells hat daruber hinaus methodische
Vorteile. Die Lebensdauer von Mausen ist verhaltnisméaRig lang (etwa 2 Jahre'"), die
genetische Manipulation aufwandig, die Haltung teuer und die Anzahl der Versuchs-
tiere ist aus ethischen Grinden in den meisten Landern gesetzlich limitiert (in
Deutschland durch das Tierschutzgesetz). Drosophila besitzt bei 25 °C eine mittlere

Lebensdauer von 45-60 Tagen''™

, die Haltung ist gunstig und die Anzahl der
Versuchstiere gesetzlich unbegrenzt''®. Die genetische Manipulation der Fruchtfliege
wurde durch die Entwicklung des GAL4/UAS-Systems'® wesentlich erleichtert. Die-
ses System basiert auf dem Hefe-Transkriptionsfaktor GAL4 und seiner entspre-
chenden DNA-Binderegion, der Upstream Activation Sequence (UAS). Diese Kom-
ponenten werden auf zwei verschiedene Fliegenlinien aufgeteilt. Bei einer Fliegen-
linie wird die kodierende Sequenz des GAL4-Gens unter die transkriptionelle Kon-
trolle eines ausgewahlten Promotors gestellt, z.B. fur ein gewebespezifisches Pro-
tein. Diese sogenannte Treiber-Linie bestimmt den Ort der Expression. Bei einer
weiteren Fliegenlinie, der Effektor-Linie, wird die Expression eines ausgesuchten
Genes unter die Kontrolle des UAS-Elementes gestellt. Durch die Kreuzung der bei-
den Fliegenlinien erfolgt die Expression dieses Genes unter der Kontrolle des ver-
wendeten Promotors in der gesamten F1-Generation''. Eine Vielzahl von Treiber-
und Effektorlinien sind kommerziell erhaltlich, wodurch sich sehr viele Kombinations-

moglichkeiten fur eine genetische Manipulation ergeben.
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1.3 Zielsetzung

Asthma ist eine chronisch-entzindliche Erkrankung der Atemwege, deren Patho-
genese noch weitestgehend unverstanden ist. Sowohl Umweltfaktoren als auch eine
genetische Pradisposition sind bei der Entstehung von Asthma von Bedeutung. Die
meisten Asthma-assoziierten Gene lassen sich funktionell den bekannten zellularen
Komponenten von Asthma zuordnen. Es gibt jedoch auch andere Asthma-
Suszeptibilitatsgene, zu denen wenig bekannt ist und deren Relevanz fur die
Asthma-Pathogenese noch unklar ist. Ein Beispiel hierfur ist ORMDL3. Andererseits
gibt es auch Gene wie STAT3 und STATS, fur die bereits eine starke Relevanz fur
die allergische Immunantwort gezeigt werden konnte. Die Relevanz von STAT3 und
STAT6 im asthmatischen Epithel ist allerdings noch unzureichend untersucht.
Asthma wird traditionell als eine Erkrankung des adaptiven Immunsystems ange-
sehen. In den letzten Jahren hat sich dieser Fokus verschoben und das Epithel ist in
den Mittelpunkt der Asthma-Pathogenese gertckt. Es wird davon ausgegangen,
dass das asthmatische Epithel infolge einer abnormen Antwort auf Umweltfaktoren
eine Mikroumgebung schafft, die Entzindungsreaktionen fordert und eine allergische
Sensibilisierung ermdglicht. Basierend auf dieser Hypothese sollte ein Drosophila-
Asthmamodell zu Untersuchungen der Relevanz von Asthma-Suszeptibilitatsgenen
im Atemwegsepithel genutzt werden. Dieses Modell hat zwei wesentliche Vorteile.
Zum einen ist ein Fokus auf das Atemwegsepithel ohne Einflisse einer adaptiven
Immunantwort maoglich. Zum anderen kann das Drosophila-Modell als Brucke zu
Mausmodellen fungieren. Aufgrund der kurzen Lebensdauer und einfachen gene-
tischen Manipulation ist eine schnelle Erstellung von genetisch manipulierten Tieren
moglich, an die sich wiederum eine rasche Analyse anschlief3t. So kdnnen noch wah-
rend der Fertigstellung von genetisch veranderten Mausen bereits Hinweise fur die
Funktionen der Asthma-Suszeptibilitatsgene in Drosophila gesammelt werden, die
anschlielend in den Mausmodellen auf ihre evolutionare Konservierung uberpruft
werden konnen. Dies ermoglich eine Reduktion der Anzahl der Versuchstiere sowie
von Zeit und Kosten bei den Mausmodellen.

Ziel der vorliegenden Dissertation war es daher, die Relevanz der Asthma-
Suszeptibilititsgene ORMDL3, STAT3 und STAT6 im Atemwegsepithel des Modell-

organismus Drosophila melanogaster festzustellen.
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Hierbei ergeben sich im Wesentlichen die nachfolgendend aufgelisteten Fragen.

Zur Funktion des Drosophila-Homologs des humanen ORMDL3, ORMDL, im Atem-

wegsepithel von Drosophila melanogaster:

— Hat eine Deregulierung von ormdl Anderungen von Morphologie oder Molekular-
biologie der Tracheen zur Folge und sind diese Anderungen relevant fir die
Asthma-Pathogenese?

— Beeinflusst ORMDL die epitheliale Integration von Umweltstressfaktoren?

Zur Funktionen von ORMDL im Darm von Drosophila melanogaster:

— Hat ORMDL im Darm ahnliche Funktionen wie im Atemwegsepithel?

Zu den Auswirkungen einer Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges auf das Atem-

wegsepithel von Drosophila melanogaster.

— Hat eine Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges Anderungen von Morphologie
oder Molekularbiologie der Tracheen zur Folge und sind diese Anderungen rele-

vant fUr die Asthma-Pathogenese?



2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate

Absaugsystem VACUSAFE
Agarose-Gelkammer

Autoklav

Bench Heraeus HS 18

Bench HERASAFE KS 18

Binokular 475200-9901

BioPhotometer

Brutschrank VT-5042 EK
Fluoreszenzmikroskop SZX16
Geldokumentationsanlage ChemiDoc 2000

GenePixTM4000B Scanner

Homogenisator Kontes Pellet Pestle Motor
Hybridisierungs-Wechselblock slides
Konfokales Laserscanmikroskop TCS SP5

Lichtquelle KL 1500 LED plus
LightCycler 480

Luftdichte Kammer
Nanodrop1000

PCR-Maschine Mastercycler gradient
pH-Meter

Plattenschuttler Titramax 100
Rolleninkubator 4020
Sauerstoff-Messgerat GOX 100T

Schiuttler KM-2

Thermoblock Techne DRI-BLOCK DB-2A
Thermoblock Techne DRI-BLOCK DB-2D
Thermo-Magnetriihrer VMS-C4
Thermomixer 5436

Thermomixer compact

Thermoschrank

Vortexer Heidolph REAX top

Vortexer Vortex Genie 2

Waage 1507

Zentrifuge 5415C

Zentrifuge 5430 R

Zentrifuge miniSpin

Zentrifuge Rotana 46 RC

Zentrifuge SIGMA 2-6E
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Integra, Fernwald, Deutschland
PeglLab, Erlangen, Deutschland
Westima Sauter, Kbln, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Olympus, Hamburg, Deutschland
BioRad Laboratories, Munchen,
Deutschland

Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA

VWR, Radnor, PA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Schott, Mainz, Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

Dissertation von Ahmed Abdelsadik'?!
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Schott, Mainz, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland
GFL, Burgwedel, Deutschland
Greisinger electronic, Regenstauf,
Deutschland

Edmund Buhler, Hechingen, Deutsch-
land

Bibby Scientific, Stone, UK

Bibby Scientific, Stone, UK

VWR, Radnor, PA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Aqualytic, Dortmund, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland
Bender & Hobein, Gera, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA



2.1.2 Fliegenstamme
PPK4-Gal4

PPK4-Gal4Gal80

NP1-Gal4

UAS-ORMDL

UAS-ORMDL RNAi

W1118

UAS-DOME®“A

UAS_Nintra

UAS-EGFR®A

UAS-MAD-RNAI
UAS-ARM-RNAI

UAS-ARM®A

Canton-S

2.1.3 Chemikalien und Substanzen

4' 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
5-(3-aminoallyl)-Uridintriphosphat (UTP)
Agar-Agar

Agarose

Alexa Fluor 555

Alexa Fluor 647

Ampicillin

Aqua ad iniectabilia

Bierhefe

Borsaure

Bromphenolblau
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs)
Dimethylsulfoxid (DMSOQO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO4)
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Michael Welsh (University of lowa,
lowa, IA, USA)

Christina Wagner (Forschungs-
zentrum Borstel (FZB), Borstel,
Deutschland)

Dominique Ferrandon (Institut de Bio-
logie Moléculaire et Cellulaire, Stras-
bourg, Frankreich)

Diese Fliegenlinie wurde im Rahmen
dieser Dissertation erstellt.

Vienna Drosophila RNAi Center
(VDRC, Wien, Osterreich) (ID 101436)
Henrike Scholz (Universitat Koln,
KolIn, Deutschland)

Norbert Perrimon (Howard Hughes
Medical Institute, Chevy Chase, MD
USA)

Norbert Perrimon (Howard Hughes
Medical Institute, Chevy Chase, MD
USA)

Bloomington Drosophila Stock Center
(Indiana University, Bloomington, IN,
USA) (ID 9534)

Vienna Drosophila RNAi Center
(VDRC, Wien, Osterreich) (ID 12635)
Vienna Drosophila RNAi Center
(VDRC, Wien, Osterreich) (ID 7767)
Bloomington Drosophila Stock Center
(Indiana University, Bloomington, IN,
USA) (ID 4782)

Bloomington Drosophila Stock Center
(Indiana University, Bloomington, IN,
USA)

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Braun, Melsungen, Deutschland
Resana, Berlin, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Merck, Whitehouse Station, NJ, USA



Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
FastDigest Aatll

FastDigest EcoRI

FastDigest Ncol

FastDigest Sacl

FastDigest Sall

FastDigest Xbal

Glucose

Glycerin

Hefeextrakt

Hefe-Transfer-RNA (tRNA)
Hybridisierungspuffer DIG Easy Hyb

ibidi Mounting Medium
Immersionsol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POj4)

Lachssperma-Desoxyribonukleinsaure (DNA)

LightCycler 480 SYBR Green | Master
LightCycler 480 Wasser (H20)
Maismehl

Melasse

Methyl-4-hydroxybenzoat
NaCl-Natriumcitrat (SSC)-Puffer

Natriumacetat
Natriumchlorid (NaCl)

Natrium-Dextransulfat (DSS), M; ~40,000
Natriumdihydrogenphosphat (NaH;PO,)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Normales Ziegenserum (NGS)
OneShot TOP10 Competent Cells
Paraformaldehyd (PFA)

PCR Master Mix

Propionsaure

Pyrococcus furiosus (Pfu)-DNA-Polymerase

RNaseOUT Rec. Ribonuclease Inhibitor

SuperScript Ill Reverse Transcriptase
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Merck, Whitehouse Station, NJ, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

ibidi, Martinsried, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

Ethno-Versand, Ebermannsdorf,
Deutschland

Honig Reinmuth, Mosbach, Deutsch-
land

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Merck, Whitehouse Station, NJ, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Merck, Whitehouse Station, NJ, USA
Biochemika Fluka, Buchs, Schweiz
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Merck, Whitehouse Station, NJ, USA
Promega, Fitchburg, WI, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA



T4 DNA-Ligase

TaKaRa LA Taq DNA-Polymerase
Tris

Triton-X-100

Trypton

Trypton-Agar

Xylencyanol

Zuckerribensirup

2.1.4 Kits

RNeasy Plant Mini Kit
GeneJET PCR Purification Kit
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Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Clontech, Mountain View, CA, USA
Serva, Heidelberg, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Merck, Whitehouse Station, NJ, USA
Grafschafter, Meckenheim, Deutsch-
land

Qiagen, Hilden, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

PureLink HiPure Plasmid Filter Purification Kit Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

NucleoSpin RNA Il Kit
QIAquick PCR Purification Kit
MEGAscript T7 Kit

Pierce BCA Protein Assay Kit

2.1.5 Antikorper
anti-Coracle (C615.1, Uberstand)

anti-Armadillo (N2 7A1, Uberstand)

AlexaFluor 488 goat anti-mouse I1gG

2.1.6 Primer

Macherey-Nagel, Duren, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Developmental Studies Hybridoma
Bank, lowa, IA, USA

Developmental Studies Hybridoma
Bank, lowa, IA, USA

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Die verwendeten Primer wurden von Life Technologies (Carlsbad, CA, USA) bzw.

biomers.net (UIm, Deutschland) (Mikroarray-Oligos) bezogen.

2.1.6.1 Primer fur die Klonierung

ormdl sense-Primer
ormd| antisense-Primer
pUASTattB sense-Primer

gagaattcaacatgacgtccattgcgggaggc
gagagtcgactagtacttgttaatgttgaacagc
gcaaataaacaagcgcagctgaaca

pUASTattB antisense-Primer ggcattccaccactgctccca

2.1.6.2 cDNA-Synthese-Primer

Oligo(dT) 12 tttttttttt
Oligo(dT) 15 thtttttttittt
Oligo(dT) 18 tttttttttttttt



2.1.6.3 Mikroarray-Primer

Mikroarray-Oligo1
Mikroarray-Oligo2
Mikroarray-Oligo3
Mikroarray-Oligo4
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cagcggccgcagatttaggtgacactatagargrgrg
Biot-gagagaggatccaagtactaatacgactcactatagggaga(t)25 a/c/g/

gacgcctgcaggcgatgaatttagg

gagagaggatccaagtactaatacgactcactatagg

2.1.6.4 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)-Primer

Primername

ac
amun
ash2
CG3071
cora
dad
ddc
dhpr
dl

en

fz
henna
hsc3
inos
mp1
mp2
nemo
numb
pale
pnr
ppo’
ppo2

ppo3
punch

rpl13
salm
sp10
spe
sph9
spi
xbp1
xbp1s

sense-Primer

ggcagcgaaaatcactctgt
cacaaacggcaacagcagca
gacgggcgaacgtggttact
agggccatgtcaagctattc
gctcttcgtgcacagcacat
cagatccactcggtggtgcc
caactcctgcgccttcgact
gtggcaaaggagccttgggt
tcaacaccggcgagggattg
ggtgtactgcacccgctac
tcggcgcgggtatgtgaaaa
gctagcttccctgggagcac
cgaggagaagaaggaaaagga
accgactacgattaccagacatc
ccgagtggtgggtggtaacg
cgtggataacaggggacggc
tgttctttcagctctggacattc
ctgcgaggaggcactcaagg
tgcgccacgttaactcacca
tggaggccatcaaggagtgc
gttttgcggatgtgggtgge
ctggtgccaaagggtctg
catccatcagggctacgttt
aacccgctggagtagcagtg
cgtggtttcaccctggag
gatacaatttggtacagtgaaatatgg
aacgggaagtcggaacactt
tgatcgcattttcgggggca
tgataatcagtgcggagtgc
ccgcgctcttcgatctecte
cgtcgectggaccatcta
ggcagagggccacaactttcca

2.1.7 Weitere Materialien

Zigaretten 3R4F

Deckglaser

Drosophila OLIGO 14k_version1 gene chip

antisense-Primer

tccattaaaggccgaagatg
agctgcgttgttcttggcect
ctccgtcgggcatctctteg
gtcccttgaacaaacgcaag
ttgtcgtcgtcgtegtegtt
cagatccactcggtggtgcc
atgcccttcatcaggtggcg
acccaactagcatcgcgtgg
tggcagggattgacatcggc
ttgtcctttggcetgtttgg
ggtattctccgccacgcaca
ccccgtaggaggacagcaga
cgtccgttcttgtacacacc
cccgtccgtatcttcagce
cacgttaccgggcttcgtgt
ttccgtttccaccgcaccaa
gcagctccgttatcacatagatt
tggtctcgtcgtccaccact
catgtgacccagcagctcgt
caggctgagcgagggtttga
tgcaggcatcgttgggtatt
accaattgctggtcaatcct
ggatgtcgatgcccttage
atcttctgcacgccacgcat
tggtcttggcgaagttgg
ctgatcgctaccgatgtcttt
atctcctcgaagcccaaac
gagttgagcaatgcaccgcc
gcaaaagtgggtgggtca

aatattgggcctgggcegtgg
ccacacggttctttagcttctt

accttggatctgccgcagggt

University of Kentucky, Lexington, KY,

USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Canadian Drosophila Microarray Cen-

tre, Toronto, Kanada



Drosophila-Kulturréhrchen
Drosophila-Kulturstopfen
Federstahlpinzette

Gazin

LightCycler 480 Multiwell Plate 96
Objekttrager

pUASTattB-Vektor

Uhrmacher-Pinzette
Whatman-Papier

2.1.8 Puffer und Medien
0,1 M Natriumphosphat

Agarose-Gel

Blockierungspuffer

Drosophila-Kulturmedium

Ladepuffer

Lysogeny Broth (LB)-Medium

LB-Platten

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
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Greiner Bio-One, Kremsmunster,
Osterreich

Drosophila-Center, Retzstadt,
Deutschland

Ehlert & Partner, Niederkassel,
Deutschland

Lohmann & Rauscher, Neuwied,
Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Addgene, Cambridge, MA, USA
Dumont, Montignez ,Schweiz

GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK

180 ml 0,2 M Na;HPO4, 70 ml 0,2 M
NaH2POg4, 250 ml H,O, pH 7,2
Agarose in TBE-Puffer aufkochen und
mit 10 pl Ethidiumbromid in Gelkam-
mer gielden

0,1 M Natriumphosphat, 0,3 % Triton
X-100, 5 % Hitze-inaktiviertes NGS
30 g Glucose, 15 g Agar-Agar, 94 g
Maismehl und 94 g Bierhefe in 1500
ml H,O lésen, 45 g Melasse und 45 g
ZuckerrUbensirup unterrihren. Auf 70-
90 °C erwarmen und 10-20 min rth-
ren. 15 min autoklavieren. Unter Ruh-
ren auf 50-60 °C abkuhlen lassen. 45
ml 10 % Methyl-4-hydroxybenzoat in
70 % Ethanol und 15 ml 10 % Pro-
pionsaure hinzufugen. 2-3 cm hoch in
Fliegenrdhrchen flllen, bei 4 °C la-
gern.

0,25 % Bromphenolblau, 0,25 %
Xylencyanol, 0,3 % Glycerin

10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g
NaCl, ad. 1 | Aqua ad iniectabilia, pH
7, autoklaviert, Lagerung bei 4 °C

10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g
NaCl, 15 g Bacto-Agar, ad. 1 | Aqua
ad iniectabilia (pH 7), autoklaviert,
Lagerung bei 4 °C, Antibiotika: Ampi-
cillin (0,1 mg/ml) oder Kanamycin
(0,05 mg/ml)

137 mM NacCl, 3 mM KCI, 8 mM
N82HPO4, 1,5 mM KH2PO4
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TBE-Puffer 89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 1 mM
EDTA, pH 8,0

Waschpuffer 0,1 M Natriumphosphat, 0,3 % Triton
X-100

2.1.9 Software

Geneious Biomatters, Auckland, Neuseeland

geNorm Ghent University, Gent, Belgien

GenePix Pro 6 Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA

Database for Annotation, Visualization National Institute of Allergy and

and Integrated Discovery (DAVID'?2"23) Infectious Diseases (NIAID), Be-
thesda, MD, USA

GraphPad InStat 3 GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA

Acuity 4.0 Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA

LCS480 1.5.0.39 Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

GraphPad Prism 5.03/6.00 GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA

2.2 Methoden

2.2.1 Erzeugung der Fliegenlinie UAS-ORMDL

Zur Erzeugung der Fliegenlinie UAS-ORMDL wurde zunachst eine Klonierung der
kodierenden Sequenz des ormdl-Genes in den pUASTattB-Vektor vorgenommen
(Plasmidkarte pUASTattB/ormdl s. Anhang). Hierfur wurde mit Hilfe des RNeasy
Plant Mini Kits die Gesamt-RNA aus drei Fliegen des Stammes Canton-S isoliert.
AnschlieRend wurde die RNA in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben (s. Ab-
schnitt 2.2.4.4). Die kodierende Sequenz des ormdl-Genes wurde nun mittels Poly-
merase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Hierbei wurden die Restriktions-
schnittstellen EcoRI (sense-Primer) und Sall (antisense-Primer) dem Amplikon hin-

zugeflugt. Folgender Ansatz wurde verwendet:

5 ul cDNA

1 pl 10 uM ormdl| sense-Primer

1 pI 10 uM ormdl antisense-Primer

5 yl dNTPs (Adenosintriphosphat (ATP), Guanosintriphosphat (GTP),
Cytidintriphosphat (CTP), UTP, je 2,5 mM)

0,8 ul Pfu-Polymerase (2,5 U/pl)

5 ul Pfu-Reaktionspuffer mit MgSO,4

32,2 ul H,0
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Zur Amplifikation wurde das folgende PCR-Programm genutzt:

95 °C 3 min initiale Denaturierung
35 Zyklen:

95°C 30s Denaturierung

55°C 30s Primeranlagerung
72°C 60s Extension

72 °C 10 min finale Extension

Das PCR-Produkt wurde anschlie®end unter Verwendung des GeneJET PCR Puri-
fication Kits nach Herstellerangaben aufgereinigt. Es folgte der Verdau des PCR-
Produktes sowie des pUASTattB-Vektors mit den Restriktionsenzymen FastDigest
EcoRI und Sall nach Herstellerangaben. Im Anschluss an eine erneute Aufreinigung
mit dem GeneJET PCR Purification Kit wurde die Ligation von PCR-Produkt und
Vektor unter Verwendung der T4 DNA-Ligase nach Herstellerangaben durchgefuhrt.
Mit dem ligierten Vektor wurden nach Herstellerangaben kompetente Bakterien
(OneShot TOP10 Competent Cells) transformiert. Die Bakterien wurden auf LB-Plat-
ten mit Ampicillin ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Einzelne Bakterien-
Kolonien wurden anschlieend in je 10 pl LB-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin resus-
pendiert. 1 uyl der Suspension wurde in einer Kolonie-PCR-Reaktion eingesetzt, fur

die folgender Ansatz gewahlt wurde:

1 pl Kolonie in LB-Medium

12,5 yl PCR Master Mix

1 pl 10 uM pUASTattB sense-Primer

1 pl 10 uM pUASTattB antisense-Primer
9,5 ul H0

Zur Amplifikation wurde das folgende PCR-Programm genutzt:

95 °C 3 min initiale Denaturierung
35 Zyklen:

95°C 30s Denaturierung

56 °C 40 s Primeranlagerung
72°C 40 s Extension

72 °C 4 min finale Extension

Der Erfolg der Insertion wurde unter Verwendung der Agarose-Gelelektrophorese
Uberpraft. Hierfur wurde der PCR-Ansatz gemeinsam mit Ladepuffer auf ein 1 %iges
Agarose-Gel aufgetragen und etwa 40 min bei 120 V/180 mA aufgetrennt. Bakterien-
klone, die das korrekte Plasmid enthielten, wurden Uber Nacht in 250 ml LB-Medium
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angezogen und die Plasmide am folgenden Tag unter Verwendung des PurelLink
HiPure Plasmid Filter Purification Kits nach Herstellerangaben isoliert. Abschlielend
wurden unter Verwendung von FastDigest-Enzymen drei verschiedene Kontroll-
Restriktionsverdauansatze (1. EcoRI+Xbal, 2. Aatll+Sacl, 3. Ncol) durchgefuhrt. Das
durch den Verdau entstandene Banden-Muster wurde auf einem 0,7 %igen Agarose-
Gel Uberpruft. Die genetische Insertion des Plasmids in Drosophila-Embryonen
wurde durch die Firma Best Gene Inc (Chino Hills, CA, USA) ausgefuhrt.

2.2.2 Stammhaltung

Die Fliegen wurden in mit Drosophila-Kulturmedium geflllten Drosophila-Kultur-
rohrchen gehalten, die mit Drosophila-Kulturstopfen verschlossen waren. Die Haltung
erfolgte zu normalisierten Bedingungen in Thermoschranken bei 21 °C. Die Fliegen
wurden alle 1-3 Wochen unter Verwendung von Kohlenstoffdioxid betaubt und zur

Eiablage flr 48 h in neue Rdhrchen gesetzt.

2.2.3 Behandlung der Larven und Fliegen

2.2.3.1 Genetische Manipulation

Zur genetischen Manipulation der Fliegen wurden das Gal4/UAS-System sowie des-
sen Erweiterung, das Gal4Gal80/UAS-System, verwendet. Das Gal4/UAS-System
wurde in Abschnitt 1.2 beschrieben. beim Gal4Gal80/UAS-System existiert zusatzlich
das temperatursensitive Gal80-Protein, das Gal4 bei Temperaturen unter 19 °C in-
hibiert'*.

Fur die Kreuzungen wurden zwischen 5 und 15 weibliche Jungfrauen des Treiber-
oder Effektorstammes im Verhaltnis 1:2-1:3 mit mannlichen Fliegen des ent-
sprechend zu kreuzenden Fliegenstammes in einem Rohrchen gehalten. Gal4/UAS-
Kreuzungen wurden bei 21 °C gehalten und dreimal wdchentlich in neue Drosophila-
Kulturréhrchen umgesetzt. Gal4Gal80/UAS-Kreuzungen wurden bei 17 °C gehalten
und zweimal wochentlich umgesetzt. Zur Aktivierung der Genexpression in

Gal4Gal80/UAS-Kreuzungen erfolgte eine Erhdhung der Temperatur auf 30 °C.
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2.2.3.2 Zigarettenrauch

Zur Synchronisierung des Alters wurden Fliegen verwendet, die innerhalb von 24
Stunden geschlipft waren. Um den Einfluss von Entwicklungseffekten des Juvenil-
stadiums einzuschranken, wurde der Versuch begonnen, nachdem die Fliegen 6
Tage gealtert waren. Ferner wurden ausschlieBlich mannliche Fliegen verwendet.
Die Fliegen befanden sich in Fliegenrohrchen, die mit Gaze verschlossen wurden.
Die Haltung erfolgte in einer luftdichten Kammer, bei der eine Offnung unverschlos-
sen war. So wurde einerseits die Sauerstoffversorgung gesichert, andererseits aber
auch im Anschluss an die tagliche Behandlung der Zigarettenrauch raumlich einge-
grenzt. Die Fliegen wurden taglich dem Rauch einer 3R4F-Zigarette ausgesetzt.
Hierfir wurden die Offnungen verschlossen und unter Verwendung einer Wasser-
strahlpumpe ein leichter Unterdruck erzeugt. Dieser zog an der Zigarette und leitete
den Zigarettenrauch durch die luftdichte Kammer (Abbildung 5). Anschliel3end wur-

den die Offnungen der Iuftdichten Kammer erneut gedffnet.

Wasserstrahlpumpe

luftdichte Kammer

Abbildung 5: Versuchsaufbau zur Behandlung der Fliegen mit Zigarettenrauch

Dargestellt ist der Aufbau der Apparatur zur Behandlung von Fliegen mit Zigarettenrauch. Die Fliegen
wurden in mit Gaze verschlossenen Fliegenréhrchen in einer luftdichten Kammer gehalten, bei der zur
Sicherung der Sauerstoffversorgung eine Offnung unverschlossen war. Zur Behandlung mit
Zigarettenrauch wurden die Offnungen verschlossen und unter Verwendung einer Wasserstrahlpumpe
ein leichter Unterdruck erzeugt, der an der Zigarette zog und den Zigarettenrauch durch die Kammer
leitete.
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2.2.3.3 Hypoxie

L3-Larven wurden in frisches Medium Uberfihrt, das zuvor mit einem Spatel aufge-
lockert wurde. Im Anschluss an eine kurze Ruhephase von 15-30 min wurden die
Larven mit den Drosophila-Kulturrohrchen in eine luftdichte Kammer gestellt. Der
Sauerstoffgehalt wurde auf 4-5 % verringert, indem Stickstoff eingeleitet wurde. Der

Sauerstoffgehalt wurde mit einem Sauerstoff-Messgerat Gberpruft.

2.2.3.4 Natrium-Dextransulfat (DSS)

Zur Synchronisierung des Alters wurden Fliegen verwendet, die innerhalb von 24
Stunden geschllpft waren. Zudem wurden 6 Tage alte Fliegen verwendet, um den
Einfluss von Entwicklungseffekten des Juvenilstadiums zu vermindern. Des Weiteren
wurden ausschlie8lich mannliche Fliegen verwendet. Zur oralen Verabreichung von
DSS wurden die Fliegen in leere Fliegenrdhrchen ohne Drosophila-Kulturmedium
gehalten. In diesem Rdhrchen befand sich ein Stick Whatman-Papier (1,5 x 4 cm,
autoklaviert) mit 500 ul Lésung, das taglich gewechselt wurde. Zur oralen Verabrei-
chung von DSS wurden 3 % DSS in 5 %iger Glucose-Losung gelost. Als Kontrolle

diente eine 5 %ige Glucose-Ldsung.

2.2.4 Analyse der Larven und Fliegen

2.2.4.1 Immunhistochemie und Konfokale Laserscanmikroskopie

Larven im L3-Stadium wurden in PBS unter Verwendung von Uhrmacher-Pinzetten
seitlich gedffnet. AnschlieRend erfolgte die Fixierung in 3 % PFA fur 15 min. Im An-
schluss an drei funfminttige Waschschritte mit Waschpuffer wurde mit dem ersten
Antikorper in Blockierungspuffer Uber Nacht inkubiert. Der anti-Coracle-Antikorper
wurde in einer Konzentration von 190 ng Ig/ml, der anti-Armadillo-Antikorper in einer
Konzentration von 300 ng Ig/ml eingesetzt. Nach drei funfminttigen Waschschritten
mit Waschpuffer erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren, fluoreszenzmarkierten
Antikorper, ebenfalls in Blockierungspuffer und Uber Nacht. In Anschluss an eine
Inkubation mit 62,5 pug/ul DAPI und drei fUnfminutige Waschschritte mit Waschpuffer
wurden die Tracheen fur die konfokale Laserscanmikroskopie vorbereitet, indem sie
unter Verwendung von Uhrmacher-Pinzetten isoliert, auf einem Objekttrager in ibidi
Mounting Medium aufgenommen und mit einem Deckglas bedeckt wurden. Die Ana-
lyse der Fluoreszenzsignale wurde an einem Konfokalen Laserscanmikroskop TCS

SP5 mit einem 63x/1,4 Ol-Objektiv durchgefihrt. Hierbei wurde Immersionsdl ver-



MATERIAL UND METHODEN | 30

wendet. Zur Aufnahme von DAPI-gefarbten Strukturen erfolgte die Anregung bei ei-
ner Absorptionswellenlange von 405 nm und die Aufnahme der Emission bei 415-
480 nm. Die mit dem fluoreszenzmarkierten Antikorper gefarbten Strukturen wurden
mit einer Absorptionswellenlange von 488 nm angeregt und bei 495-530 nm aufge-
nommen. Die obere Grenze von 530 nm wurde gewahlt, da ab dieser Wellenlange

eine Autofluoreszenz des Drosophila-Gewebes detektiert werden konnte.

2.2.4.2 Mikroskopie
Fur die Mikroskopie wurden Larven in PBS gewaschen und anschliel’end auf einem
Objekttrager unter Verwendung von Eis betaubt. Zur Dokumentation wurde das

Fluoreszenzmikroskop SZX16 verwendet.

2.2.4.3 Isolierung der Gesamt-RNA

Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurden die Larven zunachst in PBS gewaschen. An-
schlielend wurden die entsprechenden Organe (mindestens 30 Tracheen bzw. min-
destens 10 Darme) mit Uhrmacher-Pinzetten in Glasschalchen isoliert und in eiskal-
tem Lysepuffer des NucleoSpin RNA Il Kits aufgenommen. Nach der Homo-
genisierung der Organe mit dem Kontes Pellet Pestle Motor-Homogenisator erfolgte
die Isolierung der Gesamt-RNA mit Hilfe des NucleoSpin RNA Il Kits gemal
Herstellerangaben. Die Menge der isolierten Gesamt-RNA wurde photometrisch un-

ter Verwendung des BioPhotometers bestimmt.

2.2.4.4 Reverse Transkription

Zur reversen Transkription der isolierten Gesamt-RNA in cDNA wurde die RNA zu-
nachst in H,O verdunnt, so dass fur die Synthese jeweils 500 ng RNA eingesetzt
wurden. Das Volumen dieses Ansatzes betrug 11 ul. AnschlieBend wurden je 1 ul
Oligo(dT)12-18 (0,5 mg/ml) und Desoxynukleosidtriphosphate (dNTP) (ATP, GTP,
CTP, UTP, je 2,5 mM) zu den Proben gegeben. Die cDNA-Synthese wurde mittels
SuperScript 1ll Reverse Transcriptase und RNaseOUT gemall Herstellerangaben
durchgefuhrt.
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2.2.4.5 qRT-PCR-Analysen
Die mRNA-Expression wurde unter Verwendung des LightCycler 480-Systems ana-

lysiert. Hierfur wurde der folgende Ansatz pro well gewahit:

2 ul cDNA

0,6 pl Primer-Mix (sense und antisense, jeweils 10 yM)
2,4 ul LightCycler 480 H,O

5 ul LightCycler 480 SYBR Green | Master Mix

Die Schritte der gRT-PCR wurden weitestgehend gemal Protokoll des Herstellers
durchgefuhrt. Abweichend war, dass eine Touchdown-PCR durchgefuhrt wurde, bei
der die Anlagerungstemperatur mit jedem Zyklus um 0,5 °C erniedrigt wurde. Als
Rahmen hierfur wurde 63-58 °C gewahlt. Folgendes PCR-Programm wurde verwen-
det.

95 °C 10 min initiale Denaturierung
55 Zyklen Amplifikation:

95°C 10s Denaturierung

63-58 °C 10 s Primeranlagerung
72°C 10s Extension

78°C 1s Fluoreszenzaufnahme

Schmelzkurven-Analyse: 95-65 °C, kontinuierliche Aufnahme

Die verwendeten Primer und deren Sequenzen sind in Tabelle 2 dargestellt. Das De-

sign der Primer wurde unter Verwendung der Geneious-Software durchgefuhrt.

2.2.4.6 Mikroarray-Analysen

Fur die Mikroarray-Analyse wurde die aus den Proben isolierte Gesamt-RNA wie in
Abschnitt 2.2.4.4 in cDNA umgeschrieben. Anstelle von Oligo(dT)12-18 wurden hier-
bei die Oligonukleotide MikroarrayOligo1 und MikroarrayOligo2 (je 10 pyM) verwen-
det. Die cDNA wurde anschlieRend in einer PCR amplifiziert, fur die folgender Ansatz

gewahlt wurde:

6 pl cDNA

15 pl 10x LA PCR Buffer Il

15 pl 25 mM MgCl,

24 pul dNTPs (ATP, GTP, CTP, UTP, je 2,5 mM)
3,8 ul 10 uM MikroarrayOligo3

3,8 pl 10 uM MikroarrayOligo4

1,5 pl LA Taqg (5 U/ul)

81 pl HO
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Zur Amplifikation wurde das folgende PCR-Programm genutzt:

95 °C 1 min initiale Denaturierung
28 Zyklen:

95°C 20s Denaturierung

55°C 20 s Primeranlagerung

72°C 2min 30 s
+ 5 s pro Zyklus Extension

72 °C 5 min finale Extension

Die amplifizierte cDNA wurde unter Verwendung des QIAquick PCR Purification Kits
gemall Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die Qualitat der cDNA wurde anhand
der Auftrennung in einem 1 %igen Agarose-Gel analysiert. Es folgte die Umschrei-
bung der cDNA in cRNA. Hierflr wurde das MEGAscript T7 Kit verwendet. Folgender
Ansatz wurde fur 14-16 h bei 37 °C inkubiert:

4 ul 75 mM ATP

4 ul 75 mM GTP

4 ul 75 mM CTP

2ul 75 mM UTP

3 pl 50 mM 5-(3-aminoallyl)-UTP

4 ul 10x Puffer

4 ul T7-Enzymmix
Die synthetisierte cRNA wurde unter Verwendung des NucleoSpin RNA Il Kits aufge-
reinigt. HierfGr wurden je 350 pl RA1-Puffer des Kits und 70 % Ethanol zu der Probe
hinzugeflgt. Diese Mischung wurde auf die RNA-bindende Saule des Kits gegeben,
die anschlie®end 1 min bei 14000 1/min zentrifugiert wurde. Der Durchlauf wurde
verworfen und die Saule dreimal mit RA3-Puffer des Kits gewaschen. Im Folgenden
wurde die cRNA eluiert, indem 50 pl H,O auf die Saule gegeben wurden. Nach einer
Inkubation bei 65 °C flr 1 min erfolgte die Zentrifugation flir 1 min bei 14000 1/min.
AnschlieRend wurde die eluierte cRNA prazipitiert. Hierfur wurden 10 pl 3 M Natrium-
acetat und 250 yl 96 % Ethanol zur Probe gegeben, diese gevortext und anschlie-
Rend Uber Nacht bei -80 °C verwahrt. Nach einer Zentrifugation bei 14000 1/min und
4 °C fur 60 min wurde der Uberstand verworfen. Es folgten zwei Waschschritte, bei
denen jeweils 250 pl 70 % Ethanol zum Pellet gegeben wurden, die Probe 10 min bei
14000 1/min zentrifugiert und der Uberstand entfernt wurde. Das Pellet wurde im An-
schluss getrocknet und in 6 pl H,O aufgenommen. Die Konzentration der cRNA
wurde photometrisch im BioPhotometer bestimmt. Die Qualitat der cRNA wurde an-

hand der Auftrennung in einem 1 %igen Agarose-Gel analysiert.
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Es folgte die Markierung der cRNA mit zwei verschiedenen Farbstoffen. Fir Kon-
trollen wurde der Farbstoff AlexaFluor 647 verwendet. Der zweite Farbstoff war
AlexaFluor 555. Zur Markierung der cRNA wurden 40 pg cRNA mit zwei Volumen 0,3
M NaHCOg; (pH 9) und drei Volumen der in 20-40 yl DMSO geldsten Farbstoffe fur 2
h abgedunkelt inkubiert. Die markierte cRNA wurde nach dem gleichen Protokoll wie
zuvor die cRNA aufgereinigt und prazipitiert, wobei der Prazipitationsschritt auf 2 h
bei -80 °C beschrankt wurde. Qualitat und Konzentration der markierten cRNA wur-
den photometrisch im Nanodrop1000 bestimmt.

