
 

 



 

 

 

 

 

Genetische Identifizierung von Regulatoren der 

Epithelentwicklung im Nematoden 

Caenorhabditis elegans 

 

 

 

 

 

Inaugural-Dissertation 

 

 

 

zur Erlangung des Doktorgrades 

der Mathematischen-Naturwissenschaftlichen Fakultät 

der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

 

 

vorgelegt von 

 

Jennifer Pilipiuk 

aus Rheinberg 

 

 

 

Düsseldorf, Dezember 2009 

 



 

 

Aus dem Institut für Genetik 

der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

und 

dem Institut für Molekulare und Zelluläre Anatomie 

der RWTH Aachen, Universität 

  

  

  

  

  

 

  

  

  

  

  

  

Gedruckt mit Genehmigung der 

Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät  

der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf  

  

  

  

  

  

  

Referent:  Prof. Dr. Olaf Bossinger 

Koreferent:  Prof. Dr. Martin Beye 

  

Tag der mündlichen Prüfung: 25.01.2010 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Teile dieser Arbeit wurden bereits veröffentlicht: 

 

Pilipiuk, J., Lefebvre, C., Wiesenfahrt, T., Legouis, R., Bossinger, O. (2009). 

Increased IP3/Ca2+ signaling compensates depletion of LET-413/DLG-1 in C. 

elegans epithelial junction assembly. Dev Biol 327, 34-47. 

 
 
Die Arbeit wurde durch Mittel des SFB590 und der Deutschen 

Forschungsgemeinschaft (DFG) gefördert. 

 
 

 



Inhaltsverzeichnis 

 

1

Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis 1

Verwendete Abkürzungen 6

1 Einleitung 8

1.1 Der Nematode Caenorhabditis elegans als Modellorganismus zur 

Untersuchung der Epithelentwicklung.....................................................8

1.2 Die molekulare Zusammensetzung der ”C. elegans apical

junction“ ...................................................................................................13

1.3 Das C. elegans Darmepithel ....................................................................16

1.4 Das Spermathekaepithel und der Prozess der Ovulation in

C. elegans .................................................................................................19

1.5 Ziele der Arbeit .........................................................................................24

2 Ergebnisse 25

2.1 Phänotypische Analyse der Postembryogenese nach Funktions-

verlust von let-413 und dlg-1 durch RNAi ..............................................25

2.1.1 Postembryonale RNAi gegen let-413 und dlg-1 interferiert nicht mit der 

Funktionalität der embryonal etablierten Epithelien .......................................25

2.1.2 Der postembryonale Funktionsverlust von let-413 und dlg-1 führt zu 

stark eingeschränkter Fertilität .......................................................................28

2.1.3 Die postembryonalen let-413 und dlg-1 RNAi Phänotypen werden durch 

primäre Defekte im Soma, aber nicht über den Darm vermittelt ....................29

2.1.4 Postembryonale let-413 und dlg-1 RNAi führt zu Ovulationsdefekten 

und Endoreplikationen in den Oozyten ..........................................................32

2.1.5 Die postembryonale Herunterregulierung der let-413 und dlg-1 Gen-

funktion führt zu Defekten bei der Entwicklung des Spermathekaepithels.....40

2.1.5.1 Aufbau der Spermatheka .......................................................................40

2.1.5.2 Die Etablierung der „C. elegans apical junction“ in der Spermatheka 

verläuft defekt ........................................................................................42

2.1.5.3 Die Organisation des Aktinzytoskeletts..................................................46

2.1.5.4 Elektronenmikroskopische Analyse von Oozyten und Spermatheka  

nach let-413 RNAi..................................................................................48

 



Inhaltsverzeichnis 

 

2

2.2 Mutationen im IP3/Ca2+ Signalweg supprimieren die durch let-413

und dlg-1 RNAi induzierten Phänotypen................................................51

2.2.1 Die ipp-5 Mutante ist sensitiv für RNAi...........................................................52

2.2.2 Mutationen in ipp-5 und itr-1 rettet die durch let-413 und dlg-1 RNAi 

induzierte Sterilität..........................................................................................56

2.2.3 Die ipp-5 Mutante rettet die durch let-413 und dlg-1 RNAi induzierten 

Defekte in der „C. elegans apical junction“ und des Aktinzytoskeletts in 

der Spermatheka............................................................................................58