200 pmol mit AlexaFluor 647 markierter cRNA und 400 pmol mit AlexaFluor 555
markierter cRNA wurden mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 6 pl erganzt. Zu die-
sem Ansatz wurden 2 ul Lachssperma-DNA (100 mg/ml) und 2 pl Hefe-tRNA (10
mg/ml) sowie 395,6 ul Hybridisierungspuffer (DIG Easy Hyb) hinzugefugt. Es folgte
die Denaturierung fur 10 min bei 65 °C. Die Proben wurden anschliel3end auf einen
Drosophila OLIGO 14k_version1 gene chip, der mit einer Abdeckfolie verschlossen
war, appliziert. Die Hybridisierung wurde in einem Hybridisierungs-Wechselblock,
dessen Einkerbungen zur Erhdhung der Feuchtigkeit mit Hybridisierungspuffer (DIG
Easy Hyb) geflllt waren, bei 42 °C und 200 1/min fur 19 h durchgefuhrt. Die Abde-
ckung wurde entfernt, der Mikroarray verschiedenen Waschschritten unterzogen (60
min 1 x SSC, 2x 30 min 1 x SSC + 0,1 % Triton-X-100 bei 60 °C, 2x 30 min 0,1 x
SSC + 0,1 % Triton-X-100 bei 37 °C, 30 s 0,1 x SSC, 10 s H,0) und anschlie3end
mit Stickstoffgas getrocknet. Das Einlesen des Mikroarrays erfolgte unter Verwen-
dung des GenePixTM4000B-Scanners.

2.2.4.7 Lipid-Analysen

Die Lipid-Analysen wurden in Kooperation mit Nicole Zehethofer und PD Dr. Buko
Lindner vom FZB durchgefuhrt. Fir Darm-Proben wurden die Larven zunachst 4 h in
10 %iger Glucose-Ldsung inkubiert, um den Darminhalt, der die spatere Analyse
verfalschen kdnnte, auszutauschen. Anschlieend wurden 15 Darme pro Probe in 10
%iger Glucose-Losung isoliert. Fur Tracheen-Proben wurden die Larven kurz in H,O
gewaschen und die Tracheen anschliel’end ebenfalls in H,O isoliert. Es wurden 60
Tracheen pro Probe verwendet. Sowohl bei der Isolierung der Darme als auch bei
der Isolierung der Tracheen wurde fur jede Larve frische Glucoselosung bzw. fri-
sches H,O verwendet. Es folgte die Homogenisierung mit dem Kontes Pellet Pestle

Motor-Homogenisator. Die Proteingesamtmenge wurde unter Verwendung des
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Pierce BCA Protein Assay Kits bestimmt und anschlieend wurden alle Proben mit
H,O auf eine identische Proteingesamtmenge sowie auf ein identisches Gesamt-
volumen eingestellt. Die so vorbereiteten Proben wurden Nicole Zehethofer und PD
Dr. Buko Lindner Ubergeben, die die Lipide mit Hilfe der BIigh-Dyer—Methode125
isolierten und anschliellend unter Verwendung der Normal-Phase High Performance

Liquid Chromatography Mass Spectrometry (NP-HPLC-MS) auftrennten.

2.2.5 Bioinformatik

2.2.5.1 Vergleich von Uberlebensraten

Der Signifikanz der Unterschiede zwischen Uberlebenskurven wurde unter Verwen-
dung der GraphPad Prism 5.03-Software analysiert. Die Uberlebenskurven wurden
hierbei mit dem Gehan-Breslow-Wilcoxon-Test verglichen. Unterschiede mit p<0,05

wurden als signifikant angenommen.

2.2.5.2 Hypoxie-Empfindlichkeit

Zunachst wurde die Normalverteilung der Daten aus den Versuchen zur Hypoxie-
Empfindlichkeit unter Verwendung der GraphPad InStat 3-Software bestatigt. Basie-
rend hierauf wurde die Signifikanz der Unterschiede zwischen den unterschiedlichen
genetischen Hintergrinden mittels 2-way ANOVA in der GraphPad Prism 5.03-Soft-
ware analysiert. Unterschiede mit p<0,05 wurden als signifikant angenommen.

2.2.5.3 Lipid-Analysen

Die bioinformatische Auswertung der Lipid-Analysen wurde durch Nicole Zehethofer
und PD Dr. Buko Lindner vom Forschungszentrum Borstel durchgefuhrt. Die Daten
wurden mittels HyStar 3.2-, Bruker's Data Analysis 3.2- und LipID'?*-Software
prozessiert und analysiert. Die gemessenen relativen Lipid-Mengen wurden auf den
relativen Anteil des Lipids PC 36:2 normalisiert und die Signifikanz der Unterschiede
zwischen den relativen Lipid-Mengen wurde unter Verwendung der GraphPad Prism
6.00-Software mittels des Mann-Whitney-Tests analysiert. Unterschiede mit p<0,05

wurden als signifikant angenommen.

2.2.5.4 Mikroarray-Analysen
Die Signale auf den eingescannten Mikroarrays wurden zunachst unter Verwendung

der GenePix Pro 6-Software manuell Gberprift und gegebenenfalls korrigiert. Es
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folgte die Analyse mit der Acuity 4.0-Software. Hierbei wurden Mikroarrays aus drei
unabhangigen biologischen Replikaten normalisiert und diejenigen Gene bestimmt,
die in mindestens zwei der drei unabhangigen biologischen Replikaten >1,5-fach
hoch- oder herunterreguliert waren. Diese Gene sind im Anhang aufgefiuhrt und wur-
den unter Verwendung der Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery (DAVID'?'2 National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID),
USA) hinsichtlich der Anreicherung der Regulierung von mit bestimmten Signal-
wegen und Gen-Ontologie-Funktionsklassen assoziierten Genen Uberprift. Die ge-
fundenen Gen-Ontologie-Funktionsklassen wurden anschlieRend manuell in funktio-

nelle Kategorien zusammengefasst.

2.2.5.5 qRT-PCR-Analysen

Zur Auswertung der qRT-PCR-Daten wurde die LCS480 1.5.0.39-Software verwen-
det. Es wurde eine relative Quantifizierung durchgefuhrt, bei der fur jede Probe zu-
satzlich zum untersuchten Gen die Expression eines konstant exprimierten Referenz-
genes bestimmt wurde. Dieses Gen (hier rp/13) wurde unter mehreren Kandidaten
mit Hilfe der geNorm-Software ausgewahlt. Des Weiteren wurde stets ein Kalibrator
mitgefuhrt, um die Laufe untereinander zu normalisieren. Um Unterschiede in den
Primer-Effizienzen zu berlcksichtigen, wurde deren Effizienz bestimmt und mittels
der LCS480 1.5.0.39-Software jeweils angeglichen. Zur Vermeidung von falsch-
positiven Effekten durch Verunreinigungen mit genomischer DNA wurde die Spezifi-
tat der gebildeten Produkte Uberprift. Dies erfolgte durch die Verwendung Intron-
Uberspannender Primer fur das Referenzgen rp/13 (und soweit mdglich auch fur
weitere Gene). Uber eine Schmelzkurven-Analyse konnten auf diese Weise abwei-
chende Produkte identifiziert werden. Alle Ergebnisse der gqRT-PCR sind als Mittel-
werte und deren Standardfehler (SEM) dargestellt. Die statistische Auswertung
wurde unter Verwendung der GraphPad Prism 5.03-Software durchgefuhrt. Zur Be-
stimmung der Signifikanz der Unterschiede wurden die Daten zunachst unter Ver-
wendung der Funktion y=log(y+0,5) transformiert und anschlieRend mittels 2-sample
2-sided t-Test analysiert. Unterschiede mit p<0,05 wurden als signifikant ange-

nommen.
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3 Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, die Relevanz der Asthma-Suszeptibilitats-
gene ORMDL3, STAT3 und STAT6 mit Hilfe des Modellorganismus Drosophila

melanogaster festzustellen.

3.1 Die funktionelle Relevanz von ORMDL in den Atemwegen von Drosophila
melanogaster

Das Homolog des Asthma-Suszeptibilitatsgens ORMDL3 bei Drosophila ist ormdl,
der in diesem Fall einzige Vertreter der ORMDL-Proteine. Bei Saugetieren gibt es
zusatzlich ORMDL1 und ORMDL2.

Aufgrund des Asthma assoziierten Einzelnukleotid-Polymorphismus von ORMDL3
wird das Gen verstarkt exprimiert*>?°. Daher sollte insbesondere die funktionelle
Relevanz einer ormdl-Uberexpression im Atemwegsepithel von Drosophila unter-
sucht werden. Hierflr wurde eine UAS-ORMDL-Fliegenlinie erstellt (Abschnitt 2.2.1),
die anschlieRend zur Uberexpression von ormdl in verschiedenen Geweben verwen-

det werden konnte.

3.1.1 OrmdI-Uberexpression erhoht die Stressantwort des Atemwegsepithels
3.1.1.1 OrmdI-Uberexpression in den adulten Tracheen verstirkt die Morbiditit

infolge von Zigarettenrauch

322 mit Asthma besteht eine

h45

Neben der generellen Assoziation von ORMDL
Asthma-relevante Assoziation des Gens mit Zigarettenrauch™. Da Zigarettenrauch
zudem einen der wichtigsten Risikofaktoren fur die Entwicklung von Asthma dar-
stellt’®, sollte der Einfluss einer Uberexpression von ormdl in den Atemwegen
(Tracheen) auf die Morbiditat infolge von Zigarettenrauch untersucht werden.

HierfUr wurden adulte Fliegen verwendet, in deren Atemwegen ormdl unter Verwen-
dung des Tracheen-spezifischen PPK4-Gal4-Treibers Uberexprimiert wurde. Als
Kontrolle dienten Fliegen, in denen anstelle des UAS-ORMDL-Konstrukts die Wild-

typ-Linie w'"®

eingekreuzt wurde. Die Fliegen wurden unter Verwendung eines dafur
etablierten Versuchsaufbaus (Abbildung 5) taglich dem Rauch einer Zigarette ausge-
setzt. Die erhdhte Expression von ormd! in den Tracheen der Fliegen hatte starke
Auswirkungen auf das Uberleben der mit Rauch behandelten Fliegen (Abbildung 6).
So wiesen diese Fliegen eine signifikant verkurzte Lebensdauer auf, wobei sich erste

deutliche Auswirkungen der Behandlung mit Zigarettenrauch auf das Uberleben bei
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diesem Modell nach etwa 15 Tagen zeigten. Die verminderte Uberlebensrate der
PPK4-Gal4xUAS-ORMDL Fliegen war dabei ausschlie3lich im Zeitraum von 20 bis
40 Tagen zu beobachten.
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O PPK4-Gal4xUAS-ORMDL ® PPK4-Gal4xUAS-ORMDL

Abbildung 6: OrmdI-Uberexpression in den adulten Tracheen verstirkt die Morbiditit infolge
von Zigarettenrauch

Dargestellt ist ein Vergleich der Uberlebensraten von Kontroll-Fliegen (PPK4-Ga|4XW1118) und Fliegen
mit erhdhter trachealer ormdl-Expression (PPK4-Gal4xUAS-ORMDL) ohne weitere Behandlung bzw.
nach der Behandlung mit Zigarettenrauch. Unbehandelte Fliegen sind mit weil3 gefiillten Symbolen
dargestellt, mit Zigarettenrauch behandelte Fliegen mit farbig gefiillten Symbolen. Mannliche Fliegen,
die innerhalb eines Zeitraumes von 24 h geschliipft waren, wurden ab einem Alter von 6 Tagen taglich
dem Rauch einer Zigarette ausgesetzt. Daten aus drei unabhangigen Experimenten wurden
zusammengefasst, hierbei gilt: PPK4-Galdxw''"®, unbehandelt: n=171, PPK4-Gal4xUAS-ORMDL,
unbehandelt: n=151, PPK4-Gal4x"'""®, mit Zigarettenrauch behandelt: n=143, PPK4-Gal4xUAS-
ORMDL, mit Zigarettenrauch behandelt: n=136. Die Signifikanz der Unterschiede zwischen mit
Zigarettenrauch behandelten Fliegen wurde unter Verwendung des Gehan-Breslow-Wilcoxon-Tests
ermittelt. **:p<0,01.
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3.1.1.2 OrmdI-Uberexpression in den larvalen Tracheen verstirkt die Hypoxie-
Antwort

Nachdem eine erhohte Ormdl-Expression in den adulten Tracheen einen starken Ef-

fekt auf die Morbiditat infolge von Zigarettenrauch zeigte, sollte anschlielend der

Einfluss von ORMDL hinsichtlich der Reaktion auf einen weiteren Stressfaktor,

Hypoxie, untersucht werden. Dieser Stressfaktor hat Relevanz bei Asthma, denn dort

t127,128

ist die Antwort auf hypoxischen Stress verstark . Im verwendeten Versuchs-

aufbau wurde sich zunutze gemacht, dass Drosophila Larven, die unter Sauerstoff-

°® wahrend das Me-

mangel leiden, dem Medium bereits nach Minuten entfliehen'?
dium normalerweise von den Larven ausschliellich zur Einleitung der Verpuppung
verlassen wird. Der prozentuale Anteil von Larven, die sich aul3erhalb des Mediums
befinden, lasst daher Ruckschlisse auf die Empfindlichkeit gegenlber Sauerstoff-
mangel zu'". Fiir diesen Versuch wurden die in Abschnitt 3.1.1.1 beschrieben Kreu-
zungen verwendet. Die Larven wurden unter Nutzung einer luftdichten Kammer

hypoxischen Bedingungen (4-5 % O;) ausgesetzt und die Anzahl der Larven
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Abbildung 7: Ormdi-Uberexpression in den larvalen Tracheen verstirkt die Hypoxie-Antwort
Dargestellt ist ein Vergleich der Hypoxie-Antwort von Kontroll-Larven (PPK4-Galdxw''"®) und Larven
mit erhdhter trachealer ormdl-Expression (PPK4-Gal4dxUAS-ORMDL). L3-Larven wurden in frisches,
aufgelockertes Drosophila-Kulturmedium Ubertragen. Nach einer kurzen Akklimatisierungsphase
wurde die Sauerstoffsattigung in einer luftdichten Kammer auf 4-5 % O, reduziert. 4 unabhéangige
Experimente, jeweils n=30 pro Ansatz. Es sind die Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) dar-
gestellt. Die Normalverteilung der Daten wurde mit Hilfe von GraphPad InStat (GraphPad, USA) be-
statigt. Die Signifikanz der unterschiedlichen Hypoxie-Antworten zwischen den untersuchten Gruppen
wurde unter Verwendung des 2-way ANOVA-Tests bestimmt. ***:p<0,001.
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aulRerhalb des Mediums wurde dokumentiert. Larven mit einer erhohten Expression
von ormd/ in den Tracheen zeigten dabei ein verstarktes Verlassen des Mediums als
Reaktion auf die Hypoxie (Abbildung 7). Besonders ausgepragt war dieser
Unterschied in den ersten 20 min.

Die veranderte Hypoxie-Antwort bei Larven mit einer erhéhten Expression von ormal
in den Tracheen wurde anschlieRend ausflhrlicher untersucht, indem die zugrunde

liegenden molekularen Mechanismen analysiert wurden. Da die Integritat des Atem-

t130

wegsepithels von entscheidender Bedeutung flr den Gasaustausch ist ™, wurde die

Struktur der Zellverbindungen der larvalen Tracheen untersucht. Die beim Menschen

J105

vorhandenen und fir die Asthma-Pathogenese bedeutenden T gibt es bei

Drosophila nicht. Stattdessen sind hier Spot Adherens Junctions (SAJ), Zonula Adhe-

rens (ZA), Gap Junctions, Hemiadherens Junctions (HAJ) und plated and smooth

DAPI anti-Coracle DAPI + anti-Coracle

Abbildung 8: OrmdI-Uberexpression hat keinen Einfluss auf die Struktur der Septate Junctions
Dargestellt ist ein Vergleich der Immunfarbung des Coracle-Proteins zwischen Kontroll-Larven (PPK4-
Gal4xw'""®) und Larven mit erhohter trachealer ormdl-Expression (PPK4-Gal4xUAS-ORMDL). Coracle
ist ein Protein der SJ und wurde verwendet, um deren Struktur nachzuweisen. L3-Larven wurden
geoffnet, das Gewebe fixiert und anschlieRend mit dem anti-Coracle-Antikérper, gefolgt von einem
sekundaren, Fluoreszenz-markierten Antikérper gefarbt (griin). Zur Markierung der DNA der Zellkerne
wurde der Farbstoff DAPI (blau) verwendet. Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen von n>17
Tracheen.

PPK4-Galdxw'®

PPK4-Gal4x
UAS-ORMDL
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Septate Junctions (SJ) zu finden™', wobei letztere bei Drosophila die Funktion der
humanen TJ iibernehmen. Die Struktur dieser SJ wurde mittels Immunhistochemie
untersucht, allerdings waren keine Unterschiede zwischen Tracheen mit erhdhter
ormdl-Expression und Kontrollen zu beobachten (Abbildung 8).

Um an der erhéhten Hypoxie-Antwort beteiligte Prozesse und Signalwege zu finden,
wurde eine Analyse des Genexpressionprofils durchgefuhrt. Die bioinformatische
Analyse dieses Profils zeigte keine signifikante Anreicherung der Regulierung von

Genen, die mit bestimmten Signalwegen assoziiert werden. Eine funktionelle

Morphogenese und
Entwicklung
(75 Gene)

Metabolismus
(114 Gene)

sonstige

(67 Gene) Stressantwort

|7 (18 Gene)

"\ Perzeption und

Signaltransduktion Verhalten (27 Gene)

(60 Gene)
/ Organisation des
o Zytoskeletts (28 Gene)
Transkription und
Translation (48 Gene)

Abbildung 9: Funktionelle Zusammenfassung der Gen-Ontologie-Funktionsklassen mit
Anreicherung von assoziierten Genen durch ormdi-Deregulierung bei der Hypoxie-Antwort in
den Tracheen

Dargestellt ist ein Vergleich von Hypoxie-behandelten, ormdl Uberexprimierenden Tracheen (PPK4-
Gal4xUAS-ORMDL) zu Hypoxie-behandelten Kontrolltracheen (PPK4-Gal4xw'''®). Hierbei sind die
Gen-Ontologie-Funktionsklassen, bei deren assoziierten Genen eine Anreicherung der Regulierung
vorlag, funktionell in Kategorien zusammengefasst. L3-Larven wurden in frisches, aufgelockertes
Drosophila-Kulturmedium Ubertragen. Nach einer kurzen Akklimatisierungsphase wurde die
Sauerstoffsattigung in einer luftdichten Kammer auf 4-5 % O, reduziert. Nach 4 h wurden die Tra-
cheen isoliert und deren RNA wurde in cDNA umgeschrieben und amplifiziert. Es folgte die Umschrei-
bung in cRNA und deren Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen. Die Proben wurden auf einem Mikro-
array hybridisiert und dieser anschlie3end unter Verwendung der GenePix Pro 6- und der Acuity 4.0-
Software ausgewertet. Hierbei wurden Mikroarrays aus drei unabhangigen biologischen Replikaten
normalisiert und diejenigen Gene bestimmt, die bei mindestens zwei der unabhangigen biologischen
Replikate >1,5-fach hoch- oder herunterreguliert waren. Diese Gene wurden unter Verwendung von
DAVID'?*"'?® hinsichtlich einer Anreicherung der Regulierung von mit bestimmten Signalwegen und
Gen-Ontologie-Funktionsklassen assoziierten Genen analysiert. Jene Gene, die in nicht Hypoxie-be-
handelten, ormd/ Gberexprimierenden Tracheen im Vergleich zu nicht Hypoxie-behandelten Kontroll-
Tracheen reguliert waren, wurden dabei nicht bertcksichtigt.
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Abbildung 10: Modulation der UPR und des dTOR/PI3K-Signalweges bei der Hypoxie-Antwort
durch ormdI-Uberexpression

Dargestellt ist ein Vergleich der Hypoxie-Antwort zwischen Tracheen aus Kontroll-Larven (PPK4-
Gal4xw'""®) und aus Larven mit erhohter trachealer ormdi-Expression (PPK4-Gal4xUAS-ORMDL). L3-
Larven wurden in frisches, aufgelockertes Drosophila-Kulturmedium Ubertragen. Nach einer kurzen
Akklimatisierungsphase wurde die Sauerstoffsattigung in einer luftdichten Kammer auf 4-5 % O, redu-
ziert. Nach 4 h wurden die Tracheen isoliert, deren RNA in cDNA umgeschrieben und diese mittels
gRT-PCR analysiert (3 unabhangige Experimente, jeweils n=30 pro Ansatz). Es sind die Mittelwerte
und deren Standardfehler (SEM) dargestellt. Die Signifikanz der Unterschiede zwischen folgenden
Gruppierungen wurde bestimmt: (a) Kontroll-Larven, unbehandelt gegen Hypoxie-behandelt, (b) Lar-
ven mit erhdhter trachealer ormdl-Expression, unbehandelt gegen Hypoxie-behandelt, (c) Kontroll-
Larven gegen Larven mit erhohter trachealer ormdl-Expression, unbehandelt und (d) Kontroll-Larven
gegen Larven mit erhohter trachealer ormdI-Expression, Hypoxie-behandelt. Hierflir wurden die Daten
zunachst unter Verwendung der Funktion y=log(y+0,5) transformiert und anschlieRend unter Verwen-
dung des 2-sample 2-sided t-Tests analysiert. *:p<0,05, **:p<0,01, ***:p<0,001. Analysierte Daten-
gruppierungen ohne Angabe von Sternen sind nicht signifikant unterschiedlich. (A) Analyse der UPR-
Zielgene hsc3, inos und xbp1 sowie des Spleilkens von xbp1. (B) Analyse der dTOR/PI3K-Zielgene
ash2 und CG3071.
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Zusammenfassung der Kategorien der Gen-Ontologie-Funktionsklassen, bei deren
assoziierten Genen eine Anreicherung der Regulierung vorlag, ist in Abbildung 9
dargestellt. Den groften Anteil nehmen hierbei Gen-Ontologie-Funktionsklassen des
Metabolismus ein. Auch die Regulierung von Genen der Gen-Ontologie-Funktions-
klassen von Entwicklungsprozessen, Signaltransduktion, Transkription und Transla-
tion, der Organisation des Zytoskeletts, von Perzeption und Verhalten sowie der
Stressantwort war signifikant angereichert.

Weiterfuhrend wurde die Expression von Zielgenen zweier Signalwege, die mit der
Hypoxie-Antwort assoziiert werden, untersucht. In diesem Fall handelt es sich um die
UPR (s. Abschnitt 1.1.2.1) und den Drosophila Target of rapamycin
(dTOR)/Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)-Signalweg. Der dTOR/PI3K-Signalweg ist
an der Regulation einer Vielzahl zellularer Prozesse wie Wachstum, Differenzierung,
Uberleben, Proliferation, Migration, Phagozytose und der Produktion von Zytokinen
beteiligt'*'™*. Auch bei der Stressantwort™, speziell als Reaktion auf hypoxische
Bedingungen'®, ist der Signalweg von Bedeutung.

Bereits unter nicht-hypoxischen Bedingungen waren sowohl die Expression dreier
UPR-Zielgene (heat shock protein cognate 3 (hsc3), myo-inositol-1-phosphate-syn-
thase (inos), x-box binding protein 1 (xbp1), Abbildung 10A) als auch die Expression
zweier dTOR/PI3K-Zielgene™® (absent, small, or homeotic discs 2 (ash2), CG3071,
Abbildung 10B) signifikant reguliert. Das Auftreten der gesplei3ten Form der xbp1-
MRNA (xbp1s), eines Markers fur die Aktivierung der UPR (s. Abschnitt 1.1.2.1 und
Abbildung 3), war unverandert (Abbildung 10A). Bei Kontrolltieren erfolgte bei der
Mehrheit der Zielgene (nicht im Fall von hsc3) eine transkriptionelle Reaktion auf die
Hypoxie und auch das Spleilen der xbp7-mRNA (xbp1s) war verstarkt. Im Gegen-
satz hierzu konnte bei Larven mit erhohter trachealer ormd/-Expression, mit Aus-
nahme von hsc3, keine signifikant veranderte Transkriptionsantwort der untersuchten

Gene gefunden werden.

3.1.2 OrmdI-Uberexpression moduliert die Menge von mehreren Lipiden in den
larvalen Tracheen

Im vorherigen Abschnitt 3.1.1.2 wurde eine Modulation der Expression von UPR-

Zielgenen durch ORMDL in den larvalen Tracheen gezeigt. Ein mdglicher Mecha-

nismus, der die UPR aktivieren kann, sind Stérungen bei der Lipidhomdostase (s.

Abschnitt 1.1.2.1). Des Weiteren ist ORMDL als Inhibitor der Sphingolipid-
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Abbildung 11: OrmdI-Uberexpression moduliert die Lipid-Abundanz in den larvalen Tracheen
Dargestellt ist ein Vergleich der relativen Lipidanteile zwischen Tracheen aus Kontroll-Larven (PPK4-
Gal4xw'""®) und aus Larven mit erhohter trachealer ormdl-Expression (PPK4-Gal4xUAS-ORMDL).
Tracheen aus 60 L3-Larven wurden homogenisiert und anschliefend auf eine identische Gesamt-
Proteinkonzentration eingestellt. Im Folgenden wurden die Proben durch die Kooperationspartner
Nicole Zehethofer und PD Dr. Buko Lindner weiterflihrend verarbeitet. Die Lipide wurden mit der Bligh-
Dyer-Methode125 isoliert und die Lipidkonzentrationen mittels NP-HPLC-MS bestimmt. Die Analyse
erfolgte unter Verwendung der Bruker's Data Analysis 3.2 sowie der LiplD-Software'®. Die Lipid-
mengen wurden auf PC 36:2 normalisiert (>3 unabhangige Experimente, jeweils n=60 pro Ansatz). Es
sind die Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte
mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests. *:p<0,05, Datengruppierungen ohne Angabe von Sternen sind
nicht signifikant unterschiedlich. (A) Vergleich des Anteils der Lipidklassen Cer-PE, PC, Cer, LPE, PG,
FA, Pl, PE und LPC in Kontrolltracheen und Tracheen mit erhdéhter ormdl-Expression. (B) Vergleich
der relativen Anteile signifikant durch ormdl-Uberexpression veranderter Lipide.
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Synthese beschrieben, der abhingig von dem Ceramid-Vorkommen agiert**"*" und
in asthmatischen Atemwegen ist das Vorkommen von Ceramiden erhoht®. Die Syn-
these der Ceramide kann als Antwort auf Stress oder Apoptose induziert werden®®.
Hieraus ergab sich die Fragestellung, ob eine ormdl-Uberexpression Einfluss auf die
Lipid-Zusammensetzung der Atemwege hat. Dies wurde im Rahmen einer Koopera-
tion mit Nicole Zehethofer und PD Dr. Buko Lindner (FZB) untersucht. Folgende
Lipidklassen wurden dabei analysiert: Ceramide (Cer), Ceramid-Phosphoethanol-
amine (Cer-PE), Diacylglycerole (DAG), Fettsauren (FA), Hexa-Ceramide (HexCer),
Lysophosphatidylcholine (LPC), Lysophosphatidylethanolamine (LPE), Phosphatidyl-
choline (PC), Phosphatidylcholin-Plasmalogene (pPC), Phosphatidylethanolamine
(PE), Phosphatidylethanolamin-Plasmalogene (pPE), Phosphatidylglycerole (PG),
Phosphatidylinositole (Pl), Phosphatidylserine (PS), Sphingomyeline (SM) und Tria-
cylglycerole (TAG). Zunachst wurde der Anteil der Lipidklassen mittels NP-HPLC-MS
bestimmt. Dabei wurden in den larvalen Tracheen Cer, Cer-PE, FA, LPC, LPE, PC,
PE, PG und PI detektiert. Eine erhdhte Expression von ormdl in den larvalen
Tracheen hatte eine erhohte Menge an LPC zur Folge, auf das Vorkommen der wei-
teren vorgenannten Lipidklassen nahm sie jedoch keinen Einfluss (Abbildung 11A).
Innerhalb der Lipidklassen waren zudem verschiedene Lipide aufgrund der erhéhten
ormdl-Expression signifikant verandert. Dies waren Cer 34:2, Cer 36:2, LPC 18:2,
LPE 16:0, LPE 20:1 und Cer-PE 36:2 (Abbildung 11B).

3.1.3 Ormdi-Deregulierung moduliert Entwicklungs-, Stress- und Reparatur-
assoziierte Prozesse und Signalwege in den Tracheen

Zur Ermittlung weiterer durch ORMDL modulierter Prozesse und Signalwege wurden
Mikroarray basierte Analysen des Genexpressionprofils durchgefuhrt. Hierbei wurden
zusatzlich zu Tracheen mit erhohter ormdl-Expression (PPK4-Gal4xUAS-ORMDL)
Tracheen mit reduzierter ormdl-Expression (PPK4-Gal4xUAS-ORMDL-RNAI) ver-
wendet, um ein umfassenderes Bild zu erhalten.

Eine funktionelle Zusammenfassung der Kategorien der Gen-Ontologie-Funktions-
klassen, bei deren assoziierten Genen eine Anreicherung der Regulierung vorlag, ist
in Abbildung 12 dargestellt. Nahezu die Halfte dieser Gen-Ontologie- Funktions-
klassen war mit der Morphogenese und der Entwicklung assoziiert. Die weiteren
Gen-Ontologie-Funktionsklassen, bei deren assoziierten Genen eine Anreicherung
der Regulierung vorlag, standen im Wesentlichen in Zusammenhang mit Metabolis-

mus, Transkription und Translation, Membran und ECM, Regulierung von Lokalisie-
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rung und Transport, Signaltransduktion, Proteolyse, zellularer Homdostase, Zell-
zyklus und Stressantwort. Zusatzlich war bei vier Signalwegen die Regulierung
assoziierter Gene in den Tracheen mit ormd/-Deregulierung signifikant angereichert:
Whnt-, Notch-, Epidermal growth factor receptor (EGFR)- und dTOR/PI3K.

Bei der angewandten Form der bioinformatischen Analyse von der Anreicherung der
Regulierung von mit bestimmten Signalwegen und Gen-Ontologie-Funktionsklassen
assoziierten Genen wird davon ausgegangen, dass die Anreicherung eine Regula-
tion wiederspiegelt. Die Identitat der einzelnen Gene und die Starke ihrer Expression
sind in Abbildung 13A (Wnt-Signalweg), Abbildung 14A (Notch- Signalweg),

Morphogenese und
Entwicklung (695 Gene)

Stressantwort
(16 Gene)

/ Zellzylus (19 Gene)

zellulare Homoostase

(28 Gene)

N
Q Proteolyse (38 Gene)
Signaltrans-

Metabolismus
(298 Gene)

Transkriptionund _— duktion (57 Gene)
Translation (106 Gene) .
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Abbildung 12: Funktionelle Zusammenfassung der Gen-Ontologie-Funktionsklassen mit Anrei-
cherung von assoziierten Genen durch ormdi-Deregulierung in den Tracheen

Dargestellt ist ein Vergleich von ormdi-liberexprimierenden Tracheen (PPK4-Gal4xUAS-ORMDL) und
Tracheen mit reduzierter ormdl-Expression (PPK4-Gal4xUAS-ORMDL-RNAIi) zu Kontrolltracheen
(PPK4-Gal4xw''"®). Hierbei sind die Gen-Ontologie-Funktionsklassen, bei deren assoziierten Genen
eine Anreicherung der Regulierung vorlag, funktionell in Kategorien zusammengefasst. RNA aus
Tracheen aus 30 L3-Larven wurde in cDNA umgeschrieben und amplifiziert. Es folgte die Umschrei-
bung in cRNA und die Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen. Die Proben wurden auf einem Mikro-
array hybridisiert und dieser anschlielend unter Verwendung der GenePix Pro 6- und der Acuity 4.0-
Software ausgewertet. Hierbei wurden Mikroarrays aus drei unabhangigen biologischen Replikaten
normalisiert und diejenigen Gene bestimmt, die bei mindestens zwei der unabhangigen biologischen
Replikate >1,5-fach hoch- oder herunterreguliert waren. Diese Gene wurden unter Verwendung von
DAVID'?*"'?® hinsichtlich signifikant angereicherter Signalwege und Gen-Ontologie-Funktionsklassen
analysiert. Dargestellt ist eine Zusammenfassung der signifikant angereicherten Gen-Ontologie-
Funktionsklassen in unterschiedlichen Kategorien.
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Abbildung 15A (EGFR-Signalweg) und Abbildung 16A (dTOR/PI3K-Signalweg) dar-
gestellt. Diese Gene spielen als Grundlage bei der Analyse von Signalwegen und
Gen-Ontologie-Funktionsklassen individuell eine sekundare, untergeordnete Rolle
und sollen aus diesem Grund nicht im Einzelnen beschrieben werden. Generell zu
beachten ist hierbei, dass einzelne Gene mit mehreren Signalwegen assoziiert sein
konnen, was die Tatsache reflektiert, dass Signalwege oft miteinander verknupft sind
und interagieren. Zur Prufung der aufgrund der Anreicherung von assoziierten Genen
angenommenen Regulierung der Signalwege wurde erganzend zu jedem der vier
Signalwege die Expression von Zielgenen mittels gRT-PCR untersucht.

Zur Analyse des Wnt-Signalweges wurden die Zielgene engrailed (en)'®®, frizzled
(fz)"*° und nemo'*® verwendet. En kodiert einen Transkriptionsfaktor™', fz den Re-

zeptor des Wnt-Signalweges'®

und nemo eine dem Frizzled-Rezeptor nachge-
schaltete Serin/Threoninkinase'’. Wahrend fiir en und nemo keine signifikante
Regulierung durch eine erhdhte oder reduzierte ormdl-Expression erfolgte, war fir fz
in beiden Fallen eine erhdhte Expression zu beobachten (Abbildung 13B).

Auch die untersuchten Zielgene des Notch-Signalweges wiesen ein unter-
schiedliches Expressionsprofil auf (Abbildung 14B). Hier wurden die Zielgene numb,
amun und delta (dl) analysiert. Diese Zielgene wurden mit Hilfe von Mikroarray-Ana-
lysen ausgewahlt und mittels gqRT-PCR verifiziert (Daten nicht gezeigt). Numb ist ein
Negativregulator des Notch-Signalweges bei Entwicklungsvorgangen'*?, Amun ein

* und Delta ist der Ligand des Notch-Signalweges'*.

transkriptioneller Modulator™
Das Gen numb war durch die veranderte ormdl-Expression nicht reguliert, amun
wurde durch erhéhte und reduzierte ormdI-Expression gleichermalen stark herunter-
reguliert und d/ wurde bei einer verringerten ormdl-Expression reduziert exprimiert.
Die EGFR- (Abbildung 15B) und dTOR/PI3K-Zielgene (Abbildung 16B) wiesen ein
einheitlicheres Expressionsprofil auf. Im Zusammenhang mit dem EGFR-Signalweg
wurden die Zielgene achaete (ac), Coracle (cora) und spitz (spi) analysiert. Wie auch
die Notch-Zielgene wurden die EGFR-Zielgene mit Hilfe von Mikroarray-Analysen
ausgewahlt und mittels qRT-PCR verifiziert (Daten nicht gezeigt). Achaete ist ein
Transkriptionsfaktor'*® und Spitz ein Ligand des EGFR-Signalweges'*®, Coracle ein
Negativregulator des EGFR- Signalweges und zugleich ein wichtiger struktureller und

147
J

funktioneller Bestandteil der SJ™'. Diese EGFR-Zielgene wurden im Falle einer

ormdl-Deregulierung reduziert exprimiert. Obwohl eine reduzierte Expression im Falle
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Abbildung 13: Modulation des Wnt-Signalweges durch ormdi-Deregulierung in den Tracheen
(A) Dargestellt sind Gene, die mit dem Wnt-Signalweg assoziiert sind und die in ormd/ Uber-
exprimierenden Tracheen (PPK4-Gal4xUAS-ORMDL) und Tracheen mit reduzierter ormdI-Expression
(PPK4-Gal4xUAS-ORMDL-RNAI) im Vergleich zu Kontrolltracheen (PPK4-Gal4xw'""®) reguliert waren.
RNA aus Tracheen aus 30 L3-Larven wurde in cDNA umgeschrieben und amplifiziert. Es folgte die
Umschreibung in cRNA und die Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen. Die Proben wurden auf einem
Mikroarray hybridisiert und dieser anschlieRend unter Verwendung der GenePix Pro 6- und der Acuity
4.0-Software ausgewertet. Es sind die Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) aus drei unabhan-
gigen biologischen Replikaten dargestellt.

(B) Es ist die Analyse von drei Zielgenen des Wnt-Signalweges dargestellt. Tracheen mit erhohter
(PPK4-Gal4xUAS-ORMDL) und reduzierter ormdl-Expression (PPK4-Gal4xUAS-ORMDL-RNAI) sowie
Kontrolltracheen (PPK4-Galdxw''"®) wurden isoliert, deren RNA in cDNA umgeschrieben und diese
mittels gRT-PCR analysiert (5 unabhangige Experimente, jeweils n=30 pro Ansatz). Es sind die Mittel-
werte und deren Standardfehler (SEM) dargestellt. Zur Bestimmung der Signifikanz der Unterschiede
wurden die Daten zunachst unter Verwendung der Funktion y=log(y+0,5) transformiert und an-
schliefend mittels 2-sample 2-sided t-Tests analysiert. n.s.: nicht signifikant, *:p<0,05, **:p<0,01.
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Abbildung 14: Modulation des Notch-Signalweges durch ormdI-Deregulierung in den Tracheen
(A) Dargestellt sind Gene, die mit dem Notch-Signalweg assoziiert sind und die in ormd! Uber-
exprimierenden Tracheen (PPK4-Gal4xUAS-ORMDL) und Tracheen mit reduzierter ormdl-Expression
(PPK4-Gal4xUAS-ORMDL-RNAI) im Vergleich zu Kontrolltracheen (PPK4-Galdxw''"®) reguliert waren.
RNA aus Tracheen aus 30 L3-Larven wurde in cDNA umgeschrieben und amplifiziert. Es folgte die
Umschreibung in cRNA und die Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen. Die Proben wurden auf einem
Mikroarray hybridisiert und dieser anschlieBend unter Verwendung der GenePix Pro 6- und der Acuity
4.0-Software ausgewertet. Es sind die Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) aus drei unabhan-
gigen biologischen Replikaten dargestellt.

(B) Dargestellt ist die Analyse von Zielgenen des Notch-Signalweges. Tracheen mit erhéhter und re-
duzierter ormdI-Expression sowie Kontrolltracheen wurden isoliert, ihre RNA in cDNA umgeschrieben
und diese mittels gqRT-PCR analysiert (5 unabhangige Experimente, n=30 pro Ansatz). Es sind die
Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) dargestellt. Zur Bestimmung der Signifikanz der Unter-
schiede wurden die Daten zunachst unter Verwendung der Funktion y=log(y+0,5) transformiert und
anschlieRend mittels 2-sample 2-sided t-Tests analysiert. n.s.: nicht signifikant, ***:p<0,001.
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Abbildung 15: Modulation des EGFR-Signalweges durch ormdi-Deregulierung in den Tracheen
(A) Dargestellt sind Gene, die mit dem EGFR-Signalweg assoziiert sind und die in ormdl Uber-
exprimierenden Tracheen (PPK4-Gal4xUAS-ORMDL) und Tracheen mit reduzierter ormdl-Expression
(PPK4-Gal4xUAS-ORMDL-RNAI) im Vergleich zu Kontrolltracheen (PPK4-Gal4xw'""®) reguliert waren.
RNA aus Tracheen aus 30 L3-Larven wurde in cDNA umgeschrieben und amplifiziert. Es folgte die
Umschreibung in cRNA und die Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen. Die Proben wurden auf einem
Mikroarray hybridisiert und dieser anschlieBend unter Verwendung der GenePix Pro 6- und der Acuity
4.0-Software ausgewertet. Es sind die Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) aus drei unabhan-
gigen biologischen Replikaten dargestellt.

(B) Dargestellt ist die Analyse von Zielgenen des EGFR-Signalweges. Tracheen mit erhéhter und
reduzierter ormdI-Expression sowie Kontrolltracheen wurden isoliert, ihre RNA in cDNA umgeschrie-
ben und diese mittels qRT-PCR analysiert (5 unabhangige Experimente, n=30 pro Ansatz). Es sind
die Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) dargestellt. Zur Bestimmung der Signifikanz der
Unterschiede wurden die Daten zunachst unter Verwendung der Funktion y=log(y+0,5) transformiert
und anschlieend mittels 2-sample 2-sided t-Tests analysiert. n.s.: nicht signifikant, *:p<0,05,
***:p<0,001.

relative Expression
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Abbildung 16: Modulation des dTOR/PI3K/Akt-Signalweges durch ormdI-Deregulierung in den
Tracheen

(A) Dargestellt sind Gene, die mit dem dTOR/PI3K/Akt-Signalweg assoziiert sind und die in ormd|
Uberexprimierenden Tracheen (PPK4-Gal4xUAS-ORMDL) und Tracheen mit reduzierter ormdl-Ex-
pression (PPK4-Gal4xUAS-ORMDL-RNAI) im Vergleich zu Kontrolltracheen (PPK4-Gal4xw'""®) regu-
liert waren. RNA aus Tracheen aus 30 L3-Larven wurde in cDNA umgeschrieben und amplifiziert. Es
folgte die Umschreibung in cRNA und die Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen. Die Proben wurden
auf einem Mikroarray hybridisiert und dieser anschliefiend unter Verwendung der GenePix Pro 6- und
der Acuity 4.0-Software ausgewertet. Es sind die Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) aus drei
unabhangigen biologischen Replikaten dargestellt.

(B) Dargestellt ist die Analyse von Zielgenen des dTOR/PI3K/Akt-Signalweges. Tracheen mit erhdhter
und reduzierter ormdI-Expression sowie Kontrolltracheen wurden isoliert, ihre RNA in cDNA umge-
schrieben und diese mittels qRT-PCR analysiert (5 unabhangige Experimente, n=30 pro Ansatz). Es
sind die Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) dargestellt. Zur Bestimmung der Signifikanz der
Unterschiede wurden die Daten zunachst unter Verwendung der Funktion y=log(y+0,5) transformiert
und anschlieRend mittels 2-sample 2-sided t-Tests analysiert. **:p<0,01, ***:p<0,001.
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von cora nicht in allen Ansatzen signifikant war, konnte auch hier eine entsprechende
Tendenz beobachtet werden. Dartber hinaus wurden die dTOR/PI3K-Zielgene ash2
und CG3071'° bei einer veranderten ormdl-Expression signifikant verstérkt

exprimiert.

3.2 Die funktionelle Relevanz von ORMDL im Darm von Drosophila
melanogaster

Neben einer Assoziation von ORMDL3 mit Asthma konnte auch eine Assoziation mit

anderen Krankheiten wie IBD**®"®® gezeigt werden. Asthma und die IBD Morbus

Crohn haben viele Gemeinsamkeiten (Tabelle 1) und Drosophila ist ein bereits

etabliertes IBD-Modell'*®. Aus diesem Grund sollten die funktionelle Bedeutung von

ORMDL auch im Darm von Drosophila melanogaster untersucht werden.

3.2.1 OrmdiI-Uberexpression erhoht die durch Natrium-Dextransulfat induzierte
Morbiditat
In den Tracheen wurde im vorangegangenen Abschnitt mit Hilfe von Mikroarray-
Analysen eine Modulation der Reparatur-assoziierten Signalwege Notch und EGFR
gezeigt. Im Gegensatz zu den Tracheen besitzt der Darm einen hohen Grundumsatz:
es wird davon ausgegangen, dass die intestinalen Zellen innerhalb von einer Woche
erneuert werden'*. Aus diesem Grund sollte der Einfluss von ORMDL auf die Erneu-
erung des Darmepithels untersucht werden. Hierfur wurde die Substanz DSS ge-
nutzt, da diese toxisch ist und eine Gewebeschadigung hervorrufen kann, die bei
Méausen eine Kolitis induziert™. Fliegen mit einer erhdhten ormdl-Expression in den
Enterocyten zeigten eine signifikant verringerte Lebensdauer nach oraler Verab-
reichung von DSS (Abbildung 17). Hierbei hatte die DSS-Behandlung bereits nach
etwa 5 Tagen einen Effekt auf die Lebensdauer und Unterschiede zwischen Fliegen
mit einer erhdhten ormdl-Expression in den Enterocyten und Kontrollfliegen waren
von Tag 5 bis 9 ersichtlich. 14 Tage uberlebte keine der mit DSS behandelten Flie-
gen, die Kontrollbehandlung hingegen zeigte innerhalb dieses Zeitraumes kaum

Effekte auf das Uberleben der Fliegen.



ERGEBNISSE | 52

100 —0—8-aieg@----- O-=0-=O=0=g==G==Po-uqy
< 804 -
2
© 601
7
o
ﬁ 40+
e
8
5 201
O L] L] L) L] L] L L Ll L L) L]
01 2 3 456 7 8 9 10 1 1213 14
Zeit [d]
Kontrollbehandlung DSS
O NP1-Galdxw'™ ® NP1-Galdxw'""

O NP1-Gal4xUAS-ORMDL @ NP1-Gal4xUAS-ORMDL

Abbildung 17: Ormdi-Uberexpression erhdht die Morbiditét infolge der Aufnahme von DSS
Dargestellt ist ein Vergleich der Uberlebensrate von Kontroll-Fliegen (NP1-Ga|4XW1118) und Fliegen mit
erhohter intestinaler ormdl-Expression (NP1-Gal4xUAS-ORMDL) ohne weitere Behandlung bzw. nach
der oralen Verabreichung von DSS. Unbehandelte Fliegen (Kontrollbehandlung: 5 %ige Glucose-L6-
sung) sind mit weil’ gefiillten Symbolen dargestellt, mit DSS behandelte Fliegen (3 % DSS in 5 %iger
Glucose-Lésung) mit farbig gefllliten Symbolen. Mannliche Fliegen, die innerhalb eines Zeitraumes
von 24 h geschlipft waren, wurden ab einem Alter von 6 Tagen verwendet. Die Fliegen wurden in
Fliegenréhrchen ohne Drosophila-Kulturmedium gehalten. Die Daten aus vier unabhangigen Experi-
menten wurden zusammengefasst, hierbei gilt: NP1-Galdxw''"®, Kontrollbehandlung: n=186, NP1-
Gal4xUAS-ORMDL, Kontrollbehandlung: n=190, NP1-Gal4xw''"®, DSS: n=182, PPK4-Gal4xUAS-
ORMDL, DSS: n=191. Die Signifikanz der Unterschiede zwischen mit DSS behandelten Fliegen wurde
unter Verwendung des Gehan-Breslow-Wilcoxon-Tests ermittelt. *:p<0,05.

3.2.2 Ormdi-Deregulierung moduliert Entwicklungs-, Stress- und Reparatur-
assoziierte Prozesse und Signalwege im Darm

Erganzend sollte herausgefunden werden, welche Prozesse und Signalwege im
Darm von ORMDL moduliert werden. Fur diese Untersuchungen wurden Mikroarray-
Analysen von Darmgewebe aus Kontrolllarven sowie aus Larven mit erhohter und
reduzierter intestinaler ormdl-Expression durchgefuhrt. Hierbei konnten die Gen-
Ontologie-Funktionsklassen, bei deren assoziierten Genen eine Anreicherung der
Regulierung vorlag, funktionell in elf Kategorien zusammengefasst werden: Morpho-
genese und Entwicklung, Signaltransduktion, Regulierung von Lokalisierung und
Transport, Proteolyse, Membran und ECM, Immun- und Stressantwort, Metabolis-
mus, Phagozytose, Adhasion, zellulare Homobostase sowie Faltung von Proteinen
(Abbildung 18).
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Zudem war bei zwei Signalwegen die Regulierung assoziierter Gene in den Darmen
mit ormdlI-Deregulierung signifikant angereichert: Notch und EGFR. Die in Darmen
mit erhohter und reduzierter ormdI-Expression regulierten und mit diesen Signal-
wegen assoziierten Gene sind in Abbildung 19 dargestellt. Erganzend zu den mit den
Signalwegen assoziierten Genen wurde zu diesen Signalwegen jeweils die Expres-
sion von Zielgenen analysiert (Abbildung 20). Fir den EGFR-Signalweg wurden die
Zielgene ac, cora und spi untersucht, fur den Notch-Signalweg amun, numb und dI.

Wahrend die Expression von cora durch eine deregulierte ormdI- Expression nicht

sonstige
(69 Gene)

Regulierung von
Lokalisierung
und Transport

Proteolyse
(67 Gene)

(77 Gene)
Membran
und ECM
(44 Gene) Signaltransduktion
Immun- und (78 Gene)
Stressantwort
(41 Gene)

Metabolismus Morphogenese und

Entwicklung
(39 Gene) 01 Gone)
E:,%agggt)ose / \ N Faltung von Proteinen
Adhision (15 Gene)
(23 Gene) zellulare
Homdbostase
(16 Gene)

Abbildung 18: Funktionelle Zusammenfassung der Gen-Ontologie-Funktionsklassen mit Anrei-
cherung von assoziierten Genen durch ormdI-Deregulierung im Darm

Dargestellt ist ein Vergleich von ormd/ Gberexprimierenden Darmen (NP1-Gal4xUAS-ORMDL) und
Darmen mit reduzierter ormdl-Expression (NP1-Gal4xUAS-ORMDL-RNAI) mit Kontrolldarmen (NP1-
Galaxw'""®). Hierbei sind die Gen-Ontologie-Funktionsklassen, bei deren assoziierten Genen eine
Anreicherung der Regulierung vorlag, funktionell in Kategorien zusammengefasst. RNA aus Darmen
von 15 L3-Larven wurde in ¢cDNA umgeschrieben und amplifiziert. Es folgte die Umschreibung in
cRNA und die Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen. Die Proben wurden auf einem Mikroarray hybri-
disiert und dieser anschlie3end unter Verwendung der GenePix Pro 6- und der Acuity 4.0-Software
ausgewertet. Hierbei wurden Mikroarrays aus drei unabhéngigen biologischen Replikaten normalisiert
und diejenigen Gene bestimmt, die bei mindestens zwei der unabhéngigen biologischen Replikate
>1,5-fach hoch- oder herunterreguliert waren. Diese Gene wurden unter Verwendung von DAVID'#'#
hinsichtlich einer Anreicherung der Regulierung von mit bestimmten Signalwegen und Gen-Ontologie-
Funktionsklassen assoziierten Genen analysiert.
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Abbildung 19: Modulation der Notch- und EGFR-Signalwege durch ormd/-Deregulierung im
Darm - regulierte und mit den Signalwegen assoziierte Gene

Dargestellt sind Gene, die mit den Notch- und EGFR-Signalwegen assoziiert sind und die in ormd/
Uberexprimierenden Darmen (NP1-GaldxUAS-ORMDL) und Darmen mit reduzierter ormd/-Expression
(NP1-Gal4xUAS-ORMDL-RNAI) im Vergleich zu Kontrolldarmen (NP1-Gal4xw''"®) reguliert waren.
RNA aus Darmen von 15 L3-Larven wurde in cDNA umgeschrieben und amplifiziert. Es folgte die
Umschreibung in cRNA und deren Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen. Die Proben wurden auf
einem Mikroarray hybridisiert und dieser anschlielend unter Verwendung der GenePix Pro 6- und der
Acuity 4.0-Software ausgewertet. Es sind die Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) aus drei
unabhangigen biologischen Replikaten dargestellt.
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Abbildung 20: Modulation der Notch- und EGFR-Signalwege durch ormd/-Deregulierung im
Darm - Analyse der Expression von Zielgenen

Es ist die Analyse von drei Zielgenen der EGFR- (A) und Notch-Signalwege (B) dargestellt. Darme mit
erhohter (NP1-GaldxUAS-ORMDL) und reduzierter ormdl-Expression (NP 1-Gal4xUAS-ORMDL-RNAI)
sowie Kontrolltracheen (NP1-Galdxw''"®) wurden isoliert, deren RNA in cDNA umgeschrieben und
diese mittels gRT-PCR analysiert (5 unabhangige Experimente, jeweils n=15 pro Ansatz). Es sind die
Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) dargestellt. Zur Bestimmung der Signifikanz der Unter-
schiede wurden die Daten zunachst unter Verwendung der Funktion y=log(y+0,5) transformiert und
anschlieBend mittels 2-sample 2-sided t-Tests analysiert. n.s.: nicht signifikant, **:p<0,01, ***:p<0,001

verandert war, waren die beiden EGFR-Zielgene ac und spi infolge der ormdl-
Deregulierung im Vergleich zu Kontrolldarmen signifikant reduziert. Eine ormdl-
Deregulierung veranderte Uberdies signifikant die Expression aller Notch-Zielgene:
das Gen numb wurde hochreguliert und die Gene amun und d/ herunter. Da ORMDL-
Proteine als Modulatoren der UPR beschrieben sind, wurde zusatzlich die
Expression von drei Zielgenen der UPR (hsc3, inos, xbp1) sowie das Splei’en von
xbp1 (xbp1s), einem Marker fir die Aktivierung der UPR, mittels gqRT-PCR unter-
sucht (Abbildung 21). Eine Deregulierung von ormd!/ im Darm hatte keinen Einfluss
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auf die Expression von inos und xbp1. Die Expression des Chaperon-Proteins hsc3

sowie das SpleiRen von xbp1 waren jedoch bei erhdhter wie auch bei reduzierter

ormdl-Expression signifikant verstarkt.

hsc3

1,917

1,01

0,51

relative Expression

0,0-

*%

xbp1

2,51
2,01
1,51
107
0,51

relative Expression
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Abbildung 21: Modulation der UPR durch ormdi-Deregulierung im Darm

Bl NP1-Galdxw"®
Bl NP1-GaldxUAS-ORMDL
Bl NP1-GaldxUAS-ORMDL-RNAI

Es ist die Analyse von drei Zielgenen der UPR (hsc3, inos, xbp1) und dem Spleif’en von xbp1 (xbp1s)
dargestellt. Darme mit erhdhter (NP1-Gal4xUAS-ORMDL) und reduzierter ormd/-Expression (NP1-
Gal4xUAS-ORMDL-RNAI) sowie Kontrolldarme (NP1-Galdxw'""®) wurden isoliert, deren RNA in cDNA
umgeschrieben und diese mittels qRT-PCR analysiert (5 unabhangige Experimente, jeweils n=15 pro
Ansatz). Es sind die Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) dargestellt. Zur Bestimmung der
Signifikanz der Unterschiede wurden die Daten zunachst unter Verwendung der Funktion y=log(y+0,5)
transformiert und anschlieRend mittels 2-sample 2-sided t-Tests analysiert. n.s.: nicht signifikant, **:

p<0,01, ***: p<0,001
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3.2.3 OrmdI-Uberexpression modifiziert die Abundanz verschiedener Lipide im
larvalen Darm

ORMDL ist als Inhibitor der Sphingolipid-Synthese beschrieben®*'*”. Nachdem in

Abschnitt 3.2.1 schon in den Tracheen eine Modulation des Auftretens verschiedener

Lipide durch eine Uberexpression von ormd! gezeigt werden konnte, sollte nun auch

der Einfluss einer intestinalen ormdl-Uberexpression auf die Lipid-Zusammensetzung
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Abbildung 22: OrmdiI-Uberexpression reduziert die Lysophosphatidylcholin-Abundanz im Darm
Dargestellt ist ein Vergleich der relativen Anteile verschiedener Lipidklassen zwischen Darmen aus
Kontroll-Larven (NP1-GaI4xw1”8) und aus Larven mit erhohter intestinaler ormd/-Expression (NP1-
Gal4xUAS-ORMDL). Darme aus 15 L3-Larven wurden homogenisiert und anschliel3end auf eine iden-
tische Gesamt-Proteinkonzentration eingestellt. Im Folgenden wurden die Proben durch die
Kooperationspartner Nicole Zehethofer und PD Dr. Buko Lindner weiterfiihrend verarbeitet. Die Lipide
wurden mit der BIigh-Dyer-Methode125 isoliert und die Lipidkonzentrationen mittels NP-HPLC-MS be-
stimmt. Die Analyse erfolgte unter Verwendung der Bruker’'s Data Analysis 3.2 sowie der LipID-Soft-
ware'%. Dargestellt sind die Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) aus 6 unabhangigen Experi-
menten, jeweils n=15 pro Ansatz. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Mann-Whitney-
Tests. *:p<0,05, Datengruppierungen ohne Angabe von Sternen sind nicht signifikant unterschiedlich.
Vergleich der relativen Anteile der Lipidklassen Cer-PE, Cer, HexCer, PS, PC, PE, LPC und Pl in
Kontrolldarmen und Darmen mit erhdhter ormdI-Expression.
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Abbildung 23: OrmdI-Uberexpression modifiziert die Abundanz verschiedener Lipide im larva-
len Darm

Dargestellt sind signifikant veréanderte Anteile von Lipiden der Klasen Cer-PE (A), PE (B), LPC (C) und
Cer (D) in Darmen mit erhohter intestinaler ormdl-Expression (NP1-Gal4xUAS-ORMDL) im Vergleich
zu Darmen aus Kontroll-Larven (NP1- Gal4xw”18) Déarme aus 15 L3-Larven wurden homogenisiert
und anschlieBend auf eine identische Gesamt-Proteinkonzentration eingestellt. Im Folgenden wurden
die Proben durch die Kooperationspartner Nicole Zehethofer und PD Dr. Buko Lindner weiter ver-
arbeitet. Die Lipide wurden mit der Bligh- Dyer—Methode125 isoliert und die Lipidkonzentrationen mittels
NP-HPLC-MS best|mmt Die Analyse erfolgte unter Verwendung der Bruker's Data Analysis 3.2 sowie
der LipID- Software'? Dargestellt sind die Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) aus 6 unab-
hangigen Expenmenten jeweils n=15 pro Ansatz. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des
Mann-Whitney-Tests. *:p<0,05, **:p<0,01.

des Darmes untersucht werden. Mit Hilfe der Kooperationspartner Nicole Zehethofer
und PD Dr. Buko Lindner (FZB) wurden hierfur folgende Lipidklassen mittels NP-
HPLC-MS analysiert: Cer, Cer-PE, DAG, FA, HexCer, LPC, LPE, PC, pPC, PE, pPE,
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PG, PI, PS, SM und TAG. Im larvalen Darm wurden die Lipidklassen Cer, Cer-PE,
HexCer, LPC, PC, PE, Pl und PS detektiert. Eine erhdhte Expression von ormadl
reduzierte hierbei die LPCs im Darm, wobei die Abundanz der weiteren Lipidklassen
dagegen unbeeinflusst blieb (Abbildung 22). Des Weiteren war innerhalb der Lipid-
klassen Cer-PE, PE, LPC und Cer bei erhéhter ormdI-Expression der Anteil mehrerer
Lipide signifikant verandert (Abbildung 23). Die veranderten Cer-PE (Abbildung 23A)
traten allesamt erhoht auf. Die signifikant modifizierten Lipide der Lipidklassen PE
(Abbildung 23B), LPC (Abbildung 23C) und Cer (Abbildung 23D) hingegen waren in

ihrer Gesamtheit reduziert.

3.3 Die funktionelle Relevanz des JAK/STAT-Signalweges in den Atemwegen
von Drosophila melanogaster
Auch Polymorphismen in STAT3%® und STAT6% werden mit der Pathogenese von
Asthma assoziiert. Fur diese beiden Transkriptionsfaktoren des JAK/STAT-Signal-
weges sind bereits diverse Funktionen bei der allergischen Immunantwort be-
schrieben®%>8 Hauptsachlich wird STAT6 jedoch von Epithelzellen exprimiert®”%,
wobei die funktionelle Relevanz des JAK/STAT-Signalweges fir das asthmatische
Epithel noch nicht grundlegend erforscht ist. STAT6-Polymorphismen bei Asthma-
tikern fiihren zu einer erhdhten STAT6-Expression®”. Aus diesem Grund sollte unter-
sucht werden, welche Auswirkungen eine Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges
auf das Atemwegsepithel hat.
Im Vergleich zur differenzierten Situation beim Menschen ist der JAK/STAT-Signal-
weg bei Drosophila stark reduziert. So wurden zwar drei Liganden (UPD, UPD2,
UPD3) beschrieben, im Unterschied dazu jedoch nur ein Rezeptor (DOME), ein JAK-
Protein (HOP) und ein STAT-Protein (STAT92E)®.

3.3.1 Die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges in den larvalen Tracheen
induziert eine Barrierestorung und Melanisierung

Unter Verwendung des Gal4/UAS-Systems wurde eine konstitutiv aktive Form des

JAK/STAT-Rezeptors DOME in den Tracheen exprimiert (PPK4-Gal4xUAS-

DOME®?). Diese genetische Manipulation war letal und die Larven Uberlebten das

L2-Stadium nicht (Daten nicht gezeigt). Daher wurde die aktive Form des DOME-

Rezeptors anschlielRend unter Verwendung einer Erweiterung des Gal4/UAS-Sys-

tems, des Gal4Gal80-UAS-Systems, konditionell erst im L2-Stadium der Larven akti-
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viert. Bei diesem System wird Gal4 bei Temperaturen unter 19 °C von dem
temperatursensitiven Gal80-Protein gehemmt. Eine Erhéhung der Temperatur auf 30
°C 16st diese Inhibition, so dass das Zielgen exprimiert wird'?*.

Die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges im Atemwegsepithel von L2-Larven
fuhrte zu morphologischen Veranderungen in den Tracheen (Abbildung 24): die
Tracheen waren im Vergleich zu denen von Kontrolltieren flissigkeitsgeftllt und
stellenweise war eine Melanisierung zu erkennen. Die Melanisierung ist eine Immun-
reaktion von Drosophila, die normalerweise als Antwort auf eine Verletzung oder das
Eindringen von Pathogenen aktiviert wird und dann dazu dient, die Wundheilung zu

fordern und die Ausbreitung der Pathogene einzuschranken™’.

PPK4-Gal4-Gal80xw'" PPK4-Gal4-Gal80xUAS-DOME®*

I
500 pm

500 pm o

Abbildung 24: Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges in den larvalen Tracheen induziert eine
Barrierestorung und Melanisierung

Darstellung der trachealen Morphologie von Kontrolllarven (PPK4-Gal4-Gal80xw ) und Larven mit in
den Tracheen aktiviertem JAK/STAT-Signalweg (PPK4-GaI4-GaI80xUAS-DOMECA). Die Kreuzungen
wurden bei 17 °C gehalten, die konditionelle Expression der aktiven Form des JAK/STAT-Rezeptors
DOME wurde durch eine Erhdhung der Temperatur auf 30 °C aktiviert. Nach 24 h wurden die Larven
auf Eis betdubt und mikroskopiert. Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen, PPK4-
Gal4Galg8oxw'""®: n=9, PPK4-Gal4Gal80xUAS-DOME™": n=24.

1118
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3.3.1.1 Die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges hat keinen Einfluss auf die
Septate Junction-Struktur der Tracheen

Im Folgenden sollten die molekularen Mechanismen des im vorherigen Abschnitt be-
schriebenen Phanotyps untersucht werden. Ein Eindringen von Flussigkeit in die
normalerweise luftgefulliten Tracheen kann in Folge eines Barriereverlustes erfolgen.
Die epitheliale Barrierefunktion wird bei Drosophila hauptsachlich durch SJ vermittelt,
eine immunhistochemische Analyse der Struktur der SJ zeigte jedoch keine Unter-
schiede zwischen Kontrolltracheen und Tracheen, in denen der JAK/STAT-Signal-
weg fur 24 h aktiviert wurde (Abbildung 25).

DAPI anti-Coracle DAPI + anti-Coracle

Abbildung 25: Die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges hat keinen Einfluss auf die Septate-
Junction-Struktur der Tracheen

Dargestellt ist ein Vergleich der Immunfarbung des Coracle-Proteins zwischen Kontroll-Larven (PPK4-
Gal4-Gal80xw''"®) und Larven, in deren Tracheen der JAK/STAT-Signalweg fir 24 h aktiviert war
(PPK4-GaI4-GaI8OxUAS-DOMECA). Coracle ist ein Protein der SJ und wurde verwendet, um deren
Struktur nachzuweisen. Die Kreuzungen wurden bei 17 °C gehalten, die konditionelle Expression der
aktiven Form des JAK/STAT-Rezeptors DOME wurde durch eine Erhéhung der Temperatur auf 30 °C
aktiviert. Nach 24 h wurden die L3-Larven gedffnet, das Gewebe fixiert und anschlieRend mit dem
anti-Coracle-Antikdrper, gefolgt von einem sekundaren, Fluoreszenz-markierten Antikérper gefarbt
(gran). Zur Markierung der DNA der Zellkerne wurde der Farbstoff DAPI (blau) verwendet. Dargestellt
sind reprasentative Aufnahmen, PPK4-Gal4Gal80xw''"®: n=14, PPK4-Gal4Gal80xUAS-DOME®*:
n=23.

PPK4-Gal4-Gal80xw'"

PPK4-Gal4-Gal80x
UAS-DOME**
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3.3.2 Die Beteiligung der Wnt- und TGF-B-Signalwege an der durch die
JAK/STAT-Aktivierung induzierten Barrierestorung und Melanisierung

Um herauszufinden, welche Prozesse und Signalwege an der Entstehung des in Ab-
bildung 24 beobachteten Phanotyps beteiligt sind, wurden Mikroarray-Analysen
durchgefuhrt. Die Gen-Ontologie-Funktionsklassen, bei deren assoziierten Genen
eine Anreicherung der Regulierung durch eine Aktivierung des JAK/STAT-Signal-
weges vorlag, konnten funktionell in acht Kategorien zusammengefasst werden:
Morphogenese und Entwicklung, Metabolismus, Signaltransduktion, Organisation
des Zytoskeletts, Transkription und Translation, Immunantwort und Zelltod (Abbil-
dung 26).

Ze"tOd sonstige
(15 Gene) (6 Gene)
Immunantwort
(28 Gene) 1] Morphogenese
o NC und Entwicklung
Transkription N (98 Gene)
und Translation \\
(56 Gene) \\
Organisation Metabolismus
des Zytoskeletts (81 Gene)

(60 Gene)

Signaltransduktion
(71 Gene)

Abbildung 26: Funktionelle Zusammenfassung der Gen-Ontologie-Funktionsklassen mit Anrei-
cherung von assoziierten Genen durch JAK/STAT-Aktivierung in den Tracheen

Dargestellt ist ein Vergleich von Tracheen, bei denen der JAK/STAT-SignaIweg fur 12 h aktiviert war
(PPK4-Gal4-Gal80xUAS-DOME™") mit Kontrolltracheen (PPK4-Gal4-Gal80xw''*®). Hierbei sind die
Gen-Ontologie-Funktionsklassen, bei deren assoziierten Genen eine Anreicherung der Regulierung
vorlag, funktionell in Kategorien zusammengefasst. Die Kreuzungen wurden bei 17 °C gehalten, die
konditionelle Expression der aktiven Form des JAK/STAT-Rezeptors DOME wurde durch eine Erho-
hung der Temperatur auf 30 °C aktiviert. Nach 12 h wurden die Tracheen isoliert und deren RNA in
cDNA umgeschrieben und amplifiziert. Es folgte die Umschreibung in cRNA und die Markierung mit
Fluoreszenzfarbstoffen. Die Proben wurden auf einem Mikroarray hybridisiert und dieser anschliefsend
unter Verwendung der GenePix Pro 6- und der Acuity 4.0-Software ausgewertet. Hierbei wurden
Mikroarrays aus drei unabhangigen biologischen Replikaten normalisiert und diejenigen Gene be-
stimmt, die bei mindestens zwei der unabhangigen biologischen Replikate >1,5-fach hoch- oder
herunterreguliert waren. Diese Gene wurden unter Verwendung von DAVID'?*'*® hinsichtlich einer
Anreicherung der Regulierung von mit bestimmten Signalwegen und Gen-Ontologie-Funktionsklassen
assoziierten Genen analysiert.
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Abbildung 27: Modulation der Wnt- und TGF-3-Signalwege durch JAK/STAT-Aktivierung - regu-
lierte und mit den Signalwegen assoziierte Gene

Dargestellt sind Gene, die mit den Wnt- und TGF-3-Signalwegen assoziiert sind und die |n Tracheen
in denen der JAK/STAT-Signalweg fir 12 h aktiviert war (PPK4-Gal4-Gal80xUAS-DOME®*) im Ver-
gleich zu Kontrolltracheen (PPK4-Gal4-Gal80xw'""®), reguliert waren. Die Kreuzungen wurden bei 17
°C gehalten, die konditionelle Expression der aktiven Form des JAK/STAT-Rezeptors DOME wurde
durch eine Erhéhung der Temperatur auf 30 °C aktiviert. Nach 12 h wurden die Tracheen isoliert und
deren RNA in cDNA umgeschrieben und amplifiziert. Es folgte die Umschreibung in cRNA und die
Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen. Die Proben wurden auf einem Mikroarray hybridisiert und
dieser anschliefend unter Verwendung der GenePix Pro 6- und der Acuity 4.0-Software ausgewertet.
Hierbei wurden Mikroarrays aus drei unabhangigen biologischen Replikaten normalisiert und die-
jenigen Gene bestimmt, die in mindestens zwei der unabhangigen biologischen Repllkate >1 ,5-fach
hoch- oder herunterreguliert waren. Diese Gene wurden unter Verwendung von DAVID'?*"'? hinsicht-
lich einer Anreicherung der Regulierung von mit bestimmten Signalwegen und Gen-Ontologie-
Funktionsklassen assoziierten Genen analysiert. Es sind die Mittelwerte und deren Standardfehler
(SEM) aus drei unabhangigen biologischen Replikaten dargestellt.

Daruber hinaus war die Regulierung von mit zwei Signalwegen assoziierten Genen
signifikant angereichert: Wnt und TGF-3. Die regulierten Gene, die mit diesen Signal-
wegen assoziiert werden, sind in Abbildung 27 dargestelit.

Zur Verifizierung der angenommenen Regulation wurde erganzend jeweils die
Expression von Zielgenen dieser Signalwege analysiert (Abbildung 28). Fur den Wnt-

138 fZ1 39

Signalweg wurden die Zielgene en und nemo'*® verwendet, fir den TGF-B-

Signalweg daughters against dpp (dad), pannier (pnr) und spalt major (salm)'®2. DAD
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ist ein Inhibitor des TGF-B-Signalwegs™® und PNR™ und SALM™® sind
Transkriptionsfaktoren. Im Vergleich zu den Tracheen aus Kontrolltieren war in
Tracheen, in denen der JAK/STAT-Signalweg fur 12 h aktiviert wurde, die Expression
aller untersuchten Zielgene reduziert. Diese Reduktion war nicht in jedem Fall
signifikant, die Tendenz jedoch stets ersichtlich.

Zusatzlich wurde untersucht, ob der Wnt-Signalweg durch eine Aktivierung des

JAK/STAT-Signalweges induziert wird. Hierfir wurde immunhistochemisch die
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Abbildung 28: Modulation der Wnt- und TGF-3-Signalwege durch JAK/STAT-Aktivierung -
Analyse der Expression von Zielgenen

Dargestellt ist die Analyse der Expression von jeweils drei Zielgenen der TGF- (A) und Wnt-Signal-
wege (B) in Tracheen, in denen der JAK/STAT-Signalweg fur 12 h aktiviert war (PPK4-Gal4-
Gal80xUAS-DOME®*) und in Kontrolltracheen (PPK4-Gal4-Gal80xw''"®). Die Kreuzungen wurden bei
17 °C gehalten, die konditionelle Expression der aktiven Form des JAK/STAT-Rezeptors DOME
wurde durch eine Erhéhung der Temperatur auf 30 °C aktiviert. Nach 12 h wurden die Tracheen iso-
liert, deren RNA in cDNA umgeschrieben und diese mittels gRT-PCR analysiert (3 unabhangige Expe-
rimente, jeweils n=30 pro Ansatz). Es sind die Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) dargestellt.
Zur Bestimmung der Signifikanz der Unterschiede wurden die Daten zunéachst unter Verwendung der
Funktion y=log(y+0,5) transformiert und anschlieRend mittels 2-sample 2-sided t-Tests analysiert. n.s.:
nicht signifikant, *:p<0,05, **:p<0,01, ***; p<0,001.
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Lokalisierung von Armadillo, dem Transkriptionsfaktor des Wnt-Signalweges, unter-
sucht. Im Falle einer Induktion des Wnt-Signalweges transloziert Armadillo in den
Zellkern. Eine Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges hatte keine Translokation von
Armadillo in den Zellkern zur Folge (Abbildung 29), es konnte jedoch ein Einfluss der
JAK/STAT-Aktivierung auf die Verteilung von Armadillo an der Zellmembran beo-
bachtet werden. Dieses Verteilungsmuster war infolge der JAK/STAT-Aktivierung
unregelmaniger und unstrukturierter.