2.2.4 Ein Funktionsverlust von ipp-5 und eine funktionsverstärkende Mutation 

in itr-1 können den embryonalen let-413 und dlg-1 RNAi Phänotyp 

retten ..............................................................................................................60

2.2.5 Die ipp-5 Mutante kann nicht jeden Funktionsverlust epithelialer Gene 

retten ..............................................................................................................64

2.3 Ein Verlust der itr-1 Genfunktion und die Zugabe des Ca2+-Chelators

EGTA verstärken die let-413 und dlg-1 RNAi Phänotypen ...................69

2.3.1 Eine kältesensitive itr-1 Mutante verstärkt den let-413(RNAi) Phänotyp .......69

2.3.2 RNAi gegen itr-1 interferiert mit der DLG-1 Expression .................................71

2.3.3 Die Zugabe von EGTA verstärkt die durch let-413 und dlg-1 RNAi 

induzierte Letalität ..........................................................................................72

2.4 Identifikation von let-413 Suppressoren durch einen EMS- 

Mutagenese-Screen .................................................................................75

3 Diskussion 82

3.1 Die Spermatheka als Modellsystem für die Untersuchung der 

Epithelentwicklung in C. elegans............................................................82

3.2 Kompensation let-413 und dlg-1 RNAi induzierter Defekte durch 

IP3/Ca2+ Signale ........................................................................................84

3.3 Der Einfluss von Inositolphosphaten, Phospholipiden und Ca2+ auf die 

Zellpolarität ...............................................................................................88

3.4 Identifikation von let-413 Suppressoren durch klassische Genetik und 

Ausblick ....................................................................................................93

4 Zusammenfassung 95

5 Summary 96

 



Inhaltsverzeichnis 

 

3

6 Material und Methoden 97

6.1 Chemikalien, Materialien, Software und Geräte.....................................97

6.2 Molekularbiologische Methoden.............................................................99

6.2.1 Medien für Bakterien ......................................................................................99

6.2.2 Bakterienstämme ...........................................................................................99

6.2.3 Vektoren.........................................................................................................99

6.2.4 Isolierung genomischer DNA aus einer C. elegans Population ...................100

6.2.5 Phenol-Chloroform Extraktion ......................................................................100

6.2.6 DNA Fällung.................................................................................................101

6.2.7 Bestimmung der Konzentration einer DNA Probe........................................101

6.2.8 „Polymerase-chain-reaction“ (PCR) .............................................................101

6.2.9 Primer...........................................................................................................102

6.2.10 Konstrukte ....................................................................................................103

6.2.11 DNA Gelelektrophorese ...............................................................................103

6.2.12 Manipulation von DNA .................................................................................104

6.2.12.1 Restriktionsverdau von DNA................................................................104

6.2.12.2 Ligation von DNA-Fragmenten ............................................................104

6.2.12.3 Fällung von DNA..................................................................................105

6.2.13 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen ......................................105

6.2.14 Herstellung elektrokompetenter Bakterien ...................................................105

6.2.15 Elektrotransformation kompetenter Zellen mit Plasmid DNA .......................106

6.2.16 Isolierung von Plasmid-DNA ........................................................................107

6.2.16.1 Schnellpräparation von Plasmid-DNA (Mini-Präparation)....................107

6.2.16.2 Gewinnung größerer Plasmidmengen .................................................107

6.2.17 In vitro Transkription.....................................................................................108

6.2.18 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)..................................108

6.2.19 Coomassie-Färbung von Proteingelen.........................................................110

6.2.20 Immuno-Blotting (Western-Blotting) .............................................................110

6.3 Zellbiologische Methoden .....................................................................113

6.3.1 Verwendete C. elegans-Stämme und Haltung.............................................113

6.3.2 Einfrieren zur Konservierung von C. elegans Stämmen ..............................114

6.3.3 Synchronisierung einer C. elegans-Population ............................................114

6.3.4 Herstellung Agarose-beschichteter Objektträger und Deckgläser ...............115

6.3.4.1 Für in vivo-Beobachtung ......................................................................115

6.3.4.2 Für Mikroinjektion.................................................................................115

6.3.5 Herstellung Polylysin-beschichteter Objektträger ........................................115

6.3.6 Präparation von Embryonen ........................................................................115

6.3.7 In vivo-Beobachtungen ................................................................................116

6.3.8 Antikörperfärbung an Embryonen/Larven/Gonaden ....................................116

6.3.9 Aktinfärbung an Embryonen.........................................................................118

 