Die aufgrund der zuvor beschriebenen Ergebnisse vermutete Modulation der TGF-f3-
und Wnt-Signalwege durch den JAK/STAT-Signalweg wurde nun aufgegriffen und es
wurde Uberpruft, ob eine Deregulierung dieser Signalwege einen ahnlichen morpho-

logischen Phanotyp induzieren kann wie der bereits infolge der JAK/STAT-

DAPI anti-Armadillo DAPI + anti-Armadillo

Abbildung 29: JAK/STAT-Aktivierung induziert keine Translokation des Wnt-Transkriptions-
faktors Armadillo in den Zellkern

Dargestellt ist ein Vergleich der Immunfarbung des Armadillo-Transkriptionsfaktors zwischen Kontroll-
Larven (PPK4-Gal4- Galgoxw"’ ) und Larven, |n deren Tracheen der JAK/STAT-Signalweg fiir 24 h
aktiviert war (PPK4-Gal4-Gal80xUAS-DOME®"). Die Kreuzungen wurden bei 17 °C gehalten, die
konditionelle Expression der aktiven Form des JAK/STAT-Rezeptors DOME wurde durch eine Erho-
hung der Temperatur auf 30 °C aktiviert. Nach 24 h wurden die L3-Larven geéffnet, das Gewebe fi-
xiert und anschlieBend mit dem anti-Armadillo-Antikdrper, gefolgt von einem sekundaren, Fluores-
zenz-markierten Antikorper gefarbt (griin). Zur Markierung der DNA der Zellkerne wurde der Farbstoff
DAPI (blau) verwendet. Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen, PPK4-Gal4Gal80xw'"''®: n=28,
PPK4-Gal4Gal80xUAS-DOME®: n=20.

PPK4-Gal4-Gal80xw'"®

PPK4-Gal4-Gal80x
UAS-DOME**
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Abbildung 30: Deregulierung des Wnt-Signalwegs induziert eine Barrierestorung und
Melanisierung in den Tracheen

Darstellung der trachealen Morphologie von Kontrolllarven (PPK4-GaI4xw1118) und Larven, in deren
Tracheen der TGF-3-Signalweg inhibiert war (PPK4-Gal4xUAS-MAD-RNAI), der Wnt-Signalweg redu-
ziert war (PPK4-GaldxUAS-Armadillo-RNAi) oder der Wnt-Signalweg konstitutiv aktiviert wurde
(PPK4-Gal4xUAS-Armadillo®®). Die Kreuzungen wurden bei 30 °C gehalten. Zur Analyse wurden die
Larven auf Eis betaubt und mikroskopiert. Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen, n>9.

Aktivierung beobachtete (Abbildung 30). Hierfur wurden verschiedene Ansatze der
genetischen Manipulation verwendet. Der TGF-B-Signalweg wurde mit Hilfe einer
verringerten Expression des TGF-B-Transkriptionsfaktors MAD in den Tracheen
(PPK4-Gal4xMAD-RNAI) inhibiert. Des Weiteren wurde der Wnt-Signalweg durch
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eine verringerte Expression des Wnt-Transkriptionsfaktors Armadillo in den Tracheen
(PPK4-Gal4xUAS-Armadillo-RNAI) inhibiert und durch die Expression einer konsti-
tutiv aktiven Form von Armadillo in den Tracheen (PPK4-Gal4xUAS-Armadillo®®) in-
duziert. Die Larven wurden, wie auch die Kontrolltiere, bei 30 °C angezogen, da
diese Temperatur optimal fur die Férderung des gesamten Metabolismus ist und da-
mit morphologische Phanotypen verstarkt. Zu beachten ist hierbei, dass das Heran-
wachsen von Larven bei dieser Temperatur bereits bei Kontrolltieren (PPK4-
Gal4Galgoxw''"®) leichte strukturelle Beeintrachtigungen in den Tracheen zur Folge
hatte. Im Vergleich zu den Kontrolltieren waren bei einer Inhibition des TGF-B-Signal-
weges (PPK4-Gal4xMAD-RNAI) keine Unterschiede der trachealen Morphologie er-
kennbar. Eine Inhibition sowie die Aktivierung des Wnt-Signalweges hingegen fuhr-
ten zu starken strukturellen Veranderungen der Tracheen und im Falle einer Akti-
vierung war zusatzlich an einigen Stellen eine Melanisierungsreaktion vorhanden.
Dieser Phanotyp war somit dem durch die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges
induzierten (Abbildung 28) ahnlich.

3.3.3 Die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges hat keinen Einfluss auf die
Genexpression von Enzymen der Melanisierungskaskade

Um herauszufinden, ob die beobachtete Melanisierung direkt durch den JAK/STAT-
Signalweg ausgelost wurde, oder ob sie ein sekundarer Effekt war, wurde die Ex-
pression der an der Melanisierungskaskade beteiligten Enzyme untersucht (Ab-
bildung 31). Bei der Melanisierungskaskade wird zunachst der Melanin-Vorlaufer Do-
pamin aus Phenylalanin gebildet. Hierbei bilden die Enzyme Dihydropteridin-
Reduktase (DHPR) oder GTP-Cyclohydrolase (Punch) Tetrahydrobiopterin. Tetra-
hydrobiopterin wiederum ist entscheidend fur die Umsetzung von Phenylalanin zu
Tyrosin durch das Enzym Phenylalaninhydroxylase (Henna). Tyrosin wird anschlie-
Rend durch die Tyrosinhydroxylase (Pale) zu Dopa und dieses durch die Dopa-
Decarboxylase (DDC) zu Dopamin umgesetzt. Im Falle einer Verletzung oder beim
Eindringen eines Pathogens werden Prophenoloxidasen (PPO1, PPO2, PPO3) durch
Prophenoloxidase-aktivierende Enzyme (serine protease 10 (SP10), spétzle proces-
sing enzyme (SPE), SPH9, melanization proteases (MP) 1 und 2) in die aktive Form,
die Phenoloxidase, Uberfuhrt. Die Phenoloxidase wandelt nun das bereits zuvor ge-
bildete Dopamin in Melanin um. Als Nebenprodukt entstehen hierbei antimikrobielle

reaktive Sauerstoffspezies (ROS)"'. Eine Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges
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fur 12 h hatte keinen Einfluss auf die Expression der Melanisierungs-Enzyme (Abbil-

dung 31).
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Abbildung 31: Die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges hat keinen Einfluss auf die

Genexpression von Enzymen der Melanisierungskaskade

Dargestellt ist die Analyse der Expression der Melanisierung-Enzyme in Tracheen, in denen der
JAK/STAT-Signalweg fur 12 h aktiviert war (PPK4-GaI4-GaI80xUAS-DOMECA) und in Kontrolltracheen
(PPK4-Gal4-Gal80xw''"®). Die Kreuzungen wurden bei 17 °C gehalten, die konditionelle Expression
der aktiven Form des JAK/STAT-Rezeptors DOME wurde durch eine Erhéhung der Temperatur auf 30
°C aktiviert. Nach 12 h wurden die Tracheen isoliert, deren RNA in cDNA umgeschrieben und diese
mittels gRT-PCR analysiert (3 unabhangige Experimente, jeweils n=30 pro Ansatz). Es sind die Mittel-
werte und deren Standardfehler (SEM) dargestellt. Zur Bestimmung der Signifikanz der Unterschiede
wurden die Daten zunachst unter Verwendung der Funktion y=log(y+0,5) transformiert und anschlie-
Rend mittels 2-sample 2-sided t-Tests analysiert.
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4 Diskussion

41 ORMDL in den Atemwegen von Drosophila melanogaster

ORMDLS3 gilt als das wichtigste Asthma-Suszeptibilitatsgen und seine Assoziation mit
dem Auftreten der Erkrankung konnte in einer Reihe von Studien mit verschiedenen
Ethnien bestatigt werden®***. Welche Rolle ORMDL3 bei der Asthma-Pathogenese
spielt, ist jedoch noch nicht hinreichend geklart, da bislang noch keine geeigneten
Tiermodelle zur Verfugung standen. Aus diesem Grund sollten im Rahmen dieser
Dissertation Untersuchungen zu den Funktionen von ORMDL3 in Drosophila
melanogaster durchgefihrt werden. Ziel war es, in Drosophila Funktionen des
ORMDL3-Proteins zu identifizieren, die anschlieBend auf Saugetiere Ubertragen
werden konnen. Neben der zeitlichen Komponente und der einfachen genetischen
Manipulation ist hierbei die mdgliche Fokussierung auf das Atemwegsepithel ohne
stérende Einflisse des adaptiven Immunsystems ein wesentlicher Vorteil des

Drosophila-Asthmamodells'®.

4.1.1 OrmdiI-Uberexpression erhoht die Stressantwort des Atemwegsepithels

Die Resultate dieser Dissertation zeigen, dass eine ormdl-Uberexpression im Atem-
wegsepithel die Suszeptibilitat gegentber verschiedenen Stressfaktoren (Zigaretten-
rauch, Abbildung 6 und Hypoxie, Abbildung 7) erhoht. Zigarettenrauch ist ein wichti-
ger Risikofaktor bei der Asthma-Pathogenese'®. Dariiber hinaus sind Polymorphis-
men im ORMDL3/GSDMB/GSDMA-Lokus mit asthmatischen Kindern, die Zigaretten-
rauch ausgesetzt waren, assoziiert’. Molekular kann die erhdhte Suszeptibilitat
gegenuber Zigarettenrauch auf verschiedenen Eigenschaften des Zigarettenrauchs
basieren, der sich aus liber 4000 Substanzen zusammensetzt’’. So konnte beispiels-
weise gezeigt werden, dass Zigarettenrauch die epitheliale Barriere schwacht'®'*’
und damit das Eindringen einer erhdhten Anzahl potenziell schadlicher Substanzen
uber das Epithel ermdglicht. Zigarettenrauch beeintrachtigt zudem die Reparatur-
mechanismen des Atemwegsepithels'®®'%°. Zugleich sind einige darin enthaltene
Substanzen toxisch’”” und kénnten daher die UPR aktivieren. Der Einfluss der
Uberexpression von ormd/ auf die Morbiditat der Fliegen war zeitlich auf 20-40 Tage
nach Beginn der Behandlung mit Zigarettenrauch begrenzt. Der Effekt, dass bei einer
Population nicht alle Individuen gleichermalen reagieren bzw. einen gleichermalen
stark ausgepragten Phanotyp zeigen, konnte oft bei Gal4/UAS-Kreuzungen beo-

bachtet werden. Diese Disparitat beruht wahrscheinlich auf unterschiedlich starken
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Expressionsinduktionen durch dieses System. Die entsprechenden Treiberlinien wei-
sen eine relativ schwache Aktivitat in adulten Tracheen auf, was offensichtlich zur
Folge hatte, dass ein Teil der Population unterhalb des Schwellenwerts blieb, der fur
die Auspragung des Phanotyps erforderlich ist.

Drosophila-Larven zeigten bei einer ormdl-Uberexpression in den Tracheen eine ver-
starkte Verhaltensantwort auf Hypoxie (Abbildung 7). Bei Asthmatikern kann ein ahn-
licher Effekt beobachtet werden, denn auch hier ist die Hypoxie-Antwort verstarkt'?®.
Die Verhaltensantwort von Drosophila-Larven, die bei hypoxischen Bedingungen in
einer Flucht-Reaktion ihr Medium verlassen, wird vom Nervensystem vermittelt und
ist abhangig vom Stickstoffmonoxid (NO)/zyklisches Guanosin-Monophosphat
(cGMP)-Signalweg'®. Da diese Verhaltensantwort innerhalb von Minuten nach der
Exposition stattfindet'® und die Unterschiede zwischen Larven mit erhohter trachea-
ler ormdl-Expression und Kontrolllarven bereits nach 5 min sichtbar waren, ist es un-
wahrscheinlich, dass der beobachtete Effekt auf der Ebene transkriptioneller Aktivie-
rung vermittelt wird. Stattdessen basiert die verstarkte Antwort vermutlich auf Pro-
zessen, die bereits vor der hypoxischen Behandlung abgeschlossen waren. Obwohl
die Integritdt des Atemwegsepithels essentiell fir den Sauerstoffaustausch ist'*,
stellt eine Beeintrachtigung dieser aller Wahrscheinlichkeit nach nicht die molekulare
Grundlage der verstarkten Hypoxieantwort dar. So war die Morphologie der Tracheen
bei einer ormdI-Uberexpression unauffallig (Daten nicht gezeigt) und eine Analyse
der SJ-Struktur zeigte keine Modulation durch ormdi-Uberexpression (Abbildung 8).
Hierbei ist jedoch zu beachten, dass TJ, die die Barrierefunktion beim Menschen
vermitteln und denen eine starke Relevanz fir die Asthma-Pathogenese zugespro-
chen wird'®, bei Drosophila fehlen'? und somit nicht untersucht werden kénnen. Da
bei Drosophila die Barrierefunktion stattdessen von SJ ausgeiibt wird'*2, wurde deren
Struktur analysiert.

Daraufhin wurden Mikroarray-Analysen durchgefihrt, um Signalwege und Prozesse
zu finden, die an der erhohten Hypoxie-Suszeptibilitat bei Larven mit gesteigerter
ormdl-Expression im Atemwegsepithel beteiligt sind. Da in diesem Fall unter ande-
rem die Regulierung von mit der Stressantwort assoziierten Genen angereichert war
(Abbildung 9), wurden die Signalwege UPR und dTOR/PI3K analysiert, die eine
wichtige Rolle bei der Reaktion auf Stress und Hypoxie spielen. In Kontrolllarven war
die tracheale Expression von Zielgenen dieser Signalwege bei der Antwort auf Hypo-

xie verandert (Abbildung 10), wodurch die Bedeutung der Signalwege flr die Hypo-
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xie-Antwort unterstitzt wird. Die verstarkte Verhaltensantwort ormdl Uberexpri-
mierender Larven lasst eine ebenfalls gesteigerte Antwort auf der Transkriptions-
ebene erwarten. Stattdessen war jedoch die erhohte ormdI-Expression von einem
weitestgehenden Fehlen einer transkriptionellen Antwort auf Hypoxie begleitet. Dies
kdnnte das Resultat eines bereits zuvor erreichten Schwellenwertes sein, da bereits
die alleinige Uberexpression von ormd! ohne hypoxische Behandlung die tracheale
Expression von Zielgenen dieser Signalwege veranderte. Alternativ ist ein Kinetik-
effekt denkbar, der die transkriptionelle Reaktion dem Zeitpunkt der Messung vor-
zieht. Es kann somit geschlussfolgert werden, dass die UPR und dTOR/PI3K-Signal-
wege aller Wahrscheinlichkeit nach eine Rolle bei der Hypoxie-Antwort spielen, und
dass eine Modulation dieser Signalwege durch ORMDL madglicherweise eine veran-

derte Verhaltensantwort auf Hypoxie zur Folge hat.

4.1.2 Ormdi-Uberexpression moduliert den Anteil von Asthma-relevanten
Lipiden in den larvalen Tracheen

Die UPR kann durch Storungen bei der Lipid-Homobostase verstarkt werden, zum
Beispiel durch eine Inhibition der Phospholipid-Synthese oder durch eine erhdhte
Phospholipase-Aktivitat'®'~'®®. Da ORMDL-Proteine bei der Hefe und beim Menschen
als Inhibitoren der Sphingolipid-Synthese bekannt sind, wurde der Effekt einer ormadl-
Uberexpression auf die Lipid-Zusammensetzung in den larvalen Tracheen unter-
sucht. Entgegen von Erwartungen, basierend auf zuvor veroffentlichten Daten, in de-
nen ORMDLS3 als Inhibitor der Sphingolipid-Synthese beschrieben wird®*"*’ waren
die relativen Anteile der Sphingolipid-Klassen Cer und Cer-PE bei einer ormdl-Uber-
expression nicht verandert (Abbildung 11). Somit ist die inhibitorische Funktion von
ORMDL-Proteinen auf den Sphingolipid-Metabolismus maoglicherweise bei Droso-
phila nicht vorhanden. Alternativ kdnnte eine Maskierung durch sekundare Effekte
vorliegen. So ist die Funktion von ORMDL-Proteinen als Inhibitoren des Sphingolipid-
Metabolismus abhangig von den Ceramid-Mengen*®*°. Daher kann der inhibitorische
Effekt moglicherweise nur beobachtet werden, wenn zusatzlich ein Stressfaktor auf
das Atemwegsepithel einwirkt. Zudem waren der relative Anteil der Lipidklasse LPC
sowie der von mehreren Lipiden in Tracheen mit erhohter ormd/-Expression veran-

dert. LPCs sind proapoptotisch'®*

und proinflammatorisch wirkende Lipide, die bei
Asthmatikern in erhohter Konzentration auftreten'®. Des Weiteren waren im Ver-

gleich zu Kontrolltracheen zwei Ceramide verstarkt zu beobachten. Ein ahnlicher Ef-
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fekt wird in asthmatischen Atemwegen beobachtet, in denen ebenfalls das Vorkom-
men von Ceramiden erhoht ist>*. Dariliber hinaus kdnnen Ceramide die Entwicklung
von experimentellem allergischen Asthma verdndern®. Diese Lipid-Mediatoren
werden als Antwort auf Stress oder Apoptose synthetisiert®® und sind Regulatoren
verschiedener zellularer Prozesse wie dem Zellzyklus, der Apoptose oder der

Stressantwort®’

. Zusatzlich férdern Ceramide die transmembrane Signalweiterleitung
und die Freisetzung von Vesikeln, indem sie die Lipid-Zusammensetzung von
Mikrodomanen in Membranen verandern®. Dies kdnnte bei der Aufnahme von
Allergenen von Bedeutung sein, denn fur das Allergen Bet v 1 konnte zum Beispiel
gezeigt werden, dass dessen Kontakt mit dem Epithel Uber die Bindung an Lipide
(Cholesterol, Ceramide, Sphingomyeline oder Glykolipide) vermittelt wird'>’. Zudem
war ein Cer-PE in Tracheen mit ormd/-Uberexpression erhoht. Cer-PEs sind
Sphingomyelin-Analoge, die aus Ceramiden synthetisiert werden und denen bisher
noch keine biologische Funktion zugeordnet werden konnte'®®. Ebenso war der rela-
tive Anteil zweier LPEs in Tracheen mit erhohter ormd/-Expression verandert. LPEs
sind wichtige Signalmolekiile sowie strukturelle Bestandteile von Zellmembranen'®’.

Die Uberexpression von ormd! modulierte demnach das Auftreten einzelner Lipide,
die Relevanz fir die Asthma-Pathogenese haben. Diese Veranderungen bei der

Lipid-Homdostase kdnnten wiederum die UPR beeinflussen'®'-"63,

4.1.3 OrmdiI-Deregulierung moduliert Entwicklungs-, Stress- und Reparatur-
assoziierte Prozesse und Signalwege in den Tracheen

Unter Verwendung von Mikroarray-Analysen sollten weitere Funktionen von ORMDL
bestimmt werden. Die Resultate dieser Analysen deuten darauf hin, dass ORMDL in
Prozesse dreier wesentlicher Kategorien involviert ist: Entwicklung, Stress und Repa-
ratur.

In Tracheen mit erhohter und reduzierter ormd/-Expression war die Regulierung von
Genen zu Entwicklungs- und Morphologie-assoziierten Gen-Ontologie-Funktions-
klassen angereichert (Abbildung 12). Dies unterstitzt eine bestehende Hypothese,
die beschreibt, dass Asthma im Wesentlichen eine Entwicklungs-Erkrankung ist, bei
der die Entstehung der Atemwege und die Reifung des Immunsystems beeintrachtigt
sind'®®. Zusétzlich lag eine Anreicherung der Regulierung von mit dem Wnt-Signal-
weg assoziierten Genen vor. Dieser Signalweg ist speziell fir Entwicklungsprozesse

von Bedeutung'® und wurde bereits mit Asthma in Verbindung gebracht. So konnte
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gezeigt werden, dass Polymorphismen in dem Transkriptionsfaktor dieses Signal-
weges, B-Catenin, mit Asthma assoziiert sind'°. Ferner besteht eine Assoziation von
Genen des Wnt-Signalweges mit einer beeintrachtigten Lungenfunktion bei asthma-
tischen Kindern'”'. Funktionell hat der Wnt-Signalweg wahrscheinlich besonders eine
Bedeutung bei der Entwicklung der Atemwege sowie bei Erneuerungs- und
Remodellierungsprozessen'®®'*®. Die Expression von Wnt-Zielgenen in Tracheen mit
erhohter und reduzierter ormdIl-Expression war dennoch nicht einheitlich (Abbildung
13B). Zwar kann die Expression von Zielgenen in Abhangigkeit von der
Entwicklungsstufe und des Zelltyps variieren, dennoch ist eine Modulation des Wnt-
Signalweges durch eine ormdl-Deregulierung fraglich.

Die zweite Kategorie, bei der eine mogliche Modulation durch ORMDL vorliegt, ist die
Stressantwort. So war zum einen die Regulierung von Genen zu Stress-assoziierten
Gen-Ontologie-Funktionsklassen im Falle einer ormd/-Deregulierung in den Tracheen
angereichert (Abbildung 12). Zum anderen lag eine Anreicherung der Regulierung
von mit dem Stress-Signalweg dTOR/PI3K assoziierten Genen vor (Abbildung 10)
und die Expression von Zielgenen dieses Signalweges und der UPR war bei einer
ormd|-Deregulierung modifiziert (Abbildung 16). Die PI3K ist relevant fur die Asthma-
Pathogenese: es wird angenommen, dass diese Kinase durch die Rekrutierung, Akti-
vierung und Apoptose von Entziindungszellen'’? sowie die Modulation von Ty-Zell-

Antworten'33

auf die pulmonale Eosinophilie, die Atemwegsentzindung und die
Atemwegshyperreagibilitat Einfluss nimmt'’2. Auffllig war zusatzlich, dass erhéhte
und reduzierte ormdl-Expression oft eine ahnliche Reaktion zur Folge hatten. Dies
deutet darauf hin, dass die Effekte durch ORMDL nicht direkt, sondern indirekt ver-
mittelt werden, z.B. Uber eine Storung der zellularen Homdostase.

Uberdies war die Regulierung von Genen angereichert, die mit zwei Signalwegen
assoziiert sind, die besonders bei epithelialen Reparaturprozessen von Bedeutung
sind: Notch'® und EGFR'™* (Abbildungen 14 und 15). Zusatzlich zu seiner Bedeu-
tung bei der Regenerierung ist Notch relevant fur die Ty-Zell-Polarisierung bei
Asthma'’®. Basierend auf der Analyse der Zielgen-Expression der Notch- und EGFR-
Signalwege ist eine Inhibition dieser Signalwege durch ormdI-Deregulierung denkbar.
In diesem Zusammenhang wurde bei Asthmatikern eine eingeschrankte epitheliale
Reparatur beschrieben'®, wobei dem EGFR-Signalweg eine entscheidende Rolle
zugesprochen wird'*. Es wird davon ausgegangen, dass die beeintrachtige Repara-

tur des asthmatischen Epithels zu einem chronischen Reparatur-Status fuhrt, der das



DISKUSSION | 74

Epithel zu einer kontinuierlichen Quelle von entzindungsférdernden Mediatoren und
Wachstumsfaktoren macht'’’. Der EGFR-Signalweg ist zusétzlich an der Mukus-
Produktion und -Sezernierung sowie an der Rekrutierung von Neutrophilen betei-
ligt'. Bei Drosophila ist der Signalweg zudem entscheidend in die Abwehr von
Pathogenen involviert'**.

Die Prozesse Entwicklung, Stress und Reparatur sind stark miteinander verknupft.
So kann extremer zelluldrer Stress die Apoptose von Zellen zur Folge haben'®, wo-
durch die eliminierten Zellen anschlieBend Uber Erneuerungsprozesse nachgebildet
werden mussen. Bei Schafen konnte gezeigt werden, dass die Reparatur des
Atemwegsepithels nach der Behandlung mit Zigarettenrauch durch den EGFR-
Signalweg gefdrdert wird'*. Auch als Antwort auf andere Umweltstressfaktoren und
auf Allergene wird der EGFR-Signalweg aktiviert'’”"®8° Aber auch umgekehrt be-
deutet der Reparaturvorgang Stress fur die Zelle, die neue Proteine synthetisieren
und freisetzen muss'®'. Erneuerung wird oft als das erneute Durchlaufen von
Entwicklungsprozessen angesehen'®?. Dementsprechend wiirden sich Deregulierun-
gen bei Entwicklungsprozessen gleichermal3en bei Reparaturprozessen ausdriucken.
Aufgrund dieser starken Vernetzung von Entwicklung, Stress und Reparatur ist die
Frage nach dem primaren durch ORMDL modulierten Faktor und den sekundaren
Effektoren schwer zu beantworten. Zusatzlich besteht noch die Mdglichkeit, dass alle
drei Prozesse sekundarer Natur sind, die einem anderen durch ORMDL modulierten
Prozess folgen, z.B. der Storung der Lipid-Homoostase.

Zusammengefasst kann jedoch festgehalten werden, dass eine ormdl-Uberexpres-
sion im Atemwegsepithel von Drosophila eine erhdhte Suszeptibilitat gegentber
Umweltstressfaktoren zur Folge hat. Die molekulare Grundlage hierfur ist vermutlich
ein erhohter zellularer Stress-Status, der mdglicherweise aus einer gestorten Lipid-
Homodostase, Entwicklungsdefekten und/oder beeintrachtigter epithelialer Reparatur

resultiert.

4.2 ORMDL im Darm von Drosophila melanogaster

ORMDL3 ist nicht nur mit der Pathogenese von Asthma assoziiert??, sondern auch
mit weiteren Krankheiten wie zum Beispiel Morbus Crohn®*®":%_Diese chronisch-ent-
ziindliche Erkrankung des Darmes zeigt bei ihrer Pathogenese viele Ahnlichkeiten zu
Asthma (Tabelle 1). Daher ist es denkbar, dass ORMDL3 in den Atemwegen und im

Darm ahnliche Funktionen besitzt. Zudem ist Drosophila ein bereits etabliertes Mo-
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dell zur Erforschung chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen®

und ein grofRer
Vorteil des GAL4/UAS-Systems ist die Varianz der Treiberstamme, mit denen der
exprimierende Zelltyp festgelegt wird'®. Aus den vorgenannten Grunden sollten
auch die Funktionen von ORMDL im Darm von Drosophila melanogaster untersucht

werden.

4.2.1 OrmdiI-Deregulierung moduliert Entwicklungs-, Stress- und Reparatur-
assoziierte Prozesse und Signalwege im Darm

Der Darm von Drosophila weist einen sehr hohen Zellumsatz auf, wobei von einer
kompletten Erneuerung des Darmepithels alle 7-10 Tage ausgegangen wird°. Die-
ses auf Regenerierung spezialisierte Epithel ist somit besonders gut zur Unter-
suchung von Reparaturvorgadngen geeignet. Um den Einfluss einer ormd/-Uberex-
pression auf die Reparatur des Darmepithels zu untersuchen, wurde oral die Sub-
stanz DSS verabreicht (Abbildung 17). DSS ist toxisch, gewebeschadigend und indu-
ziert eine Kolitis in Mausmodellen™®. Eine Uberexpression von ormd/ verringerte die
Lebensdauer nach DSS-Behandlung. In diesem Kontext war bei einer ormdl-Deregu-
lierung wie schon in den Tracheen (Abbildungen 14 und 15) im Darm die Regulie-
rung von mit den EGFR- und Notch-Signalwegen assoziierten Genen signifikant an-
gereichert (Abbildung 19) und die Mehrheit ihrer Zielgene reduziert exprimiert (Abbil-
dung 20). Aus diesem Grund ist denkbar, dass ORMDL die epithelialen Reparatur-
mechanismen beeintrachtigt. In Mausmodellen konnte jedoch auch gezeigt werden,
dass zur Bewaltigung der DSS-induzierten Kolitis die UPR von Bedeutung ist'®>1%
und daher konnte auch eine Modulation der UPR durch ORMDL die verringerte
Lebensdauer nach der DSS-Behandlung verursachen. In diesem Zusammenhang
konnte nachgewiesen werden, dass eine Deregulierung von ormdl im Darm die Akti-
vierung der UPR verstarkte (Abbildung 21). Hier besteht ein wesentlicher Unter-
schied zu den Tracheen, bei denen eine ormdl-Uberexpression keinen Einfluss auf
die UPR-Aktivierung zeigte (Abbildung 10A).

Bei erhdhter und reduzierter ormdI-Expression war, wie in den Tracheen, die wesent-
liche angereicherte Kategorie im Darm Morphogenese und Entwicklung (Abbildung
18). Auch das weitere Gen-Ontologie-Funktionsklassenprofil ahnelte dem der ormadl-

Deregulierung in den Tracheen (Abbildung 12).
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4.2.2 Ormdi-Uberexpression modifiziert die Menge verschiedener Lipide im
larvalen Darm
Im Rahmen der Kooperation mit Nicole Zehethofer und PD Dr. Buko Lindner (FZB)
wurde auch im Darm der Einfluss einer ormdl-Uberexpression auf die Lipidzusam-
mensetzung untersucht. Im Vergleich zu den Tracheen wurden hier teilweise andere
Lipidklassen detektiert. In den Tracheen waren Cer, Cer-PE, FA, LPC, LPE, PC, PE,
PG und PI vorhanden, im Darm ebenfalls Cer, Cer-PE, LPC, PC, PE und PI, jedoch
keine FA, LPE oder PG. Zusatzlich wurden im Darm HexCer und PS gefunden.
AuRerdem wurde deutlich, dass Cer und LPC in den Tracheen bei ormd/-Uberex-
pression verstarkt auftraten (Abbildung 11), wohingegen die Menge im Darm verrin-
gert war (Abbildung 22 und 23). Beide Lipidklassen werden mit Asthma assozi-
iert™*'®® und gelten als Modulatoren apoptotischer und inflammatorischer
Prozesse®®'®. Ferner waren in den Tracheen insgesamt weniger Lipide in ihrer
relativen Menge verandert: die Uberexpression von ormd/ in den Tracheen modifi-
zierte nur sechs Lipide in ihnrem Vorkommen, im Darm hingegen war das Vorkommen
von 11 Cer-PEs, 7 LPCs und je einem PE und Cer modifiziert.
Dieses in Teilen abweichende Lipidom von Tracheen und Darm reflektiert mogli-
cherweise die unterschiedlichen physiologischen Anforderungen an die Atemwege
und den Darm. Zwar ist beiden Organen die Lokalisierung an der Grenze zur Umwelt
mit allen daraus resultierenden Aufgaben gemein, physiologisch ergeben sich aller-
dings weitreichende Unterschiede. So werden die biosynthetische Leistung und der
Stoffwechsel des Darmepithels aufgrund von Prozessen wie Sezernierung, Regene-
rierung und Absorption wesentlich starker sein als im Atemwegsepithel. Dies bedeu-
tet womoglich eine hohere Beanspruchung der Zellen, die sich wiederum verstarkend
auf deren Stress-Status auswirkt. Aus diesen Grunden ist es moglich, dass die Ef-
fekte von ORMDL, die vermutlich in erster Linie in der Reaktion auf Stress deutlich
werden, im Darmepithel starker und/oder in anderer Form zum Ausdruck kommen als
im Atemwegsepithel.
AbschlieRend ist festzustellen, dass die Funktion von ORMDL-Proteinen als Inhibito-
ren des Sphingolipid-Metabolismus gemald der im Rahmen dieser Dissertation
durchgeflihrten Analysen bei Drosophila wahrscheinlich weder in den Atemwegen
noch im Darm konserviert ist. Nichtsdestotrotz hatte die Uberexpression von ormdl/ in
beiden Organen Veranderungen des Lipidoms zur Folge, bei denen es sich jedoch

auch um sekundare Effekte handeln konnte.
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4.3 Der JAK/STAT-Signalweg in den Atemwegen von Drosophila
melanogaster

Polymorphismen in den STAT-Transkriptionsfaktoren STAT3% und STAT6%* werden
mit der Asthma-Pathogenese assoziiert. Beide wurden schon intensiv im Kontext der
allergischen Immunantwort untersucht® 8. Seit kurzem steht dahingegen das Epi-
thel im Mittelpunkt bei der Entstehung von Asthma'®'"®, wobei STAT6 wird
hauptsachlich vom bronchialen Epithel exprimiert wird®"*®. Aus diesem Grund sollte
die funktionelle Relevanz des JAK/STAT-Signalweges im Atemwegsepithel fur die
Asthma-Pathogenese untersucht werden. Bei Drosophila ist der JAK/STAT-Signal-
weg konserviert und im Gegensatz zu der grof3en Vielfalt von JAK- und STAT-Protei-
nen beim Menschen wurden bei Drosophila nur je ein JAK-Protein (HOP), ein STAT-
Protein (STAT92E) und ein Rezeptor (DOME) gefunden®. Des Weiteren wurde dem
JAK/STAT-Signalweg in den Tracheen von Drosophila bereits eine entscheidende
Rolle bei der frilhen Entwicklung der trachealen Verzweigungen zugeschrieben'®.
Die Tatsache, dass eine konstitutive Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges in den
Tracheen letal war (Daten nicht gezeigt), unterstitzt dies und verdeutlicht, dass der
korrekte Ablauf von Entwicklungsvorgangen nicht nur fur die Entstehung der
Tracheen, sondern auch fir das Uberleben des gesamten Organismus von entschei-

dender Bedeutung ist.

4.3.1 Die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges in den larvalen Tracheen
induziert eine Barrierestorung und Melanisierung

Bei einer konditionellen Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges nach dem larvalen
L2-Stadium waren flussigkeitsgefullte Bereiche in den Tracheen zu erkennen (Abbil-
dung 24). Dies deutet darauf hin, dass die Barrierefunktion des Epithels, das
normalerweise die Abgrenzung zwischen dem luftgeflllten Inneren der Tracheen und
dem Hamocoel aufrechterhalt, gestort ist. Demgemal ist auch bei Asthmatikern eine
verringerte epitheliale Barrierefunktion beschrieben, bei der der transepitheliale Wi-

rt'® und die Permeabilitat entsprechend erhoht ist'®. Die

derstand (TER) verringe
Integritat des Atemwegsepithels ist im Wesentlichen fir drei Aspekte von Bedeutung.
Zum einen wird eine strukturelle Trennung von Korperflissigkeiten und der Atemluft

benétigt'®’ h130

, zum anderen ist ein intaktes Epithel essentiell fur den Gasaustausc
Daneben bestimmt das Epithel Uber seine Permeabilitdt den Eintritt von groReren

Molekulen und Partikeln und diese Funktion ist besonders wichtig fur die Asthma-
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Pathogenese. Es wird davon ausgegangen, dass bei Asthmatikern durch eine verrin-
gerte Barriere mehr Allergene, Mikroorganismen und Toxine in Kontakt mit dem
adaptiven Immunsystem kommen und so die allergische Sensibilisierung gefordert
wird'’. In diesem Kontext konnte gezeigt werden, dass bei Asthmatikern die TJ-
Bildung vermindert ist'°®'%®. Diese Zellverbindungen bestimmen im Wesentlichen die
Barrierefunktion des humanen Epithels'®®. Auch die Expression von E-Cadherin, ei-
nem Bestandteil der Adherens Junctions (AJ)'®® ist reduziert. Bei Drosophila sind
keine TJ vorhanden und die von ihnen vermittelte Barrierefunktion wird stattdessen
von den SJ ausgeiibt’?. Eine immunhistochemische Analyse der Struktur dieser SJ
zeigte jedoch keinen Einfluss der Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges (Abbildung
25). Obwohl diese Analyse lediglich einen Uberblick liber die SJ-Struktur ermdglicht,
liegt der in den Tracheen beobachteten Barrierestorung vermutlich ein anderer Me-

chanismus zugrunde.

4.3.2 Die Beteiligung der Wnt- und TGF-B-Signalwege an der durch die
JAK/STAT-Aktivierung induzierten Barrierestorung und Melanisierung
Um den vorgenannten Mechanismus zu identifizieren, wurde eine Analyse der durch
die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges regulierten Prozesse und Signalwege
durchgefluihrt. Entsprechend der bereits etablierten Funktion des JAK/STAT-Signal-

weges bei Entwicklungsvorgéngen'®""

war vor allem die Regulierung von Genen
angereichert, die mit der Morphogenese und der Entwicklung assoziiert sind (Abbil-
dung 26). Zusatzlich war die Regulierung von mit den Signalwegen Wnt und TGF-3
assoziierten Genen signifikant angereichert (Abbildung 27), die beide wichtig fur die
Entwicklung der Tracheen sind'®®. Dementsprechend besteht eine Hypothese, bei
der Asthma als Entwicklungskrankheit postuliert wird'®®. Hierbei wird angenommen,
dass Beeintrachtigungen bei der Bildung des respiratorischen und des immunologi-
schen Systems Grundlage fir die Asthma-Pathogenese sind.

Der Wnt-Signalweg wurde bisher nur wenig im Zusammenhang mit Asthma disku-
tiert'®®. Polymorphismen in B-Catenin, dem Transkriptionsfaktor des Signalweges,

werden jedoch mit Asthma assoziiert'"

und dieser Signalweg scheint neben seinen
vielfaltigen Aufgaben bei der Entwicklung auch eine Rolle bei der epithelialen Repa-
ratur zu haben'®®. TGF-B wird im Zusammenhang mit Asthma kontrovers diskutiert.
Dieses Zytokin kann, in Abhangigkeit von der Umgebung und dem Zelltyp, sehr un-

terschiedliche Funktionen haben'’. TGF-B wird als ein entscheidender Mediator von
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Asthma gesehen, der durch anti-inflammatorische und profibrogene Effekte sowie
durch Einflisse auf Erneuerungsmechanismen das Remodeling beeinflusst'?’. Zu-
dem sind Polymorphismen im TGF-B1-Gen mit der Asthma-Pathogenese assozi-
iert'®®. Die Analyse von Zielgenen dieser Signalwege zeigte bei allen Untersuchun-
gen eine (signifikante oder tendenzielle) Reduktion der Expression (Abbildung 28).
Somit ist es mdglich, dass eine Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges einen inhi-
bierenden Einfluss auf diese Signalwege ausubt. Daruber hinaus wurde die Lokali-
sierung von Armadillo, dem Transkriptionsfaktor des Wnt-Signalweges, immunhisto-
chemisch untersucht (Abbildung 29). Armadillo transloziert bei einer Aktivierung des
Signalweges in den Kern, wobei diese Translokation als Reaktion auf die Aktivierung
des JAK/STAT-Signalweges nicht beobachtet werden konnte. Dies unterstitzt die
zuvor beschriebene These, nach der die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges
inhibierend auf den Wnt-Signalweg wirkt. Interessanterweise war die Verteilung von
Armadillo, das in Epithelien insbesondere an der Zellmembran lokalisiert ist'®, in-
folge der JAK/STAT-Aktivierung stark verandert. Hierflr sind zwei mogliche Begrin-
dungen denkbar. Zum einen konnte die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges di-
rekt auf die Lokalisierung von Armadillo oder eines assoziierten, die Lokalisierung
bestimmenden Proteins, Einfluss nehmen. Auf diese Weise kénnte auch die Zugang-
lichkeit von Armadillo verringert werden, wodurch der Signalweg inhibiert wirde. Al-
ternativ ist denkbar, dass die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges Einfluss auf
die Feinstruktur der interzellularen Zellverbindungen hat. Wenn diese Feinstruktur die
Morphologie der Zellmembran verandert, wirde sich die Lokalisierung von Armadillo
entsprechend anpassen. Auch hier ist ein Einfluss auf die Zuganglichkeit des fir die
Aktivierung des Signalweges entscheidenden Transkriptionsfaktors'®! denkbar.

Davon ausgehend, dass der JAK/STAT-Signalweg die Wnt- und TGF-3-Signalwege
beeinflusst, stellt sich die Frage, ob die beobachtete Barrierestérung (Abbildung 24)
Uber eine Modulation dieser Signalwege vermittelt wird. Eine Inhibition des TGF-[3-
Signalweges zeigte im Vergleich zu den Kontrolltieren keine morphologischen Ver-
anderungen in den Tracheen (Abbildung 29). Sowohl die Reduktion als auch eine
konstitutive Aktivierung des Wnt-Signalweges hatten jedoch einen starken Einfluss
auf die Struktur der Tracheen. Die Tatsache, dass eine Deregulierung in beide Rich-
tungen einen ahnlichen Phanotyp zeigte, deutet darauf hin, dass die prazise Kon-
trolle dieses Signalweges von grof3er Bedeutung ist und Storungen bei dessen

Homadostase ausgesprochen drastische Auswirkungen haben kénnen.
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Der beobachtete Phanotyp ahnelte dem bei einer Aktivierung des JAK/STAT-Signal-
weges. Zusatzlich kam es bei einer konditionellen Aktivierung des Wnt-Signalweges,
wie auch bei der Induktion des JAK/STAT-Signalweges, an vereinzelten Stellen zu
einer Melanisierung der Tracheen. Aus den vorgenannten Grunden ist es wahr-
scheinlich, dass die Barrierestdrung, die bei einer Aktivierung des JAK/STAT-Signal-

weges auftrat, durch eine Inhibierung des Wnt-Signalweges vermittelt wurde.

4.3.3 Die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges hat keinen Einfluss auf die
Genexpression von Enzymen der Melanisierungskaskade
Eine Melanisierung tritt bei Drosophila auf, wenn Pathogene eindringen oder eine
Verletzung erfolgt ist'®2. Am Ort der Infektion oder Verletzung wird Melanin gebildet,
um das Pathogen zu fixieren und die Wundheilung zu férdern'®'. Zusétzlich werden
dabei antimikrobielle reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gebildet'’.
Es stellte sich die Frage, ob der JAK/STAT-Signalweg direkt Einfluss auf die
Melanisierungskaskade genommen hat, zum Beispiel in Form einer Veranderung der
Genexpression der beteiligten Enzyme, oder ob die beobachtete Melanisierung ein
sekundarer Effekt war. Da eine Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges keinen Ein-
fluss auf die Genexpression der Melanisierungsenzyme hatte (Abbildung 31), ist es
eher wahrscheinlich, dass die beobachtete Melanisierung sekundar vermittelt wurde.
Denkbar ware, dass die Barrierestorung wie eine Verletzung gewirkt hat und so die
Melanisierung induzieren konnte.
Zusammengefasst ist davon auszugehen, dass eine Aktivierung des JAK/STAT-
Signalweges eine Barrierestérung des Atemwegsepithels zur Folge hatte, die wahr-
scheinlich Uber eine Inhibition des Wnt-Signalweges vermittelt wurde und so stark

war, dass die Verletzung die Melanisierungskaskade induziert hat.

4.4 Fazit: Die funktionelle Relevanz des Asthma-Suszeptibilititsgens ORMDL3

und des Asthma-assoziierten JAK/STAT-Signalweges im Atemwegsepithel
Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigen, dass eine erhdhte ormdl-Expression in
den Atemwegen und im Darm von Drosophila zu einer erhdhten Reaktion auf
Umweltstressfaktoren flhrte. Diese war begleitet von einer Modulation der zellularen
Stressantwort, Veranderungen beim Vorkommen von Asthma-relevanten Lipiden,
reduzierter Expression von Reparatur-Signalwegen und einer transkriptionellen An-

reicherung von Entwicklungs-assoziierten Genen.
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Die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges im Atemwegsepithel von Drosophila
hatte eine Beeintrachtigung der epithelialen Barriere zur Folge. An der Entstehung
dieser Barrierestorung war der Wnt-Signalweg mutmallich beteiligt. Auch hier kam
es zu einem verstarkten Auftreten Entwicklungs-assoziierter Gene.

Das asthmatische Epithel ist funktionell beeintrachtigt, wobei im Wesentlichen funf
charakteristische Eigenschaften beschrieben sind: die Barrierefunktion ist vermin-

dert’*19°1% o5 werden verstirkt entziindungsférdernde Mediatoren'® und

Wachstumsfaktoren''? freigesetzt, die antivirale Antwort ist reduziert'®, der Stress-
status erhoht''®'"" und die Suszeptibilitdit gegeniiber Verletzungen ist verstarkt
beziehungsweise die Reparaturprozesse verringert'®.

In Tabelle 2 ist ein Vergleich funktioneller Eigenschaften des asthmatischen Epithels
mit der Modulation von Homologen der Asthma-Suszeptibilitdtsgene bei Drosophila

dargestellt. Bei einer erhdhten ormdl-Expression konnten zwei funktionelle

Tabelle 2: Funktionelle Eigenschaften des asthmatischen Epithels im Vergleich zu der
Modulation von Homologen der Asthma-Suszeptibilititsgene bei Drosophila

Funktionelle Eigenschaften Modulation von Homologen der Asthma-Suszeptibilitatsgene

des asthmatischen Epithels bei Drosophila
ormdI-Uberexpression JAK/STAT-Aktivierung
beeintrachtigte Barrierefunktion beeintrachtigte Barrierefunktion

erhdhte Freisetzung von

Wachstumsfaktoren und

entziindungsférdernden
Mediatoren

reduzierte antivirale Antwort

Stress-Signalwege modifiziert
und assoziierte Gene
transkriptionell angereichert,
erhdhte Suszeptibilitat
gegenlber
Umweltstressfaktoren

erhohter Stress-Status

Gene von Reparatur-
Signalwegen transkriptionell
angereichert, Expression ihrer
Zielgene reduziert

starkere Suszeptibilitat
gegenuber Verletzungen/
reduzierte Reparatur

Gegenibergestellt sind die funktionellen Charakteristika des asthmatischen Epithels und die
Ergebnisse dieser Dissertation.
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Eigenschaften gezeigt werden, die denen des asthmatischen Epithels ahnlich waren:
ein erhohter Stress-Status und eine verstarkte Suszeptibilitat gegentber Verletzun-
gen bzw. eine reduzierte epitheliale Reparatur. Zusatzlich wurde im Falle einer Akti-
vierung des JAK/STAT-Signalweges ebenfalls eine funktionelle Eigenschaft des
asthmatischen Epithels gezeigt, die beeintrachtige Barrierefunktion. Der Einfluss ei-
ner ormdl-Uberexpression bzw. einer Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges auf die
antivirale Antwort wurde im Rahmen dieser Dissertation nicht untersucht und fur eine
verstarkte Freisetzung von entzindungsfordernden Mediatoren und Wachstums-
faktoren konnten keine Hinweise gefunden werden. Zu diesem Punkt ist jedoch zu
beachten, dass hier ein groRer Unterschied zwischen dem humanen Atemwegs-
epithel und dem von Drosophila besteht. Im Menschen kommuniziert das respiratori-
sche Epithel intensiv Uber die Freisetzung von Immunmodulatoren und Wachstums-
faktoren mit anderen Zellen, wobei es diese Zellen zum Beispiel aktivieren oder rek-
rutieren kann'®®. Das Atemwegsepithel von Drosophila ist hingegen weitestgehend
autark und unkommunikativ''. Fiir eine Untersuchung dieses Aspekts des asthma-
tischen Epithels scheint Drosophila daher nicht optimal geeignet zu sein.
Umweltfaktoren wie Allergene, Zigarettenrauch, Virusinfektionen oder Medikamente
haben im Wesentlichen zwei Auswirkungen auf das Atemwegsepithel. Zum einen
iben sie Stress aus, der den Aktivierungsstatus des Epithels erhoht''®'"'. Ein
aktiviertes Epithel kommuniziert mit seiner Umgebung durch die Rekrutierung und
Aktivierung von Zellen des Immunsystems'®'%. Demnach sind an einem gestress-
ten Epithel vermehrt Immunzellen vorhanden, die wiederum verstarkt aktiviert sind.
Zum anderen kdénnen vorgenannte Umweltfaktoren Verletzungen induzieren, die eine
Barrierestérung zur Folge haben'®'%'% Diese Barrierestérung kann dann einen
verstarkten Kontakt des Immunsystems mit den Allergenen begiinstigen'®’. Der
Stress-Status des Epithels und dessen Barrierefunktion sind keine isolierten Merk-
male, sondern es kommt zu einer Interaktion beider Komponenten. So werden stark
gestresste Zellen apoptotisch, was zu ihrer Eliminierung aus dem Zellverband fuhrt.
Die hierdurch entstehenden Licken im Epithel haben einen negativen Einfluss auf
dessen Barrierefunktion und die entfernten Zellen missen erneuert werden. Die Re-
paraturvorgange wirken wiederum aufgrund von erhdhter biosynthetischer Leistung
verstarkend auf den Stress-Status des Epithels.

Ein gesundes respiratorisches Epithel hat die Fahigkeit, den Stress und die Ver-

letzungen, die durch Umweltfaktoren induziert werden, zu bewaltigen. Hierflr sind im
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Wesentlichen Komponenten verantwortlich, die eine Adaption an den Stress vermit-
teln (z.B. Hitzeschockproteine, UPR, dTOR/PI3K-Signalweg, ROS, DNA-Schadi-
gungs-Antwort, JNK-Signalweg, Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signal-
weg)'®* "% bzw. eine adaquate Erneuerung des Epithels durchfiihren (z.B. EGFR-
177179180 “Notch-'"3, JAK/STAT-"°® und Wnt-Signalwege'®, Interleukine und Matrix-
Metalloproteasen'®).

Bei Asthmatikern besteht jedoch moglicherweise eine genetische Pradisposition, die
das Epithel bei der Bewaltigung von umweltbedingtem Stress und Verletzungen ein-

schrankt (Abbildung 32).

Umweltfaktoren

Zigarettenrauch

virale Infektionen Medikamente Allergene
Verletzung Stress

ORMDL
verstarkte
Stressantwort

JAK/STAT

verminderte
Reparatur

Barrierestérung

@& | @&

gestresstes Epithel rekrutiert Barrierestérung ermoglicht
und aktiviert Inmunzellen verstarkten Eintritt von Allergenen
und Mikroorganismen
N e

allergische Sensibilisierung ¥

0

Abbildung 32: Modell zur Rolle des asthmatischen Epithels bei der Asthma-Pathogenese
Dargestellt ist Schema des hypothetisches Modells, das, unter Einbeziehung von Ergebnissen dieser
Dissertation und bereits verdffentlichen Untersuchungen, den maoglichen Einfluss von Barrierestérung,
verstarkter Stressantwort und verminderten Reparaturmechanismen auf die Asthma-Pathogenese
beschreibt.
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Diese Hypothese wird durch die Ergebnisse dieser Dissertation unterstitzt.
Naheliegend ist, dass die Kombination aus mehreren fehlregulierten Genen und
Umweltfaktoren in ihrer Gesamtheit die Stress- und Reparaturantwort des Epithels so
stark beeintrachtigen, dass eine allergische Sensibilisierung ermdglicht wird. Bei
diesem Szenario sind durch eine verminderte epitheliale Barriere vermehrt Allergene
unter dem Epithel lokalisiert. Gleichzeitig hat das gestresste Epithel Immunzellen wie
DCs rekrutiert und aktiviert. Diese DCs konnen nun das Allergen aufnehmen und das
adaptive Immunsystem fur eine gegen das Allergen gerichtete, allergische
Immunantwort sensibilisieren.

Hierbei wird die genetische Komponente der Asthma-Pathogenese vermutlich nicht
durch einige wenige Gene vermittelt, deren Fehlregulierung bei dem Auftreten von
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) grol3e Effekte zeigen. Vielmehr wird davon
ausgegangen, dass gleichzeitig in vielen verschiedenen Genen SNPs mit moderaten
Einzel-Effekten auftreten und dass die genetische Pradisposition fur Asthma das Re-
sultat der Kombination dieser Einzel-Effekte ist'®®. Aus diesem Grund ist es wahr-
scheinlich, dass jeweils eine Kombination verschiedener Genpolymorphismen das
Epithel auf verschiedene Weise dementsprechend beeintrachtigt, dass der Eintritt
von Allergenen und/oder der Stress-Status erhdht sind. Dementsprechend existieren
bei Asthma verschiedene Phanotypen, die sehr unterschiedlich bei ihrer Auspragung,
ihrer Responsivitat gegenuber Medikamenten und bei den auslosenden Faktoren
eines asthmatischen Anfalls sind'®. Die Ahnlichkeiten zwischen der Modulation von
Asthma-Suszeptibilitditsgen-Homologen in Drosophila und den funktionellen Cha-
rakteristika des asthmatischen Epithels verdeutlichen aul’erdem die Qualitat des
Drosophila-Asthma-Modells bei der Analyse dieser Gene im respiratorischen Epithel.
Zuséatzlich war auffallend, dass sowohl bei einer ormdI-Uberexpression als auch bei
einer JAK/STAT-Aktivierung in erster Linie Prozesse angereichert waren, die mit
Entwicklung und Morphogenese assoziiert werden kénnen. Auch die verstarkt aufge-
tretenen Signalwege Wnt, TGF-B, EGFR und Notch sind von entscheidender Be-

deutung fiir die Bildung der Tracheen'®.

Die Asthma-Pathogenese beginnt im
Kindesalter®?, einem Zeitpunkt, in dem sich die Atemwege noch entwickeln und die
Ergebnisse dieser Dissertation stehen im Einklang mit der Hypothese, dass Asthma
im Wesentlichen eine Entwicklungs-Erkrankung ist, bei der die normale Entstehung

der Atemwege und des Immunsystems in der Kindheit beeintrachtigt sind'®,
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4.5 Ausblick

Drosophila hat sich in dieser Dissertation als ausgezeichnetes Modell fir die initiale
Analyse der funktionellen Relevanz von Asthma-Suszeptibilitdtsgenen erwiesen. Aus
zeitlichen Grunden konnten hierbei verschiedene Aspekte nicht berucksichtigt wer-
den. Dies ist zum einen der Einfluss einer ormdl-Uberexpression sowie einer
JAK/STAT-Aktivierung auf die antivirale Antwort, der eine bedeutende Rolle bei der
Asthma-Pathogenese zukommt. Zum anderen ist die Untersuchung der Modulation
der intestinalen Mikrobiota durch eine ormdl-Uberexpression bzw. eine JAK/STAT-
Aktivierung ausgesprochen interessant. Veranderungen in Stress-Zustand und
Barrierestruktur des Epithels kdnnen die Besiedelungsgrundlagen fur Kommensalen
verandern. Eine gesunde, diverse Mikrobiota ist wiederum bedeutend fur die Ent-
wicklung des Immunsystems'®'8.

Des Weiteren ist es von entscheidender Bedeutung, zu evaluieren, ob die gefunde-
nen Funktionen bei Saugetieren konserviert sind. Aus diesem Grund ware ein

Transfer der Resultate in Mausmodelle auf3erst sinnvoll.
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5 Zusammenfassung

Asthma ist eine chronisch-entzundliche Erkrankung der Atemwege, die weltweit etwa
300 Millionen Menschen betrifft. Die Pathogenese beruht auf einem Zusammenspiel
von Umweltfaktoren mit einer genetischen Pradisposition und sie ist noch unzu-
reichend verstanden. Diese genetische Pradisposition wird durch zahlreiche Gene
vermittelt, deren Relevanz fur die Asthma-Pathogenese teilweise noch unverstanden
ist. Eine Analyse dieser Asthma-Suszeptibilitditsgene kann zum Verstandnis der
Asthma-Pathogenese beitragen und damit neue Therapie- und Praventionsmaoglich-
keiten erdffnen.

Traditionell wird Asthma als eine Erkrankung betrachtet, deren Urspringe in den
allergischen Mechanismen des adaptiven Immunsystems liegen. In den letzten Jah-
ren hat sich dieser Fokus verschoben und das Epithel steht nunmehr im Fokus der
Asthma-Pathogenese. Dabei schafft das Epithel in Asthmatikern infolge einer abnor-
men Antwort auf Umweltfaktoren womadglich eine Mikroumgebung, die Entziindungs-
reaktionen fordert und eine allergische Sensibilisierung ermoglicht.

Basierend auf dieser Hypothese wurde ein Drosophila-Asthmamodell zur Unter-
suchung von Asthma-Suszeptibilitditsgenen im Atemwegsepithel angewendet. Dieses
Modell hat zwei wesentliche Vorteile, eine Fokussierung auf das Atemwegsepithel
ohne Einflisse einer adaptiven Immunantwort sowie eine Einschrankung des zeit-
lichen Aspektes.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Relevanz der Asthma-Suszeptibilitdtsgene
ORMDL3, STAT3 und STAT6 im Atemwegsepithel des Modellorganismus Drosophila
melanogaster untersucht. Eine erhohte Expression von ormdl, dem Drosophila
Homolog zum humanen ORMDLS3, in den Atemwegen und im Darm von Drosophila
fuhrte zu einer erhdhten Antwort gegenuber Umweltstressfaktoren. Diese war von
einer Modulation der zellularen Stressantwort, Veranderungen beim Vorkommen von
Asthma-relevanten Lipiden und der reduzierten Expression von Reparatur-Signal-
wegen begleitet. Die Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges im Atemwegsepithel
von Drosophila hatte eine Beeintrachtigung der epithelialen Barriere zur Folge. An
der Entstehung dieser Barrierestérung war der Wnt-Signalweg mutmallich beteiligt.
In beiden Fallen kam es zusatzlich zu einer transkriptionellen Anreicherung von Ent-
wicklungs-assoziierten Genen.

Diese Resultate unterstitzen die Hypothese, dass eine genetische Pradisposition

das asthmatische Epithel bei der Bewaltigung von umweltbedingtem Stress und
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Verletzungen einschrankt. Eine Kombination aus mehreren fehlregulierten Genen
und Umweltfaktoren beeintrachtigen die Stressantwort und die Erneuerungsvorgange
des Epithels moglicherweise so stark, dass eine allergische Sensibilisierung ermog-
licht wird.

Darlber hinaus existiert eine Schnittmenge der Resultate mit den funktionellen
Eigenschaften des asthmatischen Epithels, das unter anderem gekennzeichnet ist
durch eine beeintrachtigte Barriere, einen erhohten Stress-Status und eine ver-
ringerte Reparatur. Diese Schnittmenge verdeutlicht die Qualitat des Drosophila-
Asthma-Modells bei der initialen Analyse der funktionellen Relevanz von Asthma-

Suszeptibilitatsgenen im respiratorischen Epithel.
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6 Summary

Asthma is a chronic inflammatory disease of the airways that affects 300 million
people world-wide. The pathogenesis is not completely understood. However, an
interaction of environmental and genetic factors is thought to cause asthma
development. This genetic predisposition is caused by many asthma susceptibility
genes. For some of these genes, the relevance for asthma pathogenesis, in general
or regarding particular aspects, is unknown. Studying the functional relevance of
these genes can provide a better understanding of asthma pathogenesis and thus
contribute to the development of new therapies.

Asthma has long been thought to be a disease of the adaptive immune system. In
contrast, an opposing view puts the epithelium in the center of the pathogenesis.
Through its abnormal response to environmental stimuli, the asthmatic epithelium is
assumed to create a microenvironment that facilitates allergic sensitization and pro-
motes inflammation.

Taking this in account, a Drosophila asthma model for initial studies on asthma
susceptibility genes in the airway epithelium was used. This model has two major
advantages. First, a focus on the airway epithelium with no influence of the adaptive
immune response is possible. Second, the temporal aspect of the studies can be
strongly reduced.

In this study, the relevance of the asthma susceptibility genes ORMDL3, STAT3 and
STAT6 was analyzed using the model organism Drosophila melanogaster.
Overexpression of ormdl, the Drosophila representative of human ORMDLS3, in the
airway epithelium and in the gut resulted in increased susceptibility to environmental
stress. This enhanced susceptibility was accompanied by an increased cellular stress
status, changes in lipid amounts and reduced expression of repair pathways. Further-
more, activation of the JAK/STAT pathway in the airway epithelium of Drosophila led
to an epithelial barrier disruption, which was likely to depend on Wnt signaling. In
addition, a transcriptional enrichment of developmental genes was present in both
cases.

These results support the hypothesis that a genetic predisposition compromises the
ability of the asthmatic epithelium to cope with stress and injury resulting from
environmental stress. Thus, a combination of environmental factors and several de-
regulated asthma susceptibility genes might impair the stress response and the re-

newal of the epithelium in a manner that facilitates allergic sensitization.
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Moreover, the results obtained in Drosophila share an intersection with the functional
characteristics of the asthmatic epithelium. In asthma, the epithelial barrier is im-
paired, the cellular stress status is enhanced and repair is reduced. This intersection
emphasizes the quality of the Drosophila asthma model in the initial analysis of the

functional relevance of asthma susceptibility genes in the respiratory epithelium.
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dTOR Drosophila target of rapamycin
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EDTA Ethylendiamintetraacetat
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ERK extracellular signal-regulated kinase
elF2a Eukaryotic Initiation Factor 2a

FA Fettsaure

fz frizzled

FZB Forschungszentrum Borstel
GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
GSDML gasdermin-like
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GWAS genomweite Assoziatiosstudie
H2>0 Wasser

HAJ Hemiadherens Junction

HEK Human Embryonic Kidney
HexCer Hexa-Ceramid

hsc3 heat shock protein cognate 3

IBD chronisch-entzindliche Darmerkrankung

Ig Immunglobulin
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JAK
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MAPK
MHC
MP1
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NHLF

NP-HPLC-MS

ORMDL
PC
PCR
PE
PERK
PFA
Pfu
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Pl
PI3K
pnr
pPC
pPE
PPO
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gRT-PCR
RNA
ROS
S1P
SAJ
salm
SJ
SM
SNP
SP10
SPE
spi
STAT

ABKURZUNGSVERZEICHNIS | 102

Interleukin
myo-inositol-1-phosphate-synthase
inositol-requiring enzyme-1
Januskinase

c-Jun N-terminal kinase

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Lysophosphatidylcholin
Lysophosphatidylethanolamin
Mitogen-aktivierte Proteinkinase
Haupthistokompatibilitatskomplex
melanization protease 1

melanization protease 2
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells

normales Ziegenserum

Normal Human Bronchial Epithelial
Normal-Phase High Performance Liquid Chromatography Mass
Spectrometry

orosomucoid1-like

Phosphatidylcholin
Polymerase-Kettenreaktion
Phosphatidylethanolamin

eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 3
Paraformaldehyd

Pyrococcus furiosus
Phosphatidylglycerol
Phosphatidylinositol
Phosphoinositid-3-Kinase

pannier
Phosphatidylcholin-Plasmalogen
Phosphatidylethanolamin-Plasmalogen
Porphenoloxidase

Phosphatidylserin

Quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion
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Sphingosin-1-phosphat

Spot Adherens Junction

spalt major
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Sphingomyelin
Einzelnukleotid-Polymorphismus
serine protease 10

spétzle processing enzyme

spitz

signal transducer and activator of transcription
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TAG Triacylglycerol

TER transepithelialer Widerstand
TGF transforming growth factor
Th T-Helfer

TJ Tight Junction

tRNA Transfer-Ribonukleinsaure
TSLP thymic stromal lymphopoietin
UAS Upstream Activation Sequence
UPD Unpaired

UPR Unfolded Protein Response
UTP Uridintriphosphat

xbp1 x-box binding protein 1

ZA Zonula Adherens

Z0-1 Zonula Occludens-1

Einheiten und Prafixe wurden gemal dem Internationalen Einheitensystem (SI) ver-
geben. Des Weiteren wurden die Elementsymbole des Periodensystems nach
IUPAC verwendet.
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Im Folgenden werden die Resultate der Mikroarray-Analysen tabellarisch aufgefihrt.
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CG13530
CG13359
CG8735

CG5399
trx

cdm
CG12796
CG14191
Or65a
Prosbetab
Eip55E
Gpdh
Dh44-R1
BicD
CG8229
phr6-4
hts
CG6707
CG13186
CG7573
Lkr
CG12655
Cyp6d4
CG7236
CG3621
Oatp33Eb
Mcm7
CG13131
Whnk
CG10863
CG33986
CSN1b
CG10738
orb2

Ik
CG13054
CG9272
CG4849
CG4593
CG43316
POSH
CSN4
Tmhs
Atx-1
CG7049
Dif

Csat
elF4E-3
Npip1
CG4691
CG18540
ctrip

Fer?
Spn77Bc
Pif1B
CG42260
CG13359
CG8735

21
2.1
21
2.1
2.1
2.1
21
2.1
21
2.1
21
2.1
2.1
2.1
21
2.1
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.8
1.8
1.8




CG7974
CG32552
CG8005
CG6379
CG18554
CG15267
CG1126
CG3955
CG1692
CG18744
CG7979
CG18622
CG16734
CG10763
CG5188
CG9188
CG11888
CG3651
CG1849
CG31057
CG15436
CG9068
CG6342
CG8681
CG32700
CG9021
CG6863
CG31136
CG11111
CG8211
CG6890
CG10272
CG5397
CG5525
CG11896
CG6889
CG8269
CG2157
CG10421
CG40300
CG5319
CG13901
CG1120
CG13331
CG3420
CG7685
CG13675
CG10625
CG10013
CG14035
CG1709
CG1862
CG6666
CG32653
CG18437

CG7974
CG32552
CG8005
CG6379
Octbeta3R
dao
CG1126
CG3955
mal
CG18744
CG7979
CG18622
CG16734
Gbetas
CG5188
sip2
Rpn2
CG3651
run

tau
CG15436
CG9068
Irp-1B
clumsy
CG32700
CG9021
tok
Syx1A
rdgB
IntS2
Tollo

app
CG5397
CG5525
m-cup
tara

Dmn
CG2157
Cad96Cb
AGO3
lute
CG13901
IntS10
CG13331
CG3420
CG7685
CG13675
CG10625
CG10013
Msp-300
Vha100-1
Ephrin
SdhC
CG43921
CG18437

1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6

ANHANG

CG32067
CG12078
CG31064
CG32604
CG11619
CG9129
CG4312
CG5304
CG14029
CG5315
CG15276
CG17033
CR31808
CG12286
CG6530
CG8896
CG11172
CG8205
CG9988
CG1634
CG1941
CG8905
CG13280
CG32280
CG6054
CG30475
CG9013
CG2005
CG18405
CG3536
CG31283
CG12781
CG4531
CG18416
CG7051
CG33455
CG3688
CG1722
CG1381
CG3655
CG12467
CG11092
CG32504
CG33220
CG2135
CG2259
CG12105
CG8928
CG5711
CG4936
CG7639
CG11771
CG8616
CG32176
CG13297

simj
CG12078
CG31064
I(1)G0007
CG11619
CG9129
MtnB
dmGlut
vri
CG5315
CG42313
elgi
CG31808
kar

mthl3
18w
NFAT

fus
CG9988
Nrg
CG1941
Sod2
CG13280
CG32280
Su(fu)
aPKC
Vha16-4
Ptp99A
Sema-1a
CG42260
CG31283
nahoda
aos
CG18416
Dic61B
mute
1(2)35Bd
CG1722
RpLPO-like
CG3655
CG43867
CG11092
CG32504
CG33220
CG2135
Gcle
CG12105
Rrp47
Arri
CG4936
CG7639
CG11771
BHD
CG32176
CG13297

1.6

1.6

1.5

1.5

1.5

1.5

1.5

1.5

1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8




CG11870
CG14806
CG4479
CG31763
CG3114
CG10145
CG4370
CG6113
CG7223
CG10360
CG13305
CG10908
CG4220
CG33113
CG10822
CG17732
CG17885
CG5510
CG4684
CG9003
CG14969
CG7415
CG33261
CG7831
CG17029
CG18250
CG4467
CG33111
CG2674
CG4807
CG8937
CG4206
CG12843
CG8961
CG32138
CG14809
CG10118
CG6304
CG5121
CG32692
CG10673
CG31389
CG14701
CG6293
CG4922
CG40381
CG10388
CG7823
CG6057
CG14678
CG3333
CG13245
CG12007
CG2053
CG3429

CG43143
CG14806
Mst35Ba
bru-2
ewg
mspo

Irk2

Lip4

htl
ref(2)P
CG13305
Der-1

elB

Rtnl1
CG10822
CG17732
Orla
CG5510
nwk
CG9003
CG14969
Dpplll

Trl

ncd
CG17029
Dg
CG4467
CG33111
Sam-S
ab
Hsc70-1
Mcm3
Tsp42Ei
tef
CG32138
CG14809
ple
CG6304
MED28
CG32692
CG10673
CG31389
CG14701
CG6293
sala
CG40381
Ubx
RhoGDI
SMC1
CG34113
Nop60B
CG13245
CG12007
CG2053
swaPsi

-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0

ANHANG

CG5684
CG7637
CG9125
CG5163
CG5417
CG13255
CG6808
CG6620
CG8600
CG30409
CG5722
CG9076
CG3100
CG33337
CG5352
CG7494
CG6426
CG7588
CG1298
CG10660
CG9471
CG12028
CG3413
CG9774
CG9226
CG10327
CG3032
CG1702
CG6637
CG6598
CG9384
CG7184
CG11881
CG9045
CG7276
CG5554
CG4896
CG3762
CG9760
CG8996
CG9539
CG15224
CG17777
CG11527
CG6011
CG3727
CG11009
CG15033
CG2046
CG9596
CG32802
CG7296
CG5111
CG9752
CG15219

Pop?2
CG7637
CG9125
TflIA-S
Srp14
CG13255
CG6808
ial
CG43781
CG30409
Npcia
Cpr47Ed
b6
CG33337
SmB
mRpL1
CG6426
Eig71Ej
kune
CG10660
CGY9471
dib

wdp

rok
WDR79
TBPH
CG3032
GstT3

Isn

Fdh
CG9384
Mkrn1
dgté

Myb
CG7276
CG5554
CG4896
Vha68-2
CG9760
wal
Sec61alpha
Ckllbeta
CG17777
Tig

Prp18
dock
Wbp2
CheA7a
CG2046
CG9596
CG32802
CG7296
CG5111
CG9752
CG15219

-2.0
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.5
-2.5
-2.5




CG8176
CG8195
CG5630
CG2009
CG10354
CG2857
CG14815
CG5669
CG13598
CG14050
CG33114
CG2014
CG17952
CG13323
CG6571
CG15629
CG4615
CG11994
CG32950
CG1146
CG4314
CG15920
CG3744
CG8508
CR33327
CG8309
CG9775
CG33217
CG14355
CG1835
CG12449
CG7886
CG18477
CG12787
CG4675
CG3774
CG5887
CG8515
CG3862
CG11353
CG5045
CG3819
CG12094
CG11245
CG33249
CG9386
CG6860
CG7568
CG32150
CG14259
CG9916
CG9347
CG1794
CG5429
CG13924

CG8176
CG8195
CG5630
bip2

Rat1
Tpc2
Pex5
Spps

sha
CG14050
Gyc32E
CG2014
LBR
CG13323
rdgC
CG15629
CG4615
Ada
CG14246
CG1146
st

resilin
CG3744
CG8508

Tango7
CG9775
CG33217
CG14355
CG1835
Gfat1
CG7886
CcG18477
hoe1
Ndae1
Efr
desat1
Cpr49Ah
CG3862
CG11353
CG5045
CG3819
CG34104
Pkcdelta
CG42271
CG9386
Lrch
CG7568
CG32150
CG14259
Cyp1
ninaB
Mmp2
Atgb
CG13924

-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.9
-2.9

ANHANG

CG9289
CG12390
CG12086
CG9162
CG9664
CG13631
CG5581
CG11778
CG3260
CG8440
CG15517
CG7279
CG6883
CG8118
CG30035
CG4135
CG8997
CG32193
CG11466
CG10052
CG31961
CG8556
CG1440
CG5705
CG1391
CG9100
CG7592
CG3711
CG5558
CG5069
CG13809
CG8605
CG1090
CG3799
CG5269
CG2173
CG6995
CG6765
CG8843
CG7772
CG4925
CG7563
CG6805
CG5994
CG10851
CG6461
CG1049
CG8290
CG10336
CG32856
CG11892
CG8607
CG5166
CG3502
CG33009

CG9289
dare

cue
CR9162
CG9664
CG13631
Ote

CNT1
Zfrp8
Lis-1
CG15517
Lip1

trh

mam
Tret1-1
beat-Ilb
CG8997
CG32193
Cyp9r2
Rx
CG31961
Rac2
CG1440
CG5705
sol
Rab30
Obp99b
CG3711
CG42359
croc
osm-1
CG8605
CG1090
Exn

vib

Rs1
Saf-B
CG6765
sech
CG7772
CG4925
CalpA
CG6805
Nelf-E
B52
Ggt-1
Cct1
CG8290
CG10336
CG32856
CG11892
CG8607
Atx2
CG3502
CG33672

-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.1
-3.1
-3.1
-3.1
-3.1
-3.2
-3.2
-3.2
-3.2
-3.2
-3.2
-3.2
-3.2
-3.3
-3.3
-3.3
-3.3
-3.3
-3.3
-3.4
-3.4
-3.4
-3.4
-3.4
-3.5
-3.5
-3.5
-3.5
-3.6
-3.6
-3.6
-3.7
-3.7
-3.7
-3.8
-3.8
-3.8
-3.8
-3.8




CG4459
CG31732
CG3665
CG13096
CG8044
CG11007
CG9171
CG31617
CG10124
CG5590
CG10967
CG6724
CG6155
CG9029
CG9186
CG32625
CG8805
CG12897
CG10041
CG30321
CG14443
CG30391
CG15085
CG4865
CG10759
CG12936
CG10539
CG12128
CG9765
CG8144
CG6758
CG31104
CG9854
CG14283
CG2316
CG10506
CG17058
CG5996
CG32042
CG7818
CG31305
CG8239
CG11122
CG32148
CG4569
CG31171
CG9149
CG3812
CG10537
CG8885
CG14540
CG2412
CG4079
CG7532
CG17327