Inhaltsverzeichnis 

 

4

6.3.10 Doppelfärbung eines Antikörpers mit Phalloidin ..........................................119

6.3.11 Die Technik der „RNA-mediated interference“ (RNAi) .................................120

6.3.11.1 RNAi per Mikroinjektion .......................................................................120

6.3.11.2 RNAi über Fütterung von Bakterien .....................................................120

6.3.12 Ermittlung der Sterilitätsrate mittels statistischer Auszählung der 

Nachkommen ...............................................................................................121

6.3.13 EGTA Test ...................................................................................................122

6.3.14 EMS-Mutagenese-let-413-Suppressor-Screen ............................................123

6.3.15 Elektronenmikroskopie.................................................................................124

6.3.16 Anzahl der Auswertungen ............................................................................124

7 Literaturverzeichnis 125

8 Anhang 137

8.1 Die Zahlen der einzelnen Experimente des Ergebnisteils ..................137

8.1.1 Auszählungen der Nachkommen des N2 Wildtyp Stammes........................137

8.1.2 Auszählungen der Nachkommen der ipp-5(sy605) Mutante........................139

8.1.3 Auszählungen der Nachkommen der itr-1(sy290) Mutante..........................140

8.1.4 Auszählungen der Nachkommen des N2 Stammes und der itr-1(sy290) 

Mutante nach Verdünnung von let-413(RNAi) .............................................140

8.1.5 Auszählungen der Nachkommen der rrf-1(pk1417) Mutante .......................141

8.1.6 Auszählungen der Nachkommen der rrf-3(pk1426) Mutante .......................141

8.1.7 Auszählungen der Nachkommen des OLB11 Stammes..............................142

8.1.8 Auszählungen der Nachkommen der rde-1(ne219) Mutante .......................142

8.1.9 Auszählungen der Nachkommen nach Kreuzung mit N2 Wildtyp 

Männchen ....................................................................................................143

8.1.10 Auswertung der Letalität von N2, itr-1(jc5), ipp-5(sy605) und itr-1(sy290)

nach let-413(RNAi).......................................................................................144

8.1.11 Auswertung der Letalität durch let-413 und dlg-1 RNAi mit Zugabe von 

EGTA ...........................................................................................................146

8.1.12 Detailierte Ergebnisse des let-413 Suppressor Screens..............................147

8.1.13 Auswertung der Suppressoren.....................................................................150

8.2 Sequenzen der eingesetzten RNAi Fütterungskonstrukte .................152

8.2.1 Kontrolle pPD129.36 (ohne Insert)...............................................................152

8.2.2 crb-1 .............................................................................................................152

8.2.3 cmd-1 ...........................................................................................................153

8.2.4 cyb-3 ............................................................................................................153

8.2.5 dlg-1 .............................................................................................................154

8.2.6 erm-1 ............................................................................................................154

8.2.7 hmp-1 ...........................................................................................................154

8.2.8 hmp-2 ...........................................................................................................155

8.2.9 hmr-1 ............................................................................................................155

 



Inhaltsverzeichnis 

 

5

8.2.10 itr-1 ...............................................................................................................156

8.2.11 let-413 ..........................................................................................................156

8.2.12 mklp-1 (zen-4) ..............................................................................................157

8.2.13 par-3.............................................................................................................157

8.2.14 par-6.............................................................................................................158

8.3 Film-Sequenzen......................................................................................159

 



Verwendete Abkürzungen 

 

6

Verwendete Abkürzungen 

%  Prozent 

°C  Grad Celsius 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

µm Mikrometer 

!- Alpha- 

Abb. Abbildung 

Abs.  Abschnitt 

AK Antikörper 

As  Aminosäure 

"- Beta- 

Bp  Basenpaare 

BSA  Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin) 

bzw.  beziehungsweise 

ca.  circa 

Ca2+ Calciumionen 

CCC „catenin-cadherin-complex“ 

CeAJ „C. elegans apical junction“ 

CFP „cyan fluorescent protein“ 

cm  Zentimeter 

Cy2 Carbocyanin 

Cy3 Indocarbocyanin 

Cy5 Indodicarbocyanin 

DA Dalton 

DAC „DLG-1–AJM-1–complex“ 

DAG Diacylglycerol 

d.h.  das heißt 

dH2O demineralisiertes Wasser 

DIK Differential Interferenz Kontrast 

DNA  „deoxyribonucleic acid“ 

dsRNA doppelsträngige RNA 

EGF „epidermal growth factor“ 

EGTA  Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N,N#N#-Tetraessigsäure 