CG4459
yuri

Fas2
CG13096
HP4
CG11007
CGI171
His1:CG31617
elF4E-4
CG5590
Atg1
CG6724
Roe1
CG9029
CG9186
CG32625
wun2
CG42732
CG10041
CG30321
CG14443
CG30391
ed/

dgt4

Or7a
mms4
S6k
CG12128
tacc

ps
CG6758
CG31104
hrg
mRpL55
CG2316
Aats-gin
Peritrophin-A
trngamma
PGRP-LA
CG7818
fabp
CG8239
CG11122
CG32148
Pros28.1B
CG31171
CG9149
CG3812
Rdl

Scox
CG14540
Rad51C
Taf11
1(2)34Fc
CG17327

-3.9
-3.9
-3.9
-4.0
-4.0
-4.1
-4.1
-4.1
-4.1
-4.1
-4.1
-4.1
-4.1
-4.2
-4.4
-4.4
-4.4
-4.4
-4.4
-4.5
-4.5
-4.5
-4.6
-4.6
-4.6
-4.6
-4.6
-4.6
-4.7
-4.7
-4.9
-5.0
-5.2
-5.3
-5.3
-5.3
-5.4
-5.4
-5.6
-5.7
-6.2
-6.2
-6.7
-6.7
-7.0
-7.3
-8.4
-8.7
-8.9
-8.9
-8.9
-9.3
-9.8
-9.8
-11.7

ANHANG

CG12737
CG8127
CG8878
CG7333
CG3764
CG13707
CG6033
CG6354
CG2559
CG7395
CG9362
CG4266
CG15067
CG5942
CG15286
CG2855
CG16713
CG9862
CG10478
CG18081
CG9375
CG5067
CG10108
CG11356
CG1429
CG33197
CG15829
CG11414
CG8426
CG10038
CG17562
CG9428
CG3201
CG4869
CG10045
CG8972
CG6692
CG14299
CG15282
CG10447
CG6016
CG3565
CG13227
CG9983
CG10200
CG31301
CG1435
CG6742
CG10305
CG15280
CG12883
CG8481
CG8417
CG5001
CG14243

Crag
Eip75B
CG8878
CG7333
CG3764
CG13707
ark
Rb97D
Lsp1alpha
SNPF-R
GstzZ1
CG4266
CG15067
brm
CG15286
aph-1
CG16713
Rae1
alphaKap4
CG18081
Ras85D
cic

phyl
CG11356
Mef2

mbl
CG15829
CG11414
1(2)NC136
CG10038
CG17562
ZIP1
Mic-c
betaTub97EF
GstD1
rho-7

Cp1
CG14299
CG15282
Nf-YB
bbc
CG3565
CG13227
Hrb98DE
CG10200
CG31301
CBP
cenB1A
RpS26
CR15280
CG12883
CG8481
CG8417
CGb5001
TwdlD

-14.3
-15.9
-65.3
-70.5
13.7
13.4
11.0
9.1
6.9
6.2
5.3
5.0
4.8
4.5
4.4
4.4
4.0
4.0
3.9
3.8
3.8
3.7
3.5
3.5
3.4
3.4
3.4
3.4
3.3
3.3
3.2
2.9
2.8
2.8
2.8
2.8
2.7
2.7
2.6
2.5
25
2.5
2.5
2.5
24
23
2.3
2.3
23
2.3
2.2
2.2
2.1
2.1
21




CG9470
CG10203
CG17689
CG8416
CG5271
CG8085
CG4654
CG12141
CG3004
CG1623
CG8369
CG4157
CG10653
CG13120
CG10477
CG9412
CG5784
CG6838
CG6593
CG2512
CG7809
CG14754
CG11642
CG2522
CG7130
CG5855
CG3973
CG2790
CG13394
CG7288
CG2209
CG7440
CG15213
CG8979
CG11099
CG7986
CG32666
CG8460
CG10419
CG10376
CG6203
CG6854
CG2924
CG3314
CG5676
CG10165
CG8544
CG2813
CG10264
CG11053
CG8948
CG11259
CG16817
CG8914
CG1964

MitnA

x16
Spt20
Rho1
RpS27A
RN-tre
Dp
Aats-lys
Lst8

hebe
CG8369
Rpn12

hk
CG44152
CG10477
rin
Mapmodulin
ArfGAP3

Pp1alpha-96A
alphaTub84D

Grasp65
CG14754
TRAM
Gip-bp
CG7130
cni

pigs
CG2790
CG42820
CG7288
CG2209
tgy
CG15213
PI31
CG11099
Atg18
Drak
CG8460
Gem2
CG10376
Fmr1
CTPsyn
CG2924
RpL7A
CGb5676
CG10165
sd

cold
CG10264
CG34345
Graf
MICAL-like
CcG16817
Ckllbeta2
Kul

2.0
1.9
1.9
1.9
1.9
1.8
1.8
1.8
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.6
1.6
1.6
1.6
1.5
1.5
1.5
1.5
-1.5
-1.5
-1.6
-1.6
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1

ANHANG

CG40091
CG30029
CG18428
CG8589
CG9745
CG18179
CG4600
CG13587
CG5730
CG11219
CR40465
CG5266
CG9742
CG30429
CG4536
CG4380
CG33006
CG11109
CG14897
CG11271
CG12391
CG13202
CG10959
CG8841
CG15785
CG3542
CG10679
CG12021
CG7638
CG16786
CG41130
CG10956
CG8889
CG8409
CG5588
CG5454
CG8396
CG14229
CG4012
CG1490
CG5867
CG5576
CG4790
CG8067
CG4067
CG32663
CG5522
CG14584
CG15261
CG18468
CG13420
CG1600

CG40091
CR30029
CG18428
tej

D1
CG18179
yip2
CG13587
AnniIX
PIP82
CR40465
Pros25
SmG
CG30429
iav

usp
CG43164
CG11109
CG42232
CG17672
CG12391
CG13202
CG10959
CG8841
CG42749
CG3542
Nedd8
Patj
CG7638
CG16786
Mitf
Spn53F
Mppe
Su(var)205
Mtl

snRNP-U1-C

Ssb-c31a
CG14229
gek

Usp7
CG5867
imd
fs(1)M3
CG8067
pug
CG43154
CG5522
Ir20a
UK114
Lhr
CG42335
CG1600

-2.1
-2.2
-2.2
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.6
-2.6
-2.8
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-3.0
-3.1
-3.1
-3.1
-3.1
-3.2
-3.2
-3.3
-3.3
-3.3
-3.4
-3.6
-3.6
-3.7
-3.7
-4.0
-4.1
-4.1
-4.1
-4.3
-4.3
-5.4
-5.4
-6.4
-6.7
-7.6
-11.2




lll. PPK4-Galdxw'''®/PPK4-Gal4xUAS-ORMDL

ANHANG

Gen-ID Gen-Symbol relative

Expression
CG11414 CG11414 18.0
CG8631 msl-3 9.2
CG5890 CG5890 8.3
CG33006 8.0
CG13843 (CG13843 7.9
CG3174 Fmo-2 7.7
CG16901 sqd 7.2
CG4975 CG4975 7.2
CG8643 rgr 7.2
CG6425 CG6425 6.8
CG15831 6.8
CG11120 CG11120 6.7
CG31791 CG31791 6.6
CG5939 Prm 6.4
CG5177 CG5177 6.2
CG5016 Mst57Db 6.0
CG9362 CG9362 6.0
CG18356 CG18356 5.7
CG4859 Mmp1 5.6
CG9983 Hrb98DE 5.1
CG31764  vir-1 5.0
CG3781 CG3781 5.0
CG31666 CG31666 4.9
CG6817 foi 4.9
CG6742 cenB1A 4.8
CG1550 CG1550 4.7
CG3734 CG3734 4.5
CG31355 (CG31355 4.4
CG11807 CG11807 4.4
CG10200 CG710200 4.4
CG10747 CG10747 4.3
CG13090 CG13090 4.1
CG3033 CG3033 4.1
CR31490 4.0
CG33017 CG33017 4.0
CG18519 CG18519 4.0
CG14762 CG14762 4.0
CG5580 sbb 4.0
CG7937 C15 4.0
CR40456 3.9
CG13230 CG13230 3.8
CG13707 CG13707 3.8
CG2727 emp 3.8
CG17470 CG17470 3.8
CG55183 3.8
CG9102 bab2 3.7
CG4380 usp 3.6
CG18778 (CG18778 3.6
CG5748 Hsf 3.6
CG8571 smid 3.6
CG4382 CG4382 3.6
CG1837 pretaporter 3.6

CG12200
CG6016
CG18081
CG9326
CG10575
CG6203
CG1906
CR12953
CG18428
CG30203
CG8749
CG7749
CG14367
CG4610
CG12602
CG4372
CG31411
CG1274
CG93251
CG17821
CG10264
CG2262
CG14690
CG106265
CG17117
CG11666
CG5067
CG33110
CG30360
CG6884
CG6492
CG11000
CG8640
CG3322
CG10837
CG5848
CG15614
CG17047
CG30429
CG13641
CG11905
CG3827
CG4759
CG40203
CG5414
CG1268
CG8157
CG40463
CG14597
CG11852
CG33123
CG41135
CG9862
CG10045

CG12200
CG6016
CG18081
CG9326
CG10575
Fmr1
CG1906

CG18428

SnRNP70K
fat2
CG14367
CG4610
CG12602
CG4372
CG31411
Jafrac2

CG17821
CG10264
Smox

tomboy20

hth
CG11666
cic
CG33110
CG30360
MED11
Ucp4A
CG11000
CG8640
LanB2

cact
CG15614
CG17047
CG30429
CG13641
CG11905
Sc

RpL27

CG5414
CG1268
CG8157

CG14597
CG11852
CG33123

Rae1
GstD1

3.5
3.5
3.5
3.5
3.4
3.4
3.3
3.3
3.3
3.3
3.3
3.3
3.2
3.2
3.1
3.1
3.1
3.1
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
29
29
29
2.9
29
29
29
29
29
29
29
2.9
29
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.7
2.7
2.7
27
2.7
2.7




ANHANG

CG30051 CG30051 2.7 CG7893 vav 23
CG33189 (CG33189 2.6 CG31464 CG31464 23
CG6022 CG6022 2.6 CG4536 CG4536 23
CG109431 2.6 CG8025 Mtr3 23
CG5935 Dek 2.6 CG11207 feo 23
CG6689 CG6689 2.6 CG6838 CG6838 23
CG16713 CG16713 2.6 CG4938 Aats-ser 2.3
CG5461 bun 2.6 CG2647 per 23
CG6005 CG6005 2.6 CG2559 23
CG15155 CG15155 2.6 CG6985 CG6985 22
CG6472 CG6472 2.6 CG10788 ng3 2.2
CG30395 CG30395 2.6 CG10543 CG10543 2.2
CG9412 rin 2.6 CG13426 CG13426 22
CG3896 NADPH oxidase 2.6 CG9438 Cypb6a2 22
CG19136 2.6 CG2791 CG2791 2.2
CG12505 CG12505 2.6 CG5725 fbl 22
CG7288 CG7288 2.6 CG2845 phl 22
CG32356 ImpE1 2.6 CG18212 CG18212 22
CG32264 (CG32264 2.6 CG32556 CG32556 2.2
CG3788 CG3788 2.6 CG5730 AnniX 2.2
CG331290 2.5 CG32511 CG32511 22
CG5355 CG5355 2.5 CG15157 CG15157 22
CG14299 CG14299 2.5 CG1636 CG1636 2.2
CG5381 CGb5381 2.5 CG2253 Upf2 22
CG1842 Dhc98D 25 CG30190 CG30190 22
CG5436 Hsp68 2.5 CG2304 Trc8 22
CG8160 CG8160 2.5 CG8562 CG8562 2.2
CG11337 CG11337 2.5 CG17255 CG17255 22
CG13091 CG13091 2.5 CG12158 22
CG14655 CG14655 2.5 CG10479 CG10479 22
CG15010 ago 2.5 CG13120 CG13120 2.2
CG12358  Paip2 2.5 CG30093 CG30093 2.2
CG17923 CG17923 25 CG15631 CG15631 22
CG11251 CG11251 24 CG40178 2.1
CG10598 CG10598 24 CG14792 sta 2.1
CG8417 CG8417 24 CG3731 CG3731 2.1
CG30264 CG30264 24 CG2952 Dox-A3 21
CG3921 CG3921 24 CG5654 yps 2.1
CG4860 CG4860 24 CG10281 21
CG32663 (CG32663 24 CG2224 CG2224 2.1
CG11624  Ubi-p63E 24 CG1878 2.1
CG10379 mbc 24 CG3152 Trap1 2.1
CG5216 Sir2 24 CG6788 CG6788 2.1
CG12021  Patj 24 CG1435 CBP 2.1
CG2139 aralar1 24 CG4212 Rab14 21
CG14760 CG14760 24 CG5001 CG5001 2.1
CG8128 CG8128 24 CG31804 CG31804 2.1
CG8182 GalNAc-T1 24 CG31257 CG31257 2.1
CG14534 CG14534 23 CG33048 2.1
CG10374  Lsd-1 2.3 CG7283 2.1
CG12420 CG12420 2.3 CG2747 CG2747 2.1
CG5813 chif 23 CG4318 CG4318 2.1
CG11779 CG11779 23 CG6514 TpnC25D 21
CG13954 CG13954 2.3 CG11723 CG11723 2.1

CG17149 CG17149 2.3 CG10006 CG70006 2.1




CG18132
CG7793
CG5744
CG12403
CG32666
CG13231
CG56839
CG8516
CG11356
CG9498
CG4433
CG11348
CG7548
CG17260
CG13126
CG17042
CG1942
CG32845
CG11133
CG14270
CG3626
CG15169
CG8177
CG5643
CG14543
CG5478
CG10516
CG15067
CG6364
CG10233
CG10163
CG33475
CG9697
CG3835
CG11929
CG32817
CG5505
CG13893
CG10138
CG95200
CG4163
CG8841
CG10038
CG6340
CG9428
CG31198
CG13364
CG3994
CG14119
CG16700
CG4362
CG17534
CG18420
CG5175
CG15395

CG18132
Sos

Frq1
Vha68-1
CG32666
CG13231

CG8516
CG11356
CG9498
CG4433

CG7548
CG17260
CG13126
CG17042
CG1942
CG32845
CG11133
CG14270
CG3626
CG15169
CG8177
wdb
CG14543
CG5478
CG10516
CG15067
CG6364
CG10233
CG10163

PGRP-SB2
CG3835
CG11929
CG32817
mule
CG13893
PpD5

Cyp303a1
CG8841
CG10038
CG6340
ZIP1
CG31198
CG13364
CG3994
CG14119
CG16700
CG4362
GstE9

kuk
CG15395

21
2.1
21
2.1
2.1
2.1
21
2.1
21
2.1
21
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0

ANHANG

CG40120
CG1109
CG7851
CG40043
CG30173
CG12290
CG13658
CG30324
CG1582
CG4244
CG9761
CG4943
CG6488
CG5546
CG5326
CG13861
CG30457
CG30126
CG43881
CG15166
CG12171
CG8419
CG6593
CG14162
CG17086
CG13956
CG8132
CG10959
CG7188
CG30163
CG6495
CG33269
CG9253
CG13957
CG1523
CG12398
CG10476
CG4328
CG3035
CG15057
CG12389
CG6091
CG11522
CG31704
CG3991
CG6358
CG14110
CG9476
CG10031
CG1889
CG9166
CG16870
CG5971
CG14254
CG9938

CG1109

SIP1
CG12290
CG13658
CG30324
CG1582
Su(dx)
Nep2
lack
CG6488
MED19
CG5326
CG13861
CG30457
CG30126
salr
CG15166
CG12171
CG8419

dpr6
CG17086
kat80
CG8132
CG10959
CG7188
CG30163
CG6495
CG33269
CG9253
CG13957
CG1523
CG12398
CG10476
CG4328
cm
CG15057
Fpps
CG6091
RpL6

Tppll
Xpac
CG14110

CG10031
CG1889
312
Acyp
CG5971
CG14254
CG9938

20
2.0
2.0
2.0
2.0
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.8




CG32677
CG6762
CG49930
CG2924
CG3081
CG40497
CG6899
CG10101
CG1750
CG13582
CG7990
CG10219
CG11750
CG8889
CG17623
CG18418
CG4012
CG14992
CG6094
CG9449
CG6050
CG5458
CG5989
CG10947
CG11266
CG9689
CG10173
CG8862
CG3009
CG7379
CG4921
CG15438
CG18284
CG2794
CG5277
CG5834
CG8172
CG9088
CG6684
CG9200
CG33041
CG6524
CG2979
CG31148
CG14759
CR32873
CG11518
CG12883
CG4424
CG32854
CG11604
CG1028
CG6870
CG15877
CG8693

CG32677
CG6762

CG2924
CG3081

Ptp4E
cG10101
CG1750
CG13582
CG7990
CG10219
CG11750
CG8889
CG17623
CG18418
gek

Ack
CG6094
CG9449
EfTuM
CGb5458
CG5989
CG10947
CG11266
CG9689
Best2
CG8862
CG3009
CG7379
Rab4
CG15438
CG18284
CG2794
Ip259
Hsp70Bbb
CG8172
lid
RpS25
CG9200
CG33041
Cp19
Yp2
CG31148
CG14759

pygo
CG12883

CG4424
mRpS21
CG11604
Antp
CG6870
CG15877
CG8693

1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
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CG2928
CG11430
CG10287
CG5959
CG5498
CG1327
CG9480
CG8426
CG30338
CG4307
CG17192
CG7351
CG30384
CG4051
CG6565
CG6699
CG18301
CG4184
CG6033
CG2125
CG14215
CG31132
CG15261
CG4073
CG31840
CG15615
CG11029
CG66711
CG40164
CG5208
CG11099
CG9631
CG5250
CG15204
CG3939
CG15130
CG30116
CG4068
CG8405
CG7338
CG5889
CG10284
CG7986
CG15154
CG32551
CG32227
CG7330
CG1524
CG9307
CG32956
CG16813
CG32846
CG9016
CG9057
CG17386

olf186-F
Gasp
CG5959
CG5498
Ccp84Ac
Glycogenin
I(2)NC136
CG30338
Oscp
CG17192
CG7351
CG30384
egl
CG6565

CG18301
MED15
drk

ci
CG14215

CG15261
CG4073

CG31840
CG15615
CG11029

CG5208
CG11099
CG9631
CG5250
CG15204
CG3939
CG15130
CG30116
CG4068
CG8405
CG7338
Mdh
CG10284
Atg18
Socs36E
CG32551
CG32227
CG7330
RpS14a
CG9307

CG16813
CG32846
CG9016

CG17386

1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7




CG14684
CR33315
CG4038
CG32811
CG9861
CG13634
CG16857
CG8481
CG18064
CG15147
CG319194
CG13085
CG15319
CG11877
CG5768
CG8505
CG12187
CG10927
CG15167
CG31663
CG5588
CG14184
CG11893
CG5721
CG8346
CG40053
CG31773
CG10035
CG15364
CG7454
CG6639
CG1349
CG11798
CG3004
CG15171
CG1250
CG14079
CG2964
CG4926
CG9375
CG9984
CG17111
CG6701
CG11622
CG15209
CG176973
CG18596
CG15884
CG6145
CG1864
CG14714
CG9871
CG18193
CG15015
CG30372

CG14684

CG4038
CG32811
CG9861
CG13634
CG16857
CGs8481
Met75Chb
CG15147

CG13085
nej
CG11877
CG5768
CG8505
CG12187

CG15167
CG31663
Mil
CG14184
CG11893
CGb5721
HLHmM3

CG31773
CG10035
CG15364
Or85a
CG6639

chn
CG3004
robl37BC
sec23
CG14079

Ror
Ras85D
TH1
CG17111
CG6701
Rlip
CG15209

CG18596
CG15884
CG6145
Hr38
CG14714
CcG9871
CG18193
Cip4
CG30372

1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6

ANHANG

CG40068
CG4899
CG5359
CG5942
CG15456
CG18332
CG31106
CG9540
CG11872
CG32799
CG40485
CG13036
CG12849
CG13442
CG4326
CG5053
CG5029
CG2947
CG10207
CG40354
CG6683
CG15585
CG14080
CG11112
CG15213
CG12161
CG7748
CG3353
CG15663
CG11992
CG12477
CG30195
CG11525
CG7993
CG12818
CG1829
CG11727
CG3967
CG6845
CG13717
CG4770
CG2976
CG10277
CG3313
CG11423
CG7918
CG5013
CG10975
CG7449
CG5027
CG7908
CG13719
CG4030
CG7832
CG8299

Pdh
CG5359
brm
CG15456
CSN3
CG31106
Agbr2
CG11872

CG13036
CG12849
CG13442
mRpS17
CG5053
SamDC
CG2947
NaPi-T

CG6683
Osi1
Mkp3
CG11112
CG15213
CG12161
OstStt3
CG3353

Rel
CG12477
CG30195
CycG
CG7993
CG12818
Cypbv1
CG11727
CG3967
CG6845
CG13717
CG4770
CG2976
CG10277
CG3313
CG11423
CG7918
CG5013
Ptp69D
hbs
CGb5027
Tace
CG13719
CG4030
CG7832
CG8299

1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.5
1.5




CG31688
CG30100
CG10121
CG32464
CG31247
CG31851
CG31062
CG40378
CG40244
CG4686
CG3975
CG33172
CG323810
CG14650
CG13713
CG9451
CG78671
CG15427
CG10697
CG14057
CG15001
CG4083
CG17757
CG10531
CG8544
CG6181
CG9738
CG7011
CG17081
CG30282
CG7148
CG1502
CG32849
CG6126
CG11329
CG10459
CG6842
CG8254
CG12391
CG7199
CG8282
CG3338
CG11109
CG5825
CG10473
CG18582
CG33156
CG30044
CG32679
CR31615
CG13221
CG7929
CG15278
CG62248
CG5596

CG31688
CG30100
SP1173
1(3)82Fd
tinc
CG31851
side

CG4686
CG3975
CG33172

CG14650
CG13713
CG9451

tutl
Ddc
CG14057

Mo25
CG17757
CG10531
sd
CG6181
Mkk4
CGro011
CG17081
CG30282
CG7148
tsg
Hex-t2
CG6126
CG11329
CG10459
CG6842
exex
CG12391
Hr78
Snx6
CG3338
CG11109

CG10473
mbt

CG33156
CG30044
CG32679

Vhi
ocn

CG15278

Mic1

1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
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CG15883
CG2790
CG6562
CG5184
CG13278
CG11259
CG17520
CG15200
CG67657
CG5502
CG6452
CG8972
CG12861
CG4869
CG7864
CG17494
CG12263
CG5896
CG3411
CG7075
CG5539
CG11793
CG2948
CG12384
CR32078
CG6028
CG14324
CG16947
CG10241
CG3604
CG31839
CG5454
CG10447
CG6074
CG6854
CG32217
CG7587
CG30352
CG8877
CG14469
CG11053
CG15730
CG8090
CG3664
CG4600
CG9356
CG7953
CG30034
CG31842
CG4945
CG137801
CG17906
CG1883
CG3085
CG32694

Obp18a
CG2790
synj
mRpS11
CG13278
MICAL-like

CG15200

RpL4
CG6452
rho-7
CG12861

CG7864

CG12263
CG5896
bs
CG7075
CGb5539
Sod

rev’
CG12384

CG6028
CG14324
CG16947
Cyp6al7
CG3604
CG31839
CGb5454
CG10447
CG6074
CG6854
Su(Tpl)
CG7587
CG30352
CcG8877
dpri2
CG11053
CG15730
CG8090
Rab5
yip2
CG9356
CG7953
CG30034
mRpS23
CG4945

CG17906
RpS7
CG3085
CG32694

-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7




CG2021
CG6692
CG7529
CG15871
CG30385
CG14573
CG15617
CG5266
CG186220
CG40085
CR32881
CG31316
CG4144
CG11951
CG2519
CG15286
CG14214
CG12519
CG17689
CG11405
CG14328
CcG11271
CG5452
CG6610
CG16972
CG17766
CG12141
CG1490
CG8629
CG14490
CG25200
CG4760
CG30000
CG3589
CG10687
CG12002
CG16786
CG6756
CG9333
CG9345
CG6746
CG13587
CG9867
CG1507
CG32224
CG2493
CG10847
CG4910
CG5180
CG8046
CG10309
CG31291
CG16817
CG18539
CG3941

CG2021
Cp1
CG7529
mRpL38
CG30385
CG14573
CG15617
Pros25

GNBP2
CG11951
CG2519
CG15286
sec61gamma
CG12519
CG17689

CG14328
RpS12
dnk
CG6610
CG16972
CG17766
Aats-lys
CG1490
CG8629
CG14490

bol
CG30000
CG3589
Aats-asn
Pxn
CG16786
Tom70
Oseg5
Adgf-C
CG6746
CG13587

CG32224
CG2493
enc

Ccap
CG5180
CG8046
CG10309
CG31291
CG16817
CG18539
pita

-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
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CG4790
CG18455
CG4654
CG6253
CG13420
CG10956
CG3597
CG11621
CG4268
CG32068
CG9358
CG4935
CG6447
CG1640
CG3903
CG4716
CG6207
CG11796
CG5262
CG10105
CG11391
CG9081
CG16724
CG30007
CG30174
CG4341
CG13044
CG33171
CG15354
CG14497
CG10108
CG32230
CG7130
CG16952
CG4662
CG20827
CG17272
CG10419
CG11284
CG31765
CG18649
CG10679
CG9799
CG1707
CG40470
CG33298
CG10131
CG7395
CG11523
CG7259
CG13415
CG16812
CG18468
CG4157
CG5676

fs(1)M3
Optix

Dp
RpL14
CG13420
CG10956
CG3597

Pitsire
CG32068

CG4935
CG6447
CG1640
Gli
CG4716
GIcAT-P
CG11796
CG5262
CG10105
CG11391
Cyp4s3
tra
CG30007
CG30174
CG4341
CG13044
CG33171

CG14497
phyl
CG32230
CG7130
CG16952
CG4662

CG17272
CG10419
CG11284
CG31765

Nedd8
CG9799
CG1707

CG33298
CG10131
NPFR76F
CG11523
Best4
Cby
CG16812
CG18468
Rpn12
CG5676

-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.2




CG8314
CG2209
CG16793
CG6026
CG31313
CG1495
CG8067
CG5804
CG7305
CG16771
CGT7292
CG10752
CG2863
CG17489
CG17991
CG6090
CG16970
CG15280
CG1841
CG6803
CG9695
CG11060
CG33115
CG14417
CG8760
CG2968
CG3024
CG7936
CG6198
CG8396
CG10068
CG10781
CG1705
CG15306
CG2855
CG8058
CG7391
CG32528
CG92961
CG4462
CG16704
CG1623
CG30437
CG40049
CG3542
CG5492
CG17514
CG14584
CG11686
CG11143
CG13390
CG10683
CG10376
CG17290
CG5855

CG8314
CG2209
CG16793
CG6026
CG31313
CaMKI
CG8067
CG5804

CG16771
Rrp6
CG10752
Nle

CG17991
RpL34a
CG16970

CG1841

Dab
CG11060
CG33115
CG14417
CG8760
1(1)G0230
torp4a
mex1
CHORD
Ssb-c31a
CG10068
ng1
Rst(1)JH
CG15306
aph-1
CG8058
Clk
CG32528

CG4462
CG16704
CG1623
CG30437

CG3542
Tsp74F

CG14584
CG11686
Inos
CG13390
rhi
CG10376
CG17290
cni

-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.5
-2.5

ANHANG

CG13394
CG114943
CG7245
CG13802
CG6015
CG5793
CG11233
CG122233
CG5110
CG1662
CG12231
CG10339
CG33213
CG10604
CG9150
CG4914
CG8013
CG11280
CG30274
CG12126
CG5885
CG10203
CG7382
CG32070
CG8416
CG5718
CG18654
CG17559
CG9577
CG41120
CG7293
CG5330
CG4140
CG3347
CG4022
CG5920
CG10827
CG9093
CG9335
CG12977
CG17738
CR40465
CG12400
CG13214
CG5723
CG5413
CG9293
CG11902
CG7218
CG3714
CG8994
CG44670
CG1742
CG11986
CG17903

CG13394

CG13802
CG6015
CG5793
I(1)19E¢c

CG5110
CG1662

CG10339
CG33213
bsh
CG9150
CG4914
Su(z)12
trn
CG30274
CG12126
CG5885
xI6
CG7382
CG32070
Rho1
CG5718
Dgk

dnt
CG9577

Kip68D
Nap1
CG4140
CG3347
CG4022
sop
CG10827
Tsp26A
CG9335
CG12977
CG17738

CG12400
CG13214
Ten-m

CG9293
CG11902
CG7218
CG3714
exu

Magstl
CG11986
Cyt-c-p

-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
2.7
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8




CG3186
CG9284
CG4843
CG9434
CG1569
CG9470
CG15098
CG33321
CG33467
CG31815
CG10305
CG7730
CG8210
CG10335
CG8509
CG170520
CG9790
CG32080
CG10806
CG8925
CG17522
CG7644
CG17026
CG31121
CG40128
CG3314
CG5271
CG8226
CG30005
CG4185
CG18743
CG32595
CG12372
CG14966
CG41130
CG33151
CG32276
CG30158
CG9717
CG17723
CR32895
CG7231
CG9359
CG8280
CG14847
CG32267
CG7809
CG8828
CG30080
CG2522
CG11219
CG16894
CG14258
CG8498
CG11650

elF-5A
CG9284
Tm2

Fst

rod

MitnA
CG15098

CG31815
RpS26
CG7730
Vha14
Pbgs
CG8509

Cks85A
CG32080
CG10806
CG8925
GstE10
beat-Ib
CG17026
CG31121

RpL7A
RpS27A
Tom7
CG30005

Hsp70Ab
CG32595
spt4

CG14966

Gr59e
CG32276
CG30158
CGIr17
CG17723

CG7231

CG14847
CG32267
Grasp65
CG8828
CG30080
Gtp-bp
PIP82
CG16894
CG14258
CG8498
Lept

-2.9
-2.9
-2.9
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.1
-3.1
-3.1
-3.1
-3.1
-3.1
-3.2
-3.2
-3.2
-3.2
-3.2
-3.2
-3.2
-3.2
-3.2
-3.2
-3.3
-3.3
-3.3
-3.3
-3.3
-3.3
-3.4
-3.4
-3.4
-3.4
-3.4
-3.4
-3.4
-3.4
-3.5
-3.5
-3.5
-3.5
-3.5
-3.5
-3.5
-3.5
-3.5
-3.6
-3.6
-3.6
-3.6
-3.6
-3.6
-3.7

ANHANG

CG1693
CG17814
CG7935
CG6258
CG12123
CG1058
CG32026
CG7431
CG15534
CG9926
CG15708
CG1161
CG10484
CG15081
CG3201
CG7533
CG6822
CG5827
CR32864
CG14897
CG17105
CG18234
CG40006
CG10307
CG8726
CG9668
CG9843
CG13073
CG12899
CG14488
CG4180
CG30460
CG5842
CG7704
CG9915
CG10478
CG10345
CG31327
CG30383
CG10477
CG14888
CG5282
CG18176
CG5695
CG8460
CG31784
CG2998
CG10414
CG8334
CG14450
CG12780
CG1631
CG31776
CG7638
CG14549

tty
Peritrophin-15a
msk

RfC38
CG12123

CG32026
CG7431
CG15534
CG9926
CG15708
CG1161
Dox-A2
1(2)03709
Mic-c
chrb
ergic53
RpL37A

CG14897
CG17105
CG18234

CG10307
CG8726
Rh4

CG13073
CG12899
CG14488
1(2)35Bg
CG30460
nan

Taf5
CG9915
CG10478
CG10345
CG31327
CG30383
CG10477
CG14888
CG5282
defl

jar
CG8460
CG31784
RpS28b
CG10414
CG8334
CG14450
CG12780
CG1631
CG31776
CG7638
CG14549

-3.7
-3.7
-3.7
-3.7
-3.7
-3.8
-3.8
-3.8
-3.8
-3.8
-3.8
-3.8
-3.8
-3.8
-3.9
-3.9
-3.9
-3.9
-3.9
-4.0
-4.1
-4.1
-4.1
-4.2
-4.2
-4.2
-4.3
-4.3
-4.3
-4.4
-4.4
-4.4
-4.5
-4.5
-4.6
-4.6
-4.6
-4.6
-4.7
-4.7
-4.7
-4.7
-4.8
-4.8
-4.8
-4.8
-4.8
-4.9
-5.0
-5.1
-5.1
-5.1
-5.2
-5.3
-5.3




ANHANG

CG148895 -5.3 CG7321 -6.7
CG9271 Vm34Ca -5.4 CG7012 nct -6.7
CG1964 Kul -5.4 CG7756 Hsc70-2 -6.8
CG3027 pyd3 -55 CG32284 (CG32284 -7.1
CG10428 CG10428 -5.5 CG12311  Pomt2 -7.4
CG11856  Nup358 -5.6 CG31308 CG31308 -7.5
CG7429 CG7429 -5.7 CG15817 CG15817 -8.1
CR30478 -5.7 CG3764 CG3764 -8.2
CG11330  cort -5.8 CG6772 Slob -8.6
CG30485 CG30485 -5.8 CG18012 CG18012 -8.7
CG7595 ck -5.9 CG15785 -9.2
CG10800 Rcat -5.9 CG31509 TotA -11.2
CG5192 Rh6 -6.2 CG15282 (CG15282 -13.6
CG8745 CG8745 -6.2 CG7161 Oseg1 -16.6
CG10653 hk -6.2 CG18088 (CG18088 -18.3
CG1922 onecut -6.3 CG5070 CG5070 -20.2
CG1621 CG1621 -6.3

CG15113 5-HT1B -6.6

IV. PPK4-Galdxw'"'8/PPK4-Gal4xUAS-ORMDL-RNAI

Gen-ID Gen-Symbol relative CG2071 Ser6 3.1

Expression CG10068 CG10068 3.1
CG13425 bl 135.7 CG3033 CG3033 3.1
CG5819 CG5819 127.5 CG14762 CG14762 3.0
CG11807 CG11807 9.4 CG6817 foi 3.0
CG10531 CG10531 9.0 CG30360 CG30360 3.0
CG16713 CG16713 8.5 CG15213 CG15213 3.0
CG13641 CG13641 8.3 CG13227 CG13227 2.9
CG10516 CG10516 5.7 CG18519 (CG18519 29
CG5939 Prm 5.7 CG31936 Gr22e 29
CG13090 CG13090 54 CG8604 Amph 29
CG8631 msl-3 53 CG2901 CG2901 2.8
CG18778 (CG18778 5.3 CG5890 CG5890 2.8
CG14690  tomboy20 4.9 CG15884 (CG15884 2.8
CG2262 Smox 4.6 CG5804 CG5804 2.8
CG12964 (CG12964 4.5 CG9374 kb1 2.8
CG12839  Tsp42En 4.3 CG13364 CG13364 2.7
CG13091 CG13091 4.2 CG8893 Gapdh2 2.7
CG16742 CG16742 4.2 CG9077 CG9077 2.7
CG18777 CG18777 3.9 CG32268 dro6 2.6
CG16752 CG16752 3.9 CG30203 2.6
CG18787 (CG18787 3.8 CG5177 CG5177 2.6
CG11251 CG11251 3.5 CG12161 CG12161 2.6
CG15614 CG15614 3.5 CG11310 CG11310 2.6
CG11105 CG11105 3.5 CG31336 Gr93b 2.5
CG14754 CG14754 3.4 CG9005 CG9005 2.5
CG8516 CG8516 3.2 CG16711 CG16711 2.5
CG10958 CG10958 3.2 CG2559 2.5
CG18212 (CG18212 3.2 CG11839 (CG11839 2.5
CG32114 CG32114 3.2 CG8862 CG8862 2.5
CG14456 CG14456 3.2 CG6957 Oscillin 2.5
CG40203 3.2 CG5867 CG5867 2.5
CG6472 CG6472 3.2 CG12873 (CG12873 2.5

CG10200 CG170200 3.1 CG14567 CG14567 2.5




CG11144
CG8614
CG8784
CG11779
CG11815
CG2915
CG11799
CG8198
CG11356
CG16716
CG41075
CG9078
CG11887
CG11861
CG30036
CG4180
CG8912
CG30188
CG17329
CG8640
CG2083
CG18156
CG16837
CG8924
CG11929
CG17928
CG15829
CG11207
CG30272
CG12149
CG6454
CG31558
CG9319
CG30330
CG12896
CG6838
CG32918
CG15663
CG11859
CG1878
CG30179
CG11125
CG9541
CG11922
CG5768
CG33278
CG18675
CG12541
CG7917
CG12845
CG12117
CG7288
CG40043
CG1021
CG11404