Emo „endomitotic oocyte“ 

EMS Ethylmethansulfonat 

EtBr  Ethidiumbromid 

F  Filialgeneration 

GFP  „green fluorescent protein“ 

ggf. gegebenenfalls 

gof „gain of function“ 

h  Stunde(n) 

IP3 Inositol 1,4,5 Triphosphat  

J  Joule 

k Kilo 

 



Verwendete Abkürzungen 

 

7

M  Molarität 

min  Minute 

ml  Milliliter 

mm Millimeter 

mRNA  „messenger RNA“ 

n Anzahl 

LB  Luria-Bertani 

lof „loss of function“; Allelbescheibung 

NEBD „nuclear envelope break down“ 

ng Nanogramm 

NGM  „nematode growth medium“ 

nm Nanometer 

OD  optische Dichte 

PCR „polymerase chain reaction”, Polymerasekettenreaktion 

pH  potentia Hydrogenii 

PIP2 Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat 

PLC  Phospholipase C 

PPC „PAR-3–PAR-6–PKC-3 complex“ 

RNA „ribonucleic acid“ 

RNAi RNA-vermittelte Interferenz 

rpm  Umdrehungen pro Minute 

RT  Raumtemperatur 

s Sekunde 

s.  siehe 

siRNA small interfering RNA 

s.o.  siehe oben 

s.u. siehe unten 

Tab. Tabelle 

ü.N. über Nacht 

V  Volt 

vgl.  vergleiche 

WT  Wildtyp 

(w/v)  weight per volume 

z.B.  zum Beispiel 

 
 
 
 
 

 



Einleitung 

 

8

1 Einleitung 

Die Entwicklungsgenetik setzt sich aus den Disziplinen der Genetik, Zell-, Molekular- 

und Entwicklungsbiologie zusammen, um Fragen, die sich z.B. mit der Entwicklung 

von Zellgeweben befassen, zu beantworten. Epithelien sind spezialisierte 

Zellverbände, die Abschlussgewebe aller inneren und äußeren Körperoberflächen 

darstellen. Epithelzellen sind so differenziert, dass sie verschiedene Funktionen, wie 

z.B. die Schutzfunktion der Epidermis, Sekretion von Drüsengeweben oder die 

Absorption durch das Darmepithel, verrichten. Wenn auch die Aufgaben der 

Epithelien vielfach variieren können, so ist der Aufbau selbst in verschiedenen 

Organismen prinzipiell gleich, da Komponenten und Proteinkomplexe in Vertebraten 

und Invertebraten konserviert sind. Somit lassen Untersuchungen in 

Modellorganismen Rückschlüsse auf die Zellprozesse in anderen Organismen zu, 

um damit grundsätzliche entwicklungsbiologische Fragen beantworten zu können. 

Der Fadenwurm Caenorhabditis elegans hat sich in den letzten Jahren als 

hervorragender Modellorganismus etabliert, um die Entwicklung von Epithelien zu 

untersuchen. 

 

1.1 Der Nematode Caenorhabditis elegans als Modellorganismus 

zur Untersuchung der Epithelentwicklung

 

Der Molekularbiologe Sydney Brenner befasste sich 1963 mit Fragestellungen der 

Entwicklungsbiologie. Auf der Suche nach einem idealen Modellorganismus, um die 

Genetik für die Entwicklung des Nervensystems zu analysieren, entschied er sich 

letztendlich für die Arbeit mit dem unscheinbaren Fadenwurm Caenorhabditis

elegans. Sein 1974 erschienenes Werk „The genetics of Caenorhabditis elegans”

(Brenner, 1974) ist heute als richtungsweisende Arbeit einzuordnen. Brenner erhielt 

dafür im Jahre 2002 zusammen mit John Sulston und Robert Horvitz den Nobelpreis 

für Physiologie oder Medizin. Denn sowohl die Nematodenforschung, als auch die 

Entwicklungsbiologie, wurden durch diese Arbeiten maßgeblich beeinflusst. So gilt C.