Neos
CG8784
CG11779
CG11815
CG2915
Mnf
1(1)G0136
CG11356
CG16716

ifc
CG11887
gft
CG30036
1(2)35Bg
Psi
CG30188
CG17329
CG8640
CG2083
CG18156

CG8924
CG11929
CG17928
CG15829
feo
CG30272

CG6454
Obp83g
CG9319
Grb9d
CG12896
CG6838

CG11859

CG30179
CG11125
CG9541
fd96Cb
CG5768
CG33278
CG18675
CG12541
Nip
Tsp42Ef
Sptr
CG7288

CcG1021
CG11404

24
24
24
24
24
24
2.3
2.3
23
23
2.3
23
23
23
2.3
2.3
22
2.2
2.2
2.2
2.2
2.1
21
2.1
21
2.1
21
2.1
2.1
2.1
21
2.1
21
2.1
21
2.1
2.1
2.1
21
2.1
21
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0

ANHANG

CG8299
CG30264
CG8363
CG15729
CG30183
CG10959
CG4039
CG31668
CG14773
CG31481
CG31804
CG11852
CG5027
CG8369
CG31547
CG12163
CG14550
CG7851
CG8408
CG14805
CG10688
CG5062
CG10855
CG30401
CG30479
CG3540
CG1925
CG9484
CG17118
CG16857
CG30285
CG9438
CG16792
CG7959
CG15604
CG30269
CG5971
CG8414
CG10165
CG8524
CG8888
CG9934
CR33356
CG12171
CG30076
CG12253
CG10750
CG1973
CG7697
CG17226
CG11397
CG2127
CG16758
CG13991
CG31426

CG8299
CG30264
Paps
CG15729
CG30183
CG10959
Mcmé6
CG31668
CG14773
pb
CG31804
CG11852
CG5027
CG8369
CG31547

CG14550

CG8408
CG14805
CG10688
CG5062
CG10855
CG30401
CG30479
Cyp4d14
mus205
hyd
CG17118
CG16857
CG30285
Cyp6a2
DebB
Bgb

CG30269
CG5971
CG8414
CG10165

CG8888
CG9934

CG12171
CG30076
CG12253
CG10750
CG1973
CstF-64
Or59c

glu
CG2127
CG16758
CG13991
ligatin

20
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
20
2.0
2.0
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8




CG15711
CG17011
CG11626
CG40080
CG3981
CG5576
CG1676
CG3973
CG9543
CG16777
CG7873
CG10969
CG33478
CG14049
CG3021
CG8288
CG14151
CG2929
CG10999
CG11164
CG15062
CG1977
CG18273
CG31478
CG30161
CG14891
CG17149
CG6271
CG32763
CG6410
CG15055
CG18363
CG14125
CG17186
CG15777
CG1888
CG12104
CG7908
CG15005
CG1815
CG3223
CG5430
CG14079
CG4950
CG9483
CG1690
CG9154
CG9115
CG18102
CG14617
CG12689
CG18013
CG17737
CG15077
CG18536

CG15711
lectin-30A
CG11626

Unc-76
imd
cactin
CG3973
CG9543
CG16777
Src42A
CG10969
Or46a
lip6
CG3021
mRpL3
CG14151

CG10999
CG11164

CG18273
mRpL9
CG30161
CG14891
CG17149
CG6271
1(1)G0045
CG6410
CG15055
CG18363
CG14125
CG17186
CG15777
CG1888
CG12104
Tace
CG15005
CG1815
CG3223
ad
CG14079
CG4950
CG9483
CG1690
CG9154
myotubularin

CG14617
CG12689
CG18013
CG17737
Cyp12b2

CG18536

1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7

ANHANG

CG6363
CG13101
CG40390
CG6696
CG17757
CG10711
CG2163
CG33084
CG18449
CG11600
CG9474
CG14827
CG13334
CG32754
CG1937
CG33146
CG7440
CG31421
CG6163
CG32498
CG18636
CG13999
CG8360
CG2091
CG32032
CG9506
CG1898
CG4038
CG1429
CG17184
CG5342
CG7999
CG14523
CG11168
CG11307
CG30163
CG7933
CG10138
CG8591
CG7450
CG14542
CG4946
CG14672
CG11630
CG15314
CG30329
CG18251
CG32713
CG33136
CG6059
CG33344
CG7903
CG10286
CG4899
CR41115

MRG15
CG13101

CG6696
CG17757
CG10711
Pabp2

CG18449
CG11600
Snap24
mei-P22
CG13334
vanin-like
sip3

Mctp

tgy

Takl1
CG6163
dnc

CG13999
CG8360
CG2091
CG32032
slam
HBS1
CG4038
Mef2
CG17184
CG5342
MED24
CG14523
CG11168
CG11307
CG30163
JjanA
PpD5
CTCF
CrebA
CG14542
CG4946
Spec2
CG11630
CG15314
Vha100-3

CG32713
CG33136
CG6059

CG7903
CG10286
Pdh

1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6




CG9406
CG11411
CG31464
CG6939
CG32561
CG18039
CG33005
CG1372
CG9595
CG7331
CG14147
CG18321
CG9403
CG7773
CG11734
CG40383
CG10311
CG6639
CG15664
CG17282
CG3074
CG7860
CG15256
CG15313
CG14627
CG14568
CG32407
CG31618
CG11709
CG8506
CG14708
CG5219
CG13363
CG13279
CG31092
CG13026
CG32301
CG5549
CG16886
CG13248
CG7941
CG6186
CG5167
CG17959
CG9463
CG15876
CG15760
CG7741
CG8370
CG2093
CG15218
CG8979
CG12818
CG12321
CG15458

CG9406
fs(1)N
CG31464
Sbf
xmas-1
KaiRIA

yl

osm-6
CG7331
CG14147
miple2
Jing
fidipidine
HERC2

CG10311
CG6639

CG17282
CG3074
CG7860
CG15256
CG15313
CG14627
CG14568
CG32407
His2A:CG31618
PGRP-SA
CG8506
CG14708
mRpL15
Suv4-20
Cyt-b5-r
LpR2
CG13026
CG32301
CG5549
CG16886
CG13248
CG7941
Tsf1
CG5167
CG17959
CG9463
CG15876
CG15760
CG7741
CG8370
CG2093
CycK
CG8979
CG12818
CG12321
CG15458

1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6

ANHANG

CG10093
CG30182
CG31128
CG31031
CG10620
CG32016
CG6046
CG15671
CG17623
CG9413
CG15514
CG17172
CG17082
CG7764
CG17141
CG9861
CG8390
CG4944
CG3167
CG14799
CG6292
CG30189
CG31923
CG10077
CG8236
CG8203
CG5815
CG30287
CG32814
CG3285
CG18001
CG4709
CG15771
CG14102
CG8405
CG15277
CG8920
CG15245
CG9160
CG10098
CG9337
CG30173
CG6514
CG13157
CG31639
CG5834
CG11030
CG12283
CG3488
CG10810
CG16799
CG31976
CG8132
CG7386
CG5889

Cyp313a3
CG30182
CG31128
CG31031
Tsf2
CG32016
Bin1

cv-2
CG17623
CG9413
CG15514

Tfb2
CG17141
CG9861
vic

cib
CG3167
CG14799
CycT
Gr59a
CG31923
CG10077
CG8236
Cdk5
CG5815
CG30287
CG32814
CG3285

CG4709
CG15771
CG14102
CG8405
CG15277
CG8920
CG15245
mtacp1
CG10098

SIP1
TpnC25D
CG13157
CG31639
Hsp70Bbb
CG11030
kek1
CG3488
Drs
CG16799
CG31976
CG8132
CG7386
Mdh

1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5




CG7921
CG3508
CG11066
CG11201
CG5499
CG4924
CG3982
CG7943
CG9882
CG62248
CG14059
CG16903
CG7730
CG9856
CG5384
CG11461
CG4363
CG3353
CG32313
CG4813
CG9577
CG1742
CG8948
CG31301
CG183433
CG13278
CG10108
CG1236
CG5191
CG8007
CG12085
CG5492
CG13463
CG1841
CG44670
CG12119
CG11901
CG8448
CG3941
CcG8877
CG2054
CG32556
CG2209
CG10207
CG7668
CG4641
CG5580
CG14904
CG2247
CG6492
CG5336
CG32038
CG18428
CG8914
CG14080

Mgat2
CG3508
scarface
CG11201
His2Av
icln
CG3982
CG7943
Art7

CG14059
CG16903
CG7730
PTP-ER
CG5384

CG4363
CG3353
CG32313
CG4813
CG9577
Magstl
Graf
CG31301

CG13278
phyl!
CG1236
CG5191
CG8007
pUf68
Tsp74F
CG13463
CG1841

CG12119

mrj

pita
CcG8877
Cht2
CG32556
CG2209
NaPi-T
CG7668
CG4641
sbb

Scp2
CG2247
Ucp4A
Ced-12
CG32038
CG18428

Mkp3

1.5

1.5

1.5

1.5

1.5

1.5

1.5

1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7

ANHANG

CG32417
CG33083
CG4590
CG5920
CG4163
CG332170
CG14820
CG30177
CG8085
CG30485
CG7749
CG5266
CG1571
CG12899
CG3244
CG5654
CG3423
CG10287
CG7695
CG7912
CG15081
CG32353
CG6750
CG14229
CG7593
CG8409
CG11418
CG13861
CG41120
CG11786
CG6767
CG92961
CG2253
CG15200
CG11219
CG7259
CG9717
CG109431
CG31110
CG1275
CG17905
CG14872
CG11893
CG33503
CG6989
CG7188
CG5792
CG11330
CG17562
CG33321
CG4326
CG33197
CG15744
CG7825
CG6852

Myt1
Gr97a
inx2

sop
Cyp303a1

CG14820
CG30177
RN-tre
CG30485
fat2
Pros25
CG1571
CG12899
CG3244
yps

SA

Gasp
CG7695
CG7912
1(2)03709
CG32353
CG6750
CG14229
CG7593
Su(var)205
CG11418
CG13861

CG11786
CG6767

Upf2
CG15200
PIP82
Best4
CG9717

CG31110

CG17905
CG14872
CG11893
Cyp12d1-d

CG7188
CGb5792
cort
CG17562

mRpS17
mbl

Rad17
CG6852

-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9




CG18654
CG2890
CG3589
CG13634
CG10344
CG9571
CG31304
CG30051
CG1693
CG5300
CG32447
CG1124
CG172710
CG5784
CG6143
CG9620
CG7919
CG8282
CG15708
CG2411
CG15286
CG4928
CG30460
CG6455
CG40091
CG32029
CG5969
CG4654
CG9712
CG17489
CG2813
CG149409
CG4790
CG5502
CG8476
CG6354
CG18179
CG30385
CG8200
CG12754
CG9333
CG12301
CG10428
CG15020
CG9294
CG12358
CG5854
CG13085
CG8972
CG30029
CG10102
CG2512
CG5330
CG3731
CG11235

Dgk
PPP4R2r
CG3589
CG13634
CG10344
CG9571
CG31304
CG30051
tty
Kip31E
CG32447
CG1124

Mapmodulin
Pep
Gfr

Snx6
CG15708
ptc
CG15286

CG30460
CG6455

CG32029
CG5969
Dp
TSG101

CG2813

fs(1)M3
RpL4
CG8476
Rb97D
CG18179
CG30385
Flo

Or42b
Osegb
CG12301
CG10428
CG15020
CG9294
Paip2
CG5854
CG13085
rho-7
CG30029
CG10102

Nap1
CG3731
CG11235

-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2

ANHANG

CG10952
CG1600
CG33156
CG11143
CG8638
CG10755
CG6364
CG11242
CG5809
CG3411
CG8226
CG3858
CG182132
CG14214
CG15199
CG91954
CG2444
CG2336
CG2986
CG15536
CG14667
CG31324
CG7638
CG16724
CG3565
CG6348
CG31308
CG14243
CG13190
CG11793
CG7864
CG10307
CG40460
CG9745
CG6772
CG6232
CG16793
CG17047
CG16755
CG9284
CG14888
CG4067
CG33104
CG10296
CG4869
CG9742
CG2519
CG312941
CG1623
CG8726
CG17498
CG1149
CG15172
CG10717
CG8280

eag
CG1600
CG33156
Inos
CG8638
Cyp4ael
CG6364
CG11242
CaBP1
bs

Tom7
gem?2

sec61gamma
CG15199

CG2444
CG2336
oho23B
CG15536
CG14667
CG31324
CG7638
tra
CG3565

CG31308
CG14243
CG13190
Sod
CG7864
CG10307

D1

Slob
CG6232
CG16793
CG17047
Or85f
CG9284
CG14888
pug

eca
CG10296

CG9742
CG2519

CG1623
CG8726
mad2
MstProx
CG15172
ImpL1

-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
2.2
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.4
-2.4
-24
-2.4
-2.4
-2.4
2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-24
-2.4
-2.4
-2.4
2.4
-2.4
-2.4
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5




ANHANG

CG1507 -2.5 CG4266 CG4266 -3.6
CG10281 -2.5 CG7201 CG7201 -3.6
CG3810 Edem-1 -2.5 CG11650 Lcp1 -3.7
CG10989 CG10989 -2.5 CG7429 CG7429 -3.7
CG9358 -2.6 CG31345 (CG31345 -3.8
CG3769 CG3769 -2.6 CG8959 CG8959 -4.0
CG11642 CG11642 -2.6 CG33467 -4.1
CG33256 -2.6 CG8008 CG8008 -4.1
CG25200 -2.6 CG7899 Acph-1 -4.3
CG332962 -2.7 CG1495 CaMKI -4.3
CG10591 CG10591 2.7 CG7595 ck -4.4
CG15871 mRpL38 2.7 CG4686 CG4686 -4.4
CG14324 CG14324 2.7 CG9034 CG9034 -4.4
CG9335 CG9335 -2.7 CG10604 bsh -4.4
CG7519 CG7519 -2.7 CG4917 wfs1 -4.4
CG12993 CG12993 -2.7 CG15887 CG15887 -4.6
CG9356 CG9356 -2.8 CG7231 CG7231 -4.6
CG15080 CG15080 -2.8 CG8589 CG8589 -4.6
CG9761 Nep2 -2.8 CG11856  Nup358 -4.6
CG4851 CG4851 -2.9 CG7292 Rrp6 -4.6
CG33293 -2.9 CG33468 -4.8
CG2331 TER94 -2.9 CG6803 -4.9
CG6137 aub -2.9 CG3483 CG3483 -4.9
CG7953 CG7953 -2.9 CG18088 (CG18088 -4.9
CG6949 mRpL45 -2.9 CG7756 Hsc70-2 -5.3
CG8073 Pmm45A -3.0 CG31776 CG31776 -5.4
CG13202 CG13202 -3.0 CG4000 CG4000 -5.7
CG4265 Uch -3.0 CG1082 -5.8
CG9897 CG9897 -3.0 CG40001 -5.9
CG13073 CG13073 -3.0 CG3764 CG3764 -6.1
CG11153 -3.0 CG30080 CG30080 -6.4
CG5522 CG5522 -3.0 CG10808  synaptogyrin -6.5
CG31784 (CG31784 -3.1 CG114943 -6.7
CG31778 CG31778 -3.1 CG4852 Sras -7.9
CG10079 EGFR -3.1 CG6769 CG6769 -8.1
CG31509 TotA -3.2 CG7171 Uro -8.7
CG3903 Gli -3.2 CG15817 CG15817 -14.4
CG4144 GNBP2 -3.3 CG7161 Oseg1 -14.6
CG5505 mule -3.4 CG7311 CG7311 -15.4
CR32910 -3.4 CG15282 (CG15282 -171
CG108161 -3.4 CG5255 CG5255 -17.2
CG9695 Dab -3.5 CG6674 CG6674 -17.4
CG11091 -3.5 CG15785 -25.4
CG17105 CG17105 -3.5

CG8745 CG8745 -3.5

CG8231 1(1)G0022 -3.5

CG7704 Taf5 -3.6

CG5366 CG5366 -3.6




V. NP1-Galdxw'"'8/NP1-Gal4xUAS-ORMDL

ANHANG

Gen-ID Gen-Symbol relative
Expression
CG8084 ana 6.3
CG1662 CG1662 4.6
CG3954 csw 4.2
CG7362 CG7362 4.2
CG12959 (CG43223 4.1
CG7638 CG7638 4.0
CG12158 CG12158 4.0
CG12909 CG12909 4.0
CG5300 Kip31E 4.0
CG1126 CG1126 3.9
CG4869 betaTub97EF 3.9
CG7227 CG7227 3.8
CG5020 CLIP-190 3.7
CG9354 RpL34b 3.7
CG4341 CG4341 3.6
CG16812 CG16812 3.5
CG4249 c(2)M 3.5
CG16793  brv2 3.4
CG14502 CG14502 3.4
CG12223 Dsp1 3.4
CG4914 CG4914 3.2
CG7912 CG7912 3.2
CG16713 CG16713 3.2
CG31451 CR31451 3.1
CG9195 Scamp 3.1
CG15883 Obp18a 3.1
CG6461 Ggt-1 3.1
CG14059 CG14059 3.1
CG4372 CG4372 3.0
CG8007 CG42796 3.0
CG32278 (CG32278 3.0
CG11247 CG11247 3.0
CG5654 yps 3.0
CG13079 CG13079 2.9
CG5242 mRpL40 2.9
CG32954 Adhr 2.9
CG12105 CG12105 2.9
CG13211 CG42336 2.9
CG8544 sd 2.9
CG4157 Rpn12 2.9
CG14982 (CG14982 2.8
CG32268 dro6 2.8
CG7919 fan 2.8
CG31115 CG31115 2.8
CG16901 sqd 2.8
CG4952 dac 2.8
CG32956 Chrac-14 2.8
CG8697 Lcp2 2.7
CG32031 Argk 2.7
CG9748 bel 2.7
CG11242 CG11242 2.7
CG15811 Rop 2.7

CG32856
CG15909
CG13442
CG10604
CG6567
CG14210
CG32140
CG4205
CG9163
CG14780
CG1634
CG5184
CG15873
CG7282
CG6768
CG17922
CG31840
CG15097
CG14283
CG2186
CG32737
CG10233
CG4187
CG40044
CG5157
CG11303
CR31969
CG6155
CG3421
CG14417
CG30121
CG2047
CG5505
CG7935
CG4805
CG11983
CG3655
CG10076
CG12913
CG10755
CG4118
CG16902
CG5479
CG8396
CG13881
CG15080
CG7509
CG12373
CG6354
CG18012
CG13631
CG5969
CG4648
CG8562

CG32856
CG15909
CG13442
bsh
CG6567
CG14210
nuf

Fdxh
mmd
CG14780
Nrg
mRpS11
CG15873
CG34422

DNApol-epsilon

CG17922
CG31840
CG15097
mRpL55
CG2186
CG33692
rtp
CG34411
CG40044
CG5157
TM4SF
CR31969
Roe1
RhoGAP93B
CG14417
CR30121
ftz

scny

msk
ppk28
CG11983
CG3655
spir
CG12913
Cyp4ae1
nxf2

Hr4
mRplL43
Ssb-c31a
CG42377
CG15080
CG7509
mRpL18
Rb97D
CG18012
CG13631
CG5969
CG42399
CG8562

2.7
2.6
2.6
26
2.6
2.6
2.6
2.6
25
2.5
2.5
25
2.5
2.5
2.5
2.5
24
24
24
24
24
24
24
24
24
2.3
2.3
23
23
2.3
2.3
2.3
23
2.3
2.2
22
2.2
2.2
2.2
2.2
22
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
22
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2




CG13101
CG6883
CG8252
CG2685
CG16987
CG6094
CG15085
CG9356
CG4307
CG15887
CG7039
CG17904
CG2519
CG9834
CG14057
CG12753
CG12650
CG5497
CG13996
CG7272
CG4536
CG12355
CG3244
CG31483
CG13893
CG4590
CG12992
CG12899
CG9882
CG32715
CG16903
CG10679
CG15817
CG40460
CG6610
CG5108
CG9411
CG32070
CG10591
CG17290
CG12279
CG14313
CG8888
CG31314
CG11138
CG11113
CG4637
CG13786
CG7749
CG6000
CG15168
CG14567
CG7945
CG15096
CG8195

CG13101
trh
CG8252
CG2685
daw
CG6094
ed/
CG9356
Oscp
CG15887
CG7039
CG17904
CG2519
endoB
CG14057
ema
CG12650
mRpS28
CG13996
CG7272
iav
CG12355
Clect27
Pif2
CG13893
inx2
CG12992
CG42732
Art7
CG32715
CG16903
Nedd8
CG15817
CG17162
CG6610
mRpS7
CG9411
CG32070
CG10591
CG17290
CG12279
CG14313
CG8888
Neu3
CG11138
CG11113
hh
CG13786
kug
CG6000
CG15168
CG14567
CG7945
CG15096
CG8195

22
22
2.2
22
2.2
21
2.1
2.1
2.1
2.1
2.1
2.1
2.1
21
2.1
2.1
2.1
2.1
2.1
2.0
2.0
20
2.0
2.0
2.0
20
2.0
2.0
2.0
20
2.0
2.0
2.0
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9

ANHANG

CG8585
CG2021
CG6304
CG10851
CG16817
CG11785
CG7016
CG11259
CG7542
CG11489
CG10414
CG17341
CG18816
CG1490
CG13365
CG13717
CG40203
CG7035
CG6903
CG10472
CG7051
CG7186
CG17777
CG12007
CG32511
CG13106
CG15443
CG9745
CG8734
CG3352
CG4281
CG33129
CG14253
CG40452
CG3195
CG10895
CG2952
CG10379
CG15020
CG18178
CG8959
CG3445
CG8268
CG7772
CG11793
CG8023
CG7622
CG4730
CG15389
CG5807
CG9888
CG5605
CG12176
CG13070
CG8046

Ih
CG2021
CG6304
B52
CG16817
bai
CG7016
MICAL-like
CG7542
srpk79D
Atac2
CG17341
Tsp42Eb
Usp7
CG13365
axo
CG40203
Cbp80
CG6903
CG10472
CG7051
SAK
CG17777
CG12007
CR32511
Or30a
CG15443
D1
beta3GalTll
ft
CG4281
CG33129
CG14253
Snap25
RpL12
lok
CG42640
mbc
CG15020
CG18178
CG8959
phol

Srp9
CG7772
Sod
elF4E-3
RpL36
CG4730
eys
CG5807
Fib

eRF1
Lig4
CG13070
CG8046

1.9
1.9
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6




CG14214
CG10812
CG13780
CG11388
CG17577
CG2931
CG3762
CG9188
CG32940
CG9345
CG14817
CG10209
CG8905
CG7940
CG17521
CG2331
CG9281
CG33002
CG7081
CG9040
CG15283
CG6904
CG1063
CG8520
CG3661
CG8092
CG32483
CG1794
CG5788
CG9453
CG7936
CG4934
CG15708
CG17835
CG12288
CG3665
CG6488
CG4659
CG9684
CG18258
CG17272
CG3351
CG6705
CG33255
CG33453
CG5279
CG13463
CG10682
CG30427
CG2976
CG33461
CG11052
CG32068
CG2112
CG15354

Sec61gamma
dro5

Pvi2
CG11388
Cyp9ht
CG2931
Vha68-2
sip2
Pif1B
Adgf-C
CG14817
CG10209
Sod2
Arpbs
RpL10
TER94
CG9281
mRpL27
pex2
CG9040
CG15283
CG6904
ltp-r83A
CG8520
RpL23
row
CG32483
Mmp2
UbcD10
Spn4
mex1

brn
CG15708
inv
CG12288
Fas2
CG6488
Srp54k
CG9684
CG18258
CG17272
mRpL11
tsl
CG33255
CG33453
Rh5
CG13463
vih
CG30427
CG2976
CG33461
CG11052
CG32068
CG42233
CG33543

1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6

ANHANG

CG18507
CG32171
CG11686
CG9940
CG4244
CG13190
CG30166
CG8038
CG8282
CG1759
CG1158
CG1600
CG1867
CG5431
CG8261
CG5930
CR33313
CG31268
CG16749
CG16996
CG31355
CG32495
CG6990
CG7259
CG5461
CG7108
CG12883
CG6300
CG17631
CG9738
CG8563
CG3935
CG5729
CG12052
CG8709
CG17770
CG7924
CG1108
CG15013
CG10061
CG9907
CG3702
CG15018
CG6496
CG6798
CG4054
CG4212
CG1154
CG6521
CG8882
CG2790
CG7628
CG5461
CG2118
CG7970

CG18507
Lmpt
CG11686
CG9940
Su(dx)
cuff

prom
CG8038
Snx6

cad
Tim17b1
CG1600
Or98b
CG5431
Ggamma
TflIA-L
mir-100
CG31268
CG16749
Phae1
CG31355
CG32495
HP1c
Best4
bun

DNApol-alpha50

CG12883
CG6300
CG17631
Mkk4
CG8563
al

Dgp-1
lola

Lpin
CG17770
CG7924
alpha-Est6
dyl

Sas-4
para
CG3702
CG33514
Pdf
nAcRbeta-96A
Fili
Rab14
Osi12
Stam
Trip1
CG2790
CG42575
bun
CG2118
CG7970

-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.8
-1.8
-1.8




CG10956
CG12217
CG5676
CG32442
CG1818
CG15740
CG6512
CG5869
CG11374
CG33273
CG11427
CR30260
CG1865
CG9535
CG14788
CG13625
CG10659
CG1883
CG17592
CG3401
CG7152
CG9245
CG8828
CG10281
CG14911
CG8956
CG1800
CG8920
CG8526
CG11975
CG32161
CG3322
CG10483
CG6041
CG17829
CG31826
CG6115
CG8932
CG1965
CG3772
CG1842
CG5292
CG12963
CG15019
CG31624
CG3849
CG17533
CG4364
CG17570
CG11913
CG30181
CR31490
CG11048
CG33308
CG17603

Spnb3F
PpV
CG5676
CG32442
Updo
CG15740
CG6512
CG5869
CG11374
llp5

rb
tRNA:CR30260
Spn43Ab
mmy

ns3
CG13625
CG10659
RpS7
Usf
betaTub60D
Syn1

Pis

dgtd
TfllIFalpha
CG42747
Ahcy89E
pasha
CG8920
CG8526
CG11975
CG32161
LanB2
CG10483
CG6041
CG17829
CG31826
CG6115
CG42235
CG1965
cry
Dhc98D
CG5292
CG12963
CG15019
CG31624
Lasp
GstE8
CG4364
CG17570
CG11913
CG30181
tRNA:K5:84ABd
CG11048
CG33308
Taf1

-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
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CG12905
CG17642
CG17704
CG5724
CG30373
CG1550
CG11765
CG14120
CG6265
CG15210
CG4738
CG8665
CG18180
CG9379
CG41090
CG14823
CG1819
CG13511
CG32138
CG14379
CG8342
CG12820
CG7179
CG6151
CG8299
CG7274
CG4363
CG14872
CG14543
CG32295
CG2861
CG2079
CG14584
CG13777
CG18281
CG12837
CG10168
CG6933
CG7760
CG13580
CG1988
CG10184
CG8582
CG9610
CG32709
CG11348
CG8866
CG5215
CG12395
CG4488
CG12385
CG8998
CG6167
CG10243
CG12072

Obp46a
mRpL48
Nipped-B
CGb5724
CG30373
CG1550
Prx2540-2
CG14120
Nep5
CG15210
Nup160
CG8665
CG18180
by
CG41090
CG14823
CG34120
CG13511
CG32138
CheAS87a
m1

Dgk
CG7179
fwe
CG8299
CG34422
CG4363
CG14872
CG14543
CG32295
CG2861
Dok

Ir20a

milt
CG18281
Tsp42Er
cG10168
CG6933
cato

Crip
CG1988
CG10184
Sh3beta
Poxm
CG32709
nAcRbeta-64B
CG8866
Zn72D
CG12395
wee
thetaTry
Roc2
PICK1
Cyp6a19
wits

-2.0
-2.0
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.5
-2.5
-2.6
-2.6
-2.6
-2.7
-2.7
-2.8
-2.8
-2.8
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-3.0
-3.0




CG7300
CG6793
CGT7292
CG33189
CG4322
CG9570
CG9463
CG11105
CG4399
CG7595
CG6284
CG15254
CG6901

CG7300
CG6793
Rrp6
CG33189
moody
CG9570
CG9463
CG42683
east

ck

Sirt6
CG15254
CG6901

-3.1
-3.1
-3.1
-3.2
-3.2
-3.3
-3.4
-3.4
-3.7
-3.7
-3.8
-3.9
-4.0

ANHANG

VI. NP1-Galdxw'"®/NP1-Gal4xUAS-ORMDL-RNAi

Gen-ID Gen-Symbol relative
Expression
CG4205 Fdxh 15.7
CG5516 CGb5516 14.4
CG3989 adeb 13.7
CG6883 trh 11.7
CG9281 CG9281 11.1
CG31840 (CG31840 10.6
CG9102 bab2 9.5
CG18042 (CG34441 9.4
CG3565 CG3565 9.1
CG18085 sev 8.9
CG18609 CG18609 8.8
CG8914 Ckllbeta2 8.4
CG12357 Cbp20 8.4
CG10604 bsh 8.1
CG3669 CG3669 8.0
CG12161  Prosbeta2R?2 8.0
CG14762 CG14762 7.9
CG31451 CR31451 7.7
CG8974 CG8974 7.3
CG5554 CG5554 7.3
CG13634 CG13634 7.2
CG9863 CG9863 71
CG10200 CG10200 71
CG17030 CG17030 7.0
CG10379 mbc 7.0
CG15899 Ca-alphalT 7.0
CG6477 RhoGAP54D 7.0
CG13085 (CG13085 6.9
CG3033 CG3033 6.9
CG40044 CG40044 6.8
CG32741 CG32741 6.8
CG5707 CG5707 6.7
CG16807 roq 6.6
CG8067 CG8067 6.6
CG3035 cm 6.6
CG10094 Cyp313a2 6.6
CG32856 CG32856 6.6

CG3048 Traf4 -4.0
CG1602 CG1602 -4.4
CG5059 CG5059 -4.8
CG17534  GstE9 -5.0
CG31079 CG31079 -5.3
CG4785 CG4785 -6.1
CG10747 CG10747 -6.4
CG6772 Slob -6.4
CG31776 CG31776 -6.5
CG3350 bigmax -8.1
CG17191 CG17191 -8.2
CG12358  Paip2 -8.6
CG6673 CG6673 6.5
CG7227 CGr227 6.5
CG9040 CG9040 6.4
CG3949 hoip 6.4
CG2559 Lsp1alpha 6.4
CG30384 (CG30384 6.3
CG5505 scny 6.3
CG11859 CG11859 6.2
CG1520 WASp 6.1
CG15747 CG15747 5.9
CG41074 CG41074 5.9
CG17117  hth 5.8
CG7839 CG7839 5.7
CG15817 CG15817 5.7
CG5335 CG5335 5.7
CG30359 Mal-A5 5.5
CG10834 (CG10834 5.5
CG5590 CG5590 5.5
CG15261 UK114 5.4
CG15824 (CG15824 5.4
CG8128 CG8128 5.3
CG9587 bbg 5.2
CG4938 Aats-ser 5.2
CG10062 CG10062 5.1
CG9198 shtd 5.1
CG18081 CG18081 5.0
CG11143  Inos 5.0
CG16749 CG16749 4.9
CG2947 HIP-R 4.9
CG8177 CG8177 4.9
CG15020 CG15020 4.9
CG16713 CG16713 4.9
CG5807 CG5807 4.8
CG13214  Cpr47Ef 4.7
CG8959 CG8959 4.6
CG13126 CG13126 4.6
CG4495 CG4495 4.5
CG31716  Cnot4 4.4
CG1529 CG1529 4.4




CG13365
CG11137
CG8693
CG13202
CG2512
CG6716
CG4952
CG4709
CG1865
CG8007
CG8481
CG32655
CG6179
CG3991
CG10083
CG2813
CG30084
CG40050
CG2864
CG14502
CG11585
CG7542
CG18343
CG7642
CG15335
CG11642
CG9356
CG5695
CG6702
CG14999
CG33116
CG12404
CG5938
CG15080
CG7362
CG30457
CG4805
CG5809
CG2647
CG31763
CG1507
CG18178
CG11494
CG31122
CG3073
CG1142
CG2249
CG11765
CG9862
CG11138
CG31198
CG7407
CG5016
CG8520
CG3717

CG13365
CG11137
Mal-A4
CG13202
alphaTub84D
prd

dac
CG4709
Spn43Ab
CG42796
CG8481
CG32655
CG6179
Tppll
CG10083
cold
Zasp52
nvd

Parg
CG14502
CG11585
CG7542
CG18343
ry

cyr
TRAM
CG9356
Jar
Cbpb3E
RfC4
CG33116
CG12404
CG5938
CG15080
CG7362
CG30457
ppk28
CaBP1
per

bru-2
Pur-alpha
CG18178
BtbVil
CG31122
1(1)G0144
CG1142
CG2249
Prx2540-2
Rae1
CG11138
CG31198
CG7407
Mst57Db
CG8520
bcn92

4.4
44
4.3
4.2
4.2
4.2
4.1
4.1
41
41
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
3.9
3.9
3.8
3.8
3.8
3.8
3.8
3.8
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.6
3.6
3.6
3.6
3.6
3.5
3.5
3.5
3.5
3.5
3.5
3:5
3.4
3.4
3.4
34
3.4
3.4
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CG7506
CG14237
CG12105
CG17540
CG14057
CG30429
CG6441
CG6143
CG16812
CG8905
CG31314
CG31141
CG6593
CG8884
CG4610
CG17047
CG16793
CG3967
CG3423
CG4120
CG3921
CG15593
CG4257
CG10263
CG9897
CG18631
CcG4877
CG4424
CG9307
CG33298
CG8057
CG5844
CG16752
CG8256
CG8443
CG14979
CG8582
CG5740
CG6506
CG3893
CG13869
CG4362
CG8044
CG6304
CG18332
CG12176
CG14243
CG5148
CG1154
CG6900
CG5848
CG5020
CG10808
CG7161
CG3457

CG7506
CG14237
CG12105
Spf45
CG14057
CG30429
CG6441
Pep
CG16812
Sod2
Neu3
CG31141
Pp1alpha-96A
Sap47
CG4610
CG17047
brv2
CG3967
SA
Cyp12c1
CG3921
Osi10
Stat92E
Hakai
CG9897
CG43370
CG4877
CG4424
Chtb
CG33298
alc
CG5844
SPR
Gpo-1

clu

Gr63a
Sh3beta
CG42390
CG6506
CG3893
CG13869
CG4362
HP4
CG6304
CSN3
Lig4
TwdID
cal1
Osi12
CG6900
cact
CLIP-190
synaptogyrin
Oseg1
CG3457

3.4
3.4
3.3
3.3
3.3
3.3
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.1
3.1
3.1
3.1
3.1
3.1
3.1
3.1
3.1
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
29
29
29
2.9
29
29
2.9
2.9
29
29
29
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8




CG5958
CG11525
CG8892
CG30264
CG9358
CG30183
CG5889
CG40460
CG1475
CG30196
CG10059
CG9115
CG31355
CG16792
CG9295
CG11133
CG30203
CG7749
CG3954
CG8055
CG10943
CG16903
CG7622
CG3461
CG9096
CG4122
CG5850
CG4934
CG7188
CG1093
CG8991
CG30360
CG8192
CG15219
CG3665
CG7919
CG32556
CG7371
CG1906
CG5935
CG6147
CG2520
CG5026
CG10755
CG13186
CG32491
CG32688
CG9856
CG31189
CG13740
CG11141
CG4125
CG10563
CG18372
CG7548

CG5958
CycG
CG8892
CG42284
Phk-3
CG30183
Men-b
CG17162
RpL13A
CG30196
MAGE
mtm
CG31355
SmF
Cpr76Bc
CG11133
CG30203
kug

csw

shrb
CG10943
CG16903
RpL36
pn

CycD

svr
CG5850
brn
CG7188
plx

Sobp
Mal-A6
CG8192
CG15219
Fas2

fan

chas
CG7371
alph

Dek

Tsc1

lap
CG5026
Cyp4ael
CG13186
mod(mdg4)
Hk
PTP-ER
CG31189
CG13740
CG11141
rst
1(2)37Cd
AttB
CG7548

2.8
2.8
2.7
2.7
2.7
27
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
27
2.7
2.7
2.7
2.6
2.6
2.6
2.6
26
2.6
2.6
2.6
2.6
2.6
2.6
25
25
2.5
2.5
2.5
25
2.5
25
25
25
2.5
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
2.3
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CG1616
CG14307
CG11491
CG5848
CG7169
CG13809
CG30095
CG5654
CG3948
CG8544
CG2519
CG4982
CG5181
CG5268
CG2534
CG4372
CG13913
CG9195
CG16901
CG14543
CG2198
CG8448
CG15871
CG12229
CG1759
CG14340
CG9429
CG5589
CG13217
CG10270
CG4712
CG9294
CG12909
CG2118
CG6364
CG7592
CG14218
CG11242
CG11893
CG9253
CG10332
CG2685
CG1539
CG5939
CG30338
CG10812
CG11905
CG17498
CG14584
CG8888
CG14343
CG15081
CG17577
CG32511
CG32353

dpa

fru

br

cact

S1P
osm-1
CG30095
yps
zetaCOP
sd
CG2519
CG4982
CGb5181
blp

cno
CG4372
mwh
Scamp
sqd
CG14543
Ama

mrj
mRpL38
CG12229
cad
CG14340
Crc
CG5589
CG13217
D19B
CG4712
CG9294
CG12909
CG2118
CG6364
Obp99b
CG14218
CG11242
CG11893
CG9253
CG10332
CG2685
tmod

Prm
CG30338
dro5
CG11905
mad?2
Ir20a
CG8888
CG42329
1(2)03709
Cyp9h1
CR32511
CG43078

2.3
23
2.3
2.3
23
23
2.3
2.3
2.3
23
2.3
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
22
2.1
21
2.1
2.1
2.1
21
2.1
21
2.1
21
2.1
2.1
2.1
21
2.1
21
2.1
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9




CG13120
CG6917
CG8211
CG6359
CG15570
CG3299
CG5461
CG3397
CG9746
CcG6477
CG3445
CG30158
CG3731
CG4852
CG10137
CG17521
CG18428
CcG1120
CG3411
CG17255
CG30373
CG12264
CG32950
CG5002
CG11842
CG3796
CG3955
CG10281
CG30403
CG5284
CG40225
CG6768
CG33170
CG30322
CG10565
CG11146
CG8358
CG9325
CG11661
CG6488
CG17623
CG10598
CG7499
CG5876
CG33080
CG33296
CG9335
CG15483
CG8405
CG6043
CG8476
CG4536
CG18296
CG6989
CG10672

CG13120
Est-6
IntS2
CG6359
CG15570
Vinc

bun
CG3397
ird1
RhoGAP54D
phol
CG30158
CG3731
Sras
CG10137
RpL10
CG18428
IntS10

bs

nocte
CG30373
CG12264
CG14246
CG5002
CG11842
ac
CG3955
TfllIFalpha
CG30403
CIC-c
CG40225
DNApol-epsilon
CG33170
CG33960
CG10565
CG42251
CG8358
hts
Nc73EF
CG6488
CG42686
CG10598
Rh50
heix
CG33080
CG33296
CG9335
CG15483
CG8405
CG6043
CG8476
iav

axo
Octbeta2R
CG10672

1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
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CG1750
CG8948
CG11726
CG18582
CG4738
CG3994
CG16970
CG12135
CG11838
CG13993
CG7189
CG12158
CG9901
CG6798
CG12207
CG10747
CG16863
CG33321
CG1748
CG3195
CG31294
CG3001
CG15377
CG6006
CG17124
CG33293
CG12488
CG7272
CG14904
CG15873
CG12754
CG3198
CG13786
CG8534
CG8697
CG10852
CG18250
CG8246
CG13777
CG7564
CG14872
CG13404
CG30171
CG9354
CG15744
CG4353
CG31324
CG6472
CG5558
CG6598
CG10646
CG30482
CG30321
CG31281
CG7772

CG1750
Graf
CG11726
mbt
Nup160
ZnT35C
CG16970
c12.1
rempA
CG13993
Gr66a
CG12158
Arp14D
nAcRbeta-96A
CG12207
CG10747
CG16863
CheB38b
RhoGAP102A
RpL12
CG31294
Hex-A
Or22c
CG6006
CG17124
CG33293
CG42663
CG7272
Scp2
CG15873
Or42b
CG3198
CG13786
CG8534
Lep2
Acp63F
Dg

Poxn

milt
CG7564
CG14872
CG13404
Unc-89
RpL34b
CG15744
hep
CG31324
CG6472
CG42359
Fdh
CG10646
CG30482
CG30321
Tpl94D
CG7772

1.7
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5




CG31274
CG11308
CG5382

CG33171
CG33486

CG8385
CG17737
CG4631
CG8913
CG11975
CG40006
CG2233
CG33127
CG4697
CG11035
CG31128
CG10679
CG14748
CG7400
CG1079
CG5310
CG31607
CG4584
CG3654
CG9764
CG17478
CG15676
CG11281
CG15389
CG15370
CG4742
CG11686
CG15398
CG3931
CG9978
CG15151
CG9042
CG7110
CGT7282
CG9582
CG14294
CG32642
CG4313
CG6892
CG1988
CG18817
CG5322
CG8023
CG7492
CG10734
CG8563
CG1360
CG5520
CG12139
CG3024

CG31274
sa

CGb5382
mp
asparagine-
synthetase
Arf79F

CG17737
CG4631
Irc
CG11975
CG40006
CG2233
CG33127
CSN1a
CG11035
CG31128
Nedd8
CG42326
Fatp

Fie
nmdyn-D6
CG43394
dUTPase
Jarid2

yrt
CG17478
CG15676
snky

eys
CG15370
mRpL22
CG11686
CG15398
Rrp4
lectin-37Da
rdo

Gpdh
CG7110
CG34422
CG9582
CG14294
CG32642
CG4313
Ets96B
CG1988
Tsp42Ea
CG5322
elF4E-3
CG7492
CG10734
CG8563
CG1360
Gp93
Megalin
torp4a

-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5

-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
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CG12325
CG31873
CG6207
CG16786
CG31327
CG4914
CG8628
CG8874
CG15254
CG11155
CG4637
CG4099
CG5804
CG33071
CG8882
CG7276
CG9556
CG30427
CG10806
CG8329
CG2968
CG8474
CG15019
CG4729
CG4457
CG33104
CG7623
CG33129
CcG11821
CG8118
CG14998
CG10382
CG31247
CG6568
CG8525
CG6724
CG11771
CG30503
CG12918
CG17603
CG4859
CG31279
CG18437
CG8807
CGT7175
CG5885
CG15224
CG9570
CG5547
CG5192
CG9668
CG4462
CG9926
CG4800
CG31115

CG12325
CG31873
GIcAT-P
CG16786
CG31327
CG4914
CG8628
Fps85D
CG15254
CG11155
hh

Sr-Cl
CG5804
CG33714
Trip1
CG7276
alien
CG30427
Nha1
CG8329
1(1)G0230
Meics
CG15019
CG4729
Srp19
eca

sl
CG33129
Cyp12a5
mam

ens
wrapper
tinc
CG6568
CG8525
CG6724
CG11771
CG30503
sel

Taf1
Mmp1
CG31279
CG18437
lush
CG7175
CG5885
Cklibeta
CG9570
Pect

Rh6

Rh4
CG4462
CG9926
Tctp
CG31115

-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7




CG7831
CG18012
CG32026
CG9070
CG12124
CG11614
CG11698
CG33166
CG32267
CG30385
CG8610
CG11053
CG11801
CG8776
CG5849
CG10231
CG17922
CG5793
CG18193
CG2973
CG17033
CG4422
CG1702
CG1840
CG11981
CG32110
CG1978
CG33096
CG18528
CG9610
CG5596
CG17642
CG3058
CG18468
CG7130
CG10414
CG18635
CG2998
CG17766
CG6617
CG5855
CG13587
CG2221
CG11722
CG17332
CG13415
CG9606
CG8038
CG31265
CG13243
CG12781
CG33151
CG11796
CG10944
CG4488

ncd
CG18012
CG32026
Cprd47Eg
mxc

nkd
CG11698
stet
CG32267
CG30385
Cdc27
CG34345
Elo68beta
nemy
CG5849
Pde11
CG17922
CG5793
CG18193
Cpr23B
elgi

Gdi
CG1702
CG1840
Prosbeta3
CG32110
Or45a
CG33096
CG18528
Poxm
Mic1
mRpL48
Dim1

Lhr
CG7130
Atac2
CG18635
RpS28b
Rbcn-3B
CG6617
cni
CG13587
1(1)G0289
CG11722
VhaSFD
Cby
Rrp45
CG8038
CG31265
CG13243
nahoda
Gr59e
CG11796
RpS6
wee

-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8

ANHANG

CG10483
CG4910
CG15740
CG7245
CG10675
CG30000
CG10553
CG5705
CG7184
CG3777
CR31808
CG16902
CG33493
CG3352
CG7014
CG11466
CG6933
CG1944
CG17290
CG9454
CG5932
CG8745
CG12333
CG8261
CG5883
CG9907
CG1640
CG5108
CG14417
CG31446
CG6484
CG8639
CG14379
CG1501
CG1822
CG7929
CG7930
CG4103
CG6115
CG7939
CG1964
CG12072
CG9238
CG7632
CG18234
CG10653
CG2969
CG9000
CG3707
CG31286
CG17286
CG1404
CG1115
CG2855
CG15730

CG10483
Ccap
CG15740
eys
CHKov2
CG30000
CG10553
CG5705
Mkrn1
CG3777
CG31808
Hr4
CG33493
ft

RpS5b
Cyp9r2
CG6933
Cyp4p2
CG17290
Spn42Db
CG5932
CG8745
CG12333
Ggamma
CG5883
para
CG1640
mRpS7
CG14417
CG31446
CG6484
Cirl
CheA87a
unc

bif

ocn
TpnC73F
1(2)35Bc
CG6115
RpL32
Kul

wis
CG9238
CG7632
CG18234
hk

Atet
ste24a
wapl
CG31286
spd-2

ran
CG1115
aph-1
CG15730

-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0




CG12231
CG14847
CG31368
CG17689
CG6182
CG10956
CG5165
CG6827
CG1977
CG5920
CG17534
CG5869
CG11502
CG2038
CG13091
CG9366
CG31188
CG32114
CG13598
CG9297
CG18039
CG1800
CG2112
CG13325
CG7010
CG8664
CG30270
CG18341
CG7028
CG10601
CG17928
CG1440
CG33249
CG31043
CG17594
CG10184
CG7180
CG6765
CG14450
CG41090
CG6772
CG8498
CG10484
CG7293
CG17598
CG12763
CG10428
CG14570
CG7970
CG10339
CG12787
CG2863
CG9351
CG10967
CG5333

CG12231
cv-c
CG31368
Spt20
CG6182
Spn53F
Pgm
Nrx-IV

dit

RpS2
GstE9
CG5869
svp
CSN7
CG13091
RhoL
CG33722
CG32114
sha
CG9297
KaiRIA
pasha
CG42233
CG13325
1(1)G0334
CG8664
CG30270
Prosbeta2R1
CG7028
mirr
CG17928
CG1440
CG42271
gukh

scro
CG10184
CG7180
CG6765
CG14450
CG41090
Slob
CG8498
Rpn3
Kip68D
CG17598
Dpt
CG10428
CG14570
CG7970
CG10339
hoe1

Nle

fifl

Atg1

-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2

ANHANG

CG32405
CG1883
CG17272
CG9471
CG11523
CG10895
CG13401
CG32956
CG17904
CG30376
CG3810
CG31266
CG11112
CG2019
CG7961
CG7637
CG5188
CG33213
CG4648
CG1707
CG5271
CG5827
CG32495
CG10068
CG31308
CG14590
CG14084
CG16986
CG4447
CG10477
CG4835
CG8073
CG14488
CG4921
CG32031
CG8925
CG3763
CG6530
CG9438
CG10586
CG2071
CG10682
CG11637
CG9426
CG5174
CG32276
CG13511
CG7622
CG4185
CG8369
CG3314
CG17906
CG5497
CG11092
CG31900

Cpr65Av
RpS7
CG17272
CGY9471
CG11523
lok

U26
Chrac-14
CG17904
CG30376
Edem1
CG31266
CG11112
disp
alphaCop
CG7637
CG5188
CG33213
CG42399
CG1707
RpS27A
RpL37A
CG32495
CG10068
CG31308
CG14590
Bet1
CG16986
CG4447
CG10477
CG4835
Pmm45A
CG14488
Rab4
Argk
CG8925
Fbp2
mthl3
Cypb6aZ2
CG10586
Ser6

vih
CG11637
CG9426
CG5174
CG32276
CG13511
RpL36
NC2beta
CG8369
RpL7A
CG17906
mRpS28
CG11092
CG43394

-2.2
-2.2
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6




CG7809
CG4659
CG2053
CG8998
CG5366
CG31784
CG31410
CG16801
CG4364
CG8994
CG32138
CG15280
CG5125
CG9245
CG7825
CG1938
CG7638
CG40103
CG7199
CG3083
CG18519
CG14911
CG10336
CG9213
CG9271
CG4899
CG3856
CG13337
CG14872
CG6041
CG11159
CG1138
CG9865
CG6824
CG1844
CG4379
CG7395
CG8049
CG10469
CG18066
CG1161
CG1308
CG5038
CG1621
CG8676
CG17280
CG32715
CG18108
CG7012
CG9044
CG3436
CG9580
CG12066
CG3350
CG4211

Grasp65
Srp54k
CG2053
Roc2
Cand1
CG31784
NpcZ2e
Hr51
CG4364
exu
CG32138
CR15280
ninaC

Pis
Rad17
Dlic
CG7638
CG40103
Hr78
Prx6005
CG18519
CG42747
CG10336
CG9213
Vm34Ca
Pdh
Oamb
CG13337
CG14872
CG6041
CG11159
CG1138
CG9865
ovo

SelG
Pka-C1
SNPF-R
Btk29A
CG10469
Cpr57A
CG1161
CG43367
CG5038
Coop
Hr39

levy
CG32715
IM1

nct
CG9044
CG3436
Sdic1
Pka-C2
bigmax
nonA

-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
2.7
-2.7
-2.7
-2.8
-2.8
-2.8
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.1
-3.1
-3.1
-3.2
-3.2
-3.2
-3.2
-3.4
-3.4
-3.4
-3.5
-3.5
-3.6
-3.7
-3.8
-3.9
-3.9
-4.0
-4.0
-4.1
-4.3
-4.3
-4.3
-4.5
-4.5
-4.6
-4.8
-5.0
-5.1
-5.5

ANHANG

CG4238
CG4004
CG32368
CG1922
CG5070
CG7274
CG13053

CG4238
CG4004
CG32368
onecut
CG5070
CG34422
CG13053

-5.5
-5.6
-6.5
-6.7
-9.8
-10.1
-12.0




VIl. PPK4-Gal4-Gal8ow'!'®/PPK4-Gal4-Gal80xUAS-dome

ANHANG

Gen-ID Gen-Symbol relative
Expression
CG7362 CG7362 6.6
CG32595 (CG32595 55
CG12139 mgl 5.2
CG5494 Cpr92F 5.1
CG5000 msps 4.9
CG4966 HPS4 4.5
CG30203 (CG30203 4.0
CG2974 CG2974 3.8
CG3565 CG3565 3.8
CG14258 (CG14258 3.7
CG9878 Tim10 3.5
CG13064 CG13064 3.4
CG14469 dpri2 3.3
CG14949 CG14949 3.3
CG7161 Oseg1 3.2
CG3948 zetaCOP 3.2
CG4650 CG4650 3.2
CG13090 CG13090 3.2
CG8738 CG8738 3.2
CG14895 Pak3 3.2
CG3268 phtf 3.1
CG4211 nonA 3.1
CG33151 Grb59%e 3.1
CG9148 scf 3.1
CG13044 CG13044 3.0
CG5030 CG34139 3.0
CG4648 CG42399 3.0
CG9354 RpL34b 3.0
CG30051 CG30051 3.0
CG11798 chn 3.0
CG7839 CG7839 2.9
CG10959 CG10959 2.9
CG13691 BBS8 29
CG15884  Cpr97Eb 28
CG6956 Lcp65Ac 2.8
CG30192 (CG30192 2.8
CG15282 (CG15282 2.8
CG3604 CG3604 2.8
CG32568 (CG32568 2.8
CG9983 Hrb98DE 2.7
CG2209 CG2209 2.7
CG7216 Acp1 2.7
CG32210 /(3)76BDr 2.7
CG7714 CG7714 2.7
CG7676 cona 2.7
CG40002 CG40002 2.7
CG4615 CG4615 2.6
CG2533 CG2533 2.6
CG9813 CG9813 26
CG8237 CG8237 26
CG14847 cv-c 25
CG15096 CG15096 25

CG3016
CG4590
CG5085
CG6709
CG15112
CG5974
CG11458
CG4623
CG13278
CG2146
CG4495
CG12128
CG11086
CG12056
CG7936
CG10808
CG11175
CG2259
CG3939
CG31955
CG2986
CG30160
CG7509
CG7218
CG3355
CG11271
CG1837
CG12737
CG9852
CG17349
CG30390
CG10092
CG7940
CG7269
CG6874
CG11219
CG32070
CG5851
CG13441
CG9590
CG10958
CG10604
CG31291
CG30158
CG12024
CG14103
CG14453
CG1252
CcG1877
CG9362
CG14436
CG10800
CG8571
CG12290

CG3016
inx2

Sirt2
CG6709
ena

pll
CG11458
CG4623
CG13278
didum
CG4495
CG12128
Gadd45
CG12056
mex1
Ssynaptogyrin
Rcd6
Gcle
CG3939
CG31955
RpS21
CG30160
CG7509
CG7218
CG3355
RpS12
prip

Crag
140up
CG17349
Sgf29
CG10092
Arp5
Hel25E
HipHop
PIP82
CG32070
sds22
Gr57a
CG9590
CG10958
bsh
CG31291
CG30158
CG12024
CG14103
CG14453
Ccp84Ab
lin19
CG9362
C3G
Rca1
smid
CG12290

25
2.5
2.5
25
2.5
2.5
24
24
24
24
24
24
24
24
24
2.3
23
2.3
2.3
23
23
2.3
2.3
2.3
22
2.2
2.2
22
2.2
2.2
2.2
2.2
22
2.2
2.2
22
2.2
2.2
2.2
2.2
21
2.1
21
2.1
2.1
2.1
21
2.1
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0




CG7171
CG30380
CG6957
CG6669
CG2816
CG8494
CG17903
CG6131
CG15102
CG1146
CG12414
CG3034
CG17027
CG1662
CG14445
CG7823
CG7143
CG13499
CR30009
CG10679
CG8914
CG11512
CG2262
CG1623
CG1511
CG15251
CG13345
CG14237
CG2038
CG32631
CG7919
CG1063
CG8253
CG6130
CG12094
CG1233
CG9847
CG8279
CG17567
CG9021
CG6104
CG8389
CG3856
CG32174
CG13582
CG6995
CG10326
CG8209
CG4645
CG15739
CG1839
CG7169
CG5788
CG30345
CG32333

Uro
CG30380
Oscillin
klg
CG2816
CG8494
Cyt-c-p
Cpr97Ea
Jheh2
CG1146
nAcRalpha-80B
MED22
CG17027
CG1662
CG14445
RhoGDI
DNApol-eta
CG34370
CR30009
Nedd8
Ckllbeta2
GstD4
Smox
hebe
Eph
CG43386
tum
CG14237
CSN7
CG32631
fan
ltp-r83A
tun

h-cup
CG34104
CG1233
Fkbp13
Pde6
CG17567
CG9021
m2
CG8389
Oamb
CG32174
Ir60d
Saf-B
CG10326
CG8209
CG4645
CG15739
Fbxl4
S1P
UbcD10
CG30345
CG32333

2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
20
2.0
2.0
2.0
20
2.0
2.0
2.0
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.9
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8

ANHANG

CG9863
CG6829
CG14778
CG15013
CG14565
CG15883
CG8863
CG8023
CG7893
CG12858
CG8464
CG6311
CG2221
CG3848
CG7850
CG16710
CG9466
CG5374
CG2985
CG14792
CG12464
CG15695
CG40287
CG14297
CG9907
CG1693
CG32656
CG4848
CG41135
CG13113
CG9589
CG30171
CG4852
CG40221
CG11768
CG4814
CG5010
CG17054
CG8409
CG7010
CG9653
CG3769
CG4110
CG9468
CG3585
CG12240
CG8519
CG8261
CG13202
CG5830
CG6788
CG3663
CG14212
CG6074
CG1999

CG9863
Ark
CG14778
dyl
CG14565
Obp18a
Droj2
elF4E-3
vav
CG12858
HtrA2
Edc3
1(1)G0289
trr

puc
CG16710
CG9466
T-cp1
Yp1

sta
CG12464
CG15695
CR41440
CG14297
para

tty
Muc11A
CG4848
CG41135
CG13113
CG9589
Unc-89
Sras
CG40221
CG11768
CG34391
CG5010
Cap-G
Su(var)205
1(1)G0334
brk
CG3769
ppk16
CG9468
Rbcn-3A
CG42568
CG8519
Ggamma
CG13202
CG5830
CG6788
CG3663
CG14212
CG6074
CG1999

1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.8
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.7
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6




CG17440
CG4312
CG10827
CG13081
CG11621
CG11259
CG7259
CG12897
CG3569
CG6742
CG4608
CG4924
CG9242
CG13380
CG4952
CG1708
CG5175
CG8964
CG30291
CG8638
CG4790
CG5208
CG13186
CG6522
CG18213
CG3801
CG8427
CG8712
CG9822
CG8798
CG6527
CG31370
CG5201
CG13809
CG7972
CG8127
CG10979
CG6549
CG11238
CG5896
CG14701
CG3902
CG11994
CG40494
CG32399
CG31953
CG5604
CG8805
CG10038
CG8208
CG32171
CG5676
CG5714
CG10077
CG15671

CG17440
MtnB
cG10827
CG13081
Pi3K68D
MICAL-like
Best4
CG42732
Or59b
cenB1A
bnl

icln

bur
CG13380
dac

cos

kuk
CGB8964
CG30291
Cpr65Eb
fs(1)M3
Patr-1
CG13186
CG6522
CG18213
Acp76A
SmD3
CG8712
CG9822
Lon
CG6527
CG31370
Dad
osm-1
mus301
Eip75B
CG10979
fws
1(3)04053
grass
CG14701
CG3902
Ada
RhoGAP1A
CG32399
CR31953
CG5604
wun2
CG10038
MBD-like
Lmpt
CGb5676
ecd
cG10077
cv-2

1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.5
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6

ANHANG

CG4201
CG31355
CG32160
CG6453
CG10609
CG31805
CG11888
CG3915
CG5284
CG7382
CG11071
CG18542
CG4335
CG18654
CG13716
CG7726
CG30429
CG31851
CG11854
CG11814
CG3679
CG13699
CG31765
CG7707
CG6208
CG10207
CG31275
CG14840
CG4697
CG5119
CG2520
CG9100
CG12345
CG6827
CG12740
CG5327
CG8058
CG3419
CG32095
CG11968
CG5192
CG8726
CG33138
CG8538
CG8195
CG10673
CG12593
CG14355
CG10689
CG5595
CG31536
CG6821
CG5355
CG18853
CG8065

ird5
CG31355
CR32160
CG6453
Orco
CG31805
Rpn2
Drl-2
CiC-c
CG7382
CG11071
CG18542
CG4335
Dgk
CG13716
RpL11
CG30429
CG31851
CG11854
CG42863
CG3679
CG13699
nimA
CG7707
CG6208
NaPi-T
CG31275
CG14840
CSN1a
hyd

lap
Rab30
VAChT
Nrx-1V
RpL28
CG5327
Hyadr1
CG3419
CG32095
RagA
Rh6
CG8726
CG33138
CG8538
CG8195
CG10673
dpr4
CG14355
1(2)37Cb
Sce

Cdep
Lsp1gamma
CG5355
CG18853
CG8065

-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6
-1.6




CG15863
CG4216
CG7771
CG16713
CG17082
CG31673
CG3032
CG5276
CG9470
CG12749
CG14872
CG8336
CR31808
CG10168
CG6757
CG8765
CG2071
CG11281
CG11838
CG18492
CG5016
CG10851
CG6582
CG9004
CG12307
CG30360
CG3123
CG5156
CG5506
CG3000
CG31717
CG17523
CG11658
CG30005
CG9312
CG30181
CR12953
CG9854
CG4863
CG10686
CG2014
CG6889
CG3061
CG33017
CG31000
CG8676
CG4705
CG15370
CG5169
CG6379
CG3446
CG6830
CG18273
CG3349
CG32811

CG15863
term

sim
CG16713
CG17082
CG31673
CG3032
CGb5276
MitnA
Hrb87F
CG14872
CG8336
CG31808
CG10168
SH3PX1
CG8765
Ser6
snky
rempA
Tak1
Mst57Db
B52
Aac11
CG9004
CG12307
Mal-A6
CG3123
CG42329
CG5506
rap
CG31717
GstE2
CG11658
CG30005
CG9312
CG30181
Irb1a

hrg

RpL3

tral
CG2014
tara
CG3061
CG33017
heph
Hr39
CG4705
CG15370
Geklll
CG6379
CG3446
CG6830
CG18273
CG3349
CG32811

-1.6
-1.6
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.7
-1.8

ANHANG

CG32234
CG11015
CG13969
CG6845
CG12547
CG6672
CG10118
CG13679
CG8432
CG4636
CG4882
CG5632
CG18316
CG5068
CG31618
CG11144
CG5654
CG11951
CG4125
CG40313
CG8827
CG1681
CG3527
CG7372
CG11019
CG8067
CG6041
CG1019
CG3198
CG7494
CG2206
CG9591
CG7639
CG18096
CG3065
CG18265
CG7740
CG40081
CG32580
CG15211
CG4221
CG4701
CG14808
CG31147
CG8652
CG2021
CG7973
CG1429
CG15321
CG9992
CG7752
CG10863
CG10947
CG5588
CG8342

axo
CoVb
bwa
CG6845
CG12547
CG6672
ple
CG13679
Rep
SCAR
CG4882
thoc6
CG18316
CG5068

His2A:CG31618

mGIuRA
yps
CG11951
rst
CG40313
Ance
CG1681
CG3527
CG7372
CG31688
CG8067
CG6041
Mip84B
CG3198
mRpL1
1(1)G0193
omd
CG7639
Tepl
CG3065
CG18265
prominin-like
CG40081
Muc14A
CG15211
CG4221
CG4701
Scgdelta
mthl11
Ugt37c1
CG2021
CG42729
Mef2

nej
CG9992
pzg
CG10863
CG10947
Mtl

m1

-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.8
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9




CG13280
CG32971
CGT7279
CG5670
CG11527
CG12169
CG18561
CG7246
CG3934
CG15326
CG6793
CG14294
CG7599
CG6890
CG8311
CG3541
CG6601
CG2049
CG32017
CG7486
CG7918
CG3193
CG4897
CG1701
CG10864
CG10078
CG7897
CG9841
CG7526
CG31436
CG14070
CG40300
CG4438
CG11326
CG4120
CG15286
CG8128
CG3096
CG33475
CG5977
CG3992
CG30069
CG10626
CG33080
CG17681
CG11245
CG32000
CG12113
CG17684
CG13102
CG40264
CG7210
CG11109
CG9097
CG31313

CG13280
CG32971
Lip1
Atpalpha
Tig

Ppm1
CG18561
CG7246
Npc2c
Ir7b
CG6793
CG14294
Eig71Ef
Tollo
CG8311
pio

Rab6
Pkn
CG32017
Dredd
CG7918
crn

RpL7
CG1701
CG10864
Prat2
gp210
EfSec
frac
CG31436
CG14070
AGO3
CG4438
Tsp
Cyp12c1
CG15286
CG8128
Brd
CG33475
spas

Srp
CG30069
Lkr
CG33080
CG17681
Pkcdelta
CG32000
IntS4
CG17684
CG13102
CG40264
kel
CG11109
bab1
CG31313

-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-1.9
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0

ANHANG

CG31828
CG9224
CG12014
CG5344
CG10200
CG30118
CG5773
CG32495
CG30016
CG10931
CG33175
CR32777
CG5322
CG8934
CG32802
CG16756
CG15742
CG31649
CG7586
CG17732
CG6343
CR32665
CG7568
CG5837
CG3273
CG5179
CG12099
CG18368
CG18255
CG9143
CG17816
CG16707
CG6376
CG15219
CG9695
CG9676
CG10659
CG12426
CG18531
CG3068
CG1786
CG17941
CG6726
CR31853
CG32217
CG13359
CG8734
CG15027
CG17329
CG14299
CG3491
CG6541
CG17024
CG4428
CG15172

CG31828
sog
CG12014
wkd
CG10200
CG30118
CGb5773
CG32495
CG30016
CG10931
spri

roX1
CGb5322
CG42235
CG32802
CG16756
CG15742
Msp-300
Mcr
CG17732
ND42
rox2
CG7568
Hem
sced
Cdk9
CG12099
CG18368
Strn-Mick
CG9143
CG17816
vsg

E2f
CG15219
Dab
CG9676
CG10659
CG12426
Gr2a

aur
Cyp318at
ds
CG6726
SNRNA:U5:34A
Su(Tpl)
CG13359
beta3GalTll
CG15027
CG17329
CG14299
CG3491
Mst33A
CR17024
Atg4
CG15172

-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.1
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2




CG11710
CG18600
CG30266
CG9597
CR31490
CG18648
CG5118
CG16986
CG12141
CG15443
CG4739
CG32823
CG11808
CG31522
CG15473
CG18540
CG12729
CG30125
CG8312
CG8953
CG12765
CG14500
CG14059
CG6265
CG33181
CG12347
CG8722
CG6231
CG9412
CG5182
CG3081
CG16749
CG5059
CG3739
CG18081
CG2488
CG10393
CG10315
CG12424
CG8545
CG1550
CG9707
CG6701
CG6985
CG1520
CG31357
CG8102
CG12311
CG11533
CG8505
CG31694
CG6800
CG11778
CG1814
CG31728

CG11710
CG18600
CG42284
Pbp45

tRNA:K5:84ABd

cp309
CG5118
CG16986
Aats-lys
CG15443
Ugt86Dc
Sdic3
CG11808
CG31522
CG15473
CG18540
CG12729
Ir56a
CG8312
Actn3

fsd
CG14500
CG14059
Nep5
CG33181
CG12347
Nup44A
CG6231
rin

Pk34A
CG3081
CG16749
CG5059
CG3739
CG18081
phr6-4
amos
elF2B-delta
ckn
CG8545
CG1550
Acox57D-p
CG6701
CG6985
WASp
CG31357
CG8102
tw

Asator
Cpr49Ae
CG31694
CG6800
CNT1
CG1814
CG31728

-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.2
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4

ANHANG

CG12602
CG11992
CG31534
CG33478
CG10264
CG32817
CG8197
CG3064
CG8586
CG33144
CG9801
CG32260
CG10336
CG8987
CG5938
CG1975
CG4907
CG14001
CG40053
CG5058
CG9697
CG40130
CG13428
CG10881
CG5071
CG12066
CG3126
CG11309
CG13777
CG14907
CG11993
CG32413
CG11099
CG10333
CG11148
CG11901
CR32863

CG15097
CG6805
CG15441
CG17244
CG1602
CG10293
CG6983
CG4785
CG9441
CG17143
CG8809
CG3955
CG17680
CG14291
CG13091
CG8252
CG12052
CG13465

Vha100-5
Rel
CG43427
Or46a
CG10264
CG32817
CG8197
futsch
CG8586
CG33144
CG9801
CG32260
CG10336
tam
CG5938
Drep-2
CG4907
bchs
CG40053
grh
PGRP-SB2
CG40130
CG13428
CG10881
CG5071
Pka-C2
C3G
CG11309
milt
CG14907
Mst85C
CG32413
CG11099
CG10333
CG11148
Efligamma

snoRNA:MeU5-

C46
CG15097
CG6805
Gs1l
CG17244
CG1602
how
CG6983
CG4785
Pu

thoc7
Camta
CG3955
CG17680
CG14291
CG13091
CG8252
lola
CG13465

-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.4
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.5
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6
-2.6

-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7
-2.7




CG18507
CG33279
CG32797
CG13641
CG32350
CG5121
CG16705
CG2233
CG1644
CG1994
CG7496
CG15261
CG18779
CG6808
CG2928
CG12092
CG31373
CG11665
CG32016
CG4185
CG32648
CG6667
CG33494
CG31990
CG12846
CG16762
CG12352
CG4268
CG31415
CG4716
CG31508
CG9570
CG32343
CG17631
CG31437
CG8605
CG10977
CG5024
CG9487
CG10253
CG14478
CG32954
CG3906
CG32282
CG3811
CG4859
CG15152
CG15780
CG16716
CG3340
CG8141
CG32368
CG6778
CG15829
CG9526

CG18507
CG42458
CG32797
CG13641
CG32350
MED28
SPE
CG2233
Cyp6t1
1(1)G0020
PGRP-SD
UK114
Lcp65Ag3
CG6808
Reg-5
Npc1b
CG31373
CG11665
CG32016
NC2beta
Pde9

dl
CG33494
CG17768
Tsp42Ed
CG16762
san
Pitslre
CG31415
CG4716
TotC
CG9570
Atac3
CG17631
CG31437
CG8605
CG33523
CG5024
CG34398
CG10253
CG14478
Adhr
CG3906
dro4
Oatp30B
Mmp1
CG15152
CG34434
CG16716
Kr
CG8141
CG32368
Aats-gly
CG15829
frj

-2.7
-2.7
-2.7
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.8
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-2.9
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.0
-3.1
-3.1
-3.1
-3.1
-3.1
-3.1
-3.1
-3.1
-3.1
-3.1
-3.1
-3.1
-3.2
-3.2
-3.2
-3.2
-3.3

ANHANG

CG9122
CG32715
CG13862
CG11759
CG5436
CG31764
CG31345
CG1158
CG7587
CG11414
CR32910

CG9042
CG2110
CG10738
CG6720
CG9210
CG10079
CG1154
CG1389
CG5522
CG13097
CG4465
CG9091
CG13964
CG8068
CG10147
CG7201
CG13779
CG8207
CG14691
CG1658
CG10697
CG3283
CG13003
CG13564
CG18744
CG3265
CG11738
CG4353
CG14129
CG12826
CG16888
CG17108
CG3523
CG7628
CG7453
CR32078
CG10446
CG4376
CG4377
CG5106
CG8565
CG9496
CG6794
CG30440

Trh
CG32715
CG13862
Kap3
Hsp68
vir-1
CG31345
Tim17b1
CG7587
CG11414
SnoRNA:
U49:66Db
Gpdh
Cyp4ad1
CG10738
UbcD2
Ac13E
EGFR
Osi12

tor
CGb5522
CG13097
CG4465
RpL37a
sick
Su(var)2-10
CG10147
CG7201
CG13779
CG8207
CG14691
Doa

Ddc
SdhB
CG13003
CG13564
CG18744
Eb1
1(1)G0004
hep
CG34420
CG12826
CG16888
CG17108
CG3523
CG42575
CG7453
CG42575
Side

Actn
CG4377
scpr-C
CG8565
Tsp29Fb
Dif
CG30440

-3.3
-3.3
-3.4
-3.4
-3.4
-3.4
-3.4
-3.5
-3.5
-3.5
-3.5

-3.5
-3.5
-3.6
-3.6
-3.6
-3.6
-3.7
-3.7
-3.7
-3.7
-3.7
-3.7
-3.7
-3.8
-3.8
-3.8
-3.8
-3.8
-3.9
-3.9
-3.9
-3.9
-3.9
-3.9
-3.9
-3.9
-3.9
-3.9
-3.9
-4.0
-4.0
-4.0
-4.0
-4.0
-4.1
-4.1
-4.1
-4.1
-4.1
-4.1
-4.2
-4.3
-4.3
-4.4




CG18661
CG5924

CG12752
CR33258
CG32428
CG18107
CG18066
CG15113
CG32284
CR32886
CG7595

CG17896
CG17928
CG14680
CG3299

CG30428
CR32934
CG7875

CG15351
CG8956

CG1268

CR32489
CG6817

CG18111
CG11802

CG18661
CG5924
Nxt1
CG33258
CG32428
CG18107
Cpr57A
5-HT1B
CG32284
Uhg1

ck
CG17896
CG17928
Cyp12e1
Vinc
CG30428
Cec2

trp

Cp7Fc
Ahcy89E
VhaM9.7-a
CR32489
foi
Obp99a
CG11802

-4.4
-4.4
-4.5
-4.5
-4.6
-4.6
-4.6
-4.6
-4.8
-4.8
-4.8
-4.9
-4.9
-4.9
-5.0
-5.1
-5.2
-5.3
-5.4
-54
-6.5
-6.5
-5.5
-5.5
-5.7

ANHANG

CG16704
CG13337
CG1259
CG9044
CG2239
CG2380
CG17319
CG14491
CG6912
CG9981
CG18088
CG7466
CG31410
CG9935
CG5227
CG10788
CG7910
CG7920
CG11091
CG2560
CG3705
CG6846
CG18110

CG16704
CG13337
Cpr64Ad
CG9044
Jjdp

Nfl

2mit
CG14491
CG6912
CG9981
CG18088
CG7466
Npc2e
CG9935
sdk

ng3
CG7910
CG7920
CG11091
Cpr11A
aay
RpL26
CG18110

-5.7
-5.7
-5.8
-5.9
-5.9
-6.0
-6.2
-6.4
-7.1
-7.2
-7.2
-7.2
-7.3
-7.6
-7.6
-7.6
-8.0
-10.0
-11.2
-11.7
-11.9
-13.6
-14.6