elegans heute neben Organismen wie der Taufliege Drososphila melanogaster, dem 

Krallenfrosch Xenopus laevis oder der Maus Mus musculus als ausgezeichneter 

Modellorganismus für die Entwicklungsbiologie und die Genetik.  
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C. elegans ist ein ca. 1mm großer, frei in der Erde lebender Fadenwurm, der sich 

von Bakterien und Pilzen ernährt (Wood, 1988). Im Labor kann er auf mit Bakterien 

(Escherichia coli) beimpften Agarplatten gehalten und durch seine kurze 

Generationszeit (drei Tage bei 25 °C) ähnlich wie ein Mikroorganismus kultiviert 

werden. Der Nematode existiert entweder als selbst befruchtender Hermaphrodit 

oder als allerdings nur selten vorkommendes Männchen. Dadurch wird die 

Durchführung genetischer Kreuzungen mit dem Wurm möglich (Hodgkin und 

Brenner, 1977). Der adulte Hermaphrodit besitzt eine sehr einfache Anatomie 

(Abb.1). Seine äußere Hülle besteht aus einer dreischichtigen, kollagenen Kutikula, 

sezerniert von der darunter liegenden synzytialen Hypodermis. Vier Quadranten der 

Körpermuskulatur, der Verdauungstrakt, bestehend aus Pharynx, Darm und 

Hinterdarm und die Gonade befinden sich im Inneren des Wurms, welches eine 

flüssigkeitsgefüllte Leibeshöhe darstellt.  

 

 

Abb. 1: Schemazeichnung eines lateralen Querschnitts durch einen adulten Hermaphroditen

von Caenorhabditis elegans (modifiziert nach www.wormatlas.org). 

 

 

Ein großer Vorteil für die Arbeit mit C. elegans ist seine Transparenz, sodass die 

gesamte Entwicklung in vivo verfolgt werden kann. Zudem zeigt dieser Organismus 

das Phänomen der Eutelie und besitzt somit einen invariablen Zellstammbaum 

(Sulston et al., 1983), d.h. das Entwicklungsschicksal jeder Zelle ist bezogen auf den 

Zeitpunkt und Zahl der Zellteilungen von Individuum zu Individuum identisch und so 

können Fehlentwicklungen erkannt werden. Durch die so genannte 4D Mikroskopie 

ist es möglich, innerhalb kurzer Zeit den kompletten invariablen Zellstammbaum zu 

analysieren (Schnabel et al., 1997). 

C. elegans war der erste multizelluläre Organismus, dessen Genom komplett 

entschlüsselt wurde (The_C_elegans_Sequencing_Consortium, 1998). Es ist in etwa 
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100 MB groß und umfasst 20178 kodierende Sequenzen auf 5 Autosomen und 

einem X-Chromosom (wormpep203, Stand vom 28.05.2009; 

http://www.sanger.ac.uk/Projects/C_elegans/WORMBASE/current/release_notes.txt). 

Die Internetplattform „Wormbase“ (http://www.wormbase.org), enthält die über 

nd Craig Mello im Jahre 2006 den Nobelpreis für Physiologie oder 

gans drei Haupt-Epithelien 

tabliert; die Hypodermis, der Pharynx und der Darm. Nach dem Schlüpfen der L1-

arve werden vier larvale Stadien, die sich durch starkes Wachstum mit 

nschließenden Häutungen auszeichnen, zum adulten Tier durchlaufen. Während 

er Larvalentwicklung wird die somatische Gonade differenziert und stellt neben der 

ulva, postembryonal etablierte Epithelien dar (Abb.5).  

 

 

 

 

 

„Genefinder“ gefundenen Gensequenzen (Favello et al., 1995), DNA- und 

Proteinsequenzen der vorhergesagten Gene von C. elegans. Darüber hinaus bietet 

„Wormbase“ viele nützliche Hilfsmittel, wie z.B. Beschreibungen von 

Expressionsmustern, Sequenzanalyse über BLAST, und alle anderen C. elegans-

relevanten Daten (Rogers et al., 2008). 

So können C. elegans-Homologe von Genen, die wichtige entwicklungsbiologische 

Funktionen haben, identifiziert und untersucht werden. Außerdem sind Methoden der 

reversen Genetik möglich, wie z.B. die der RNA-vermittelten Interferenz (RNAi; 

Abb.2; Mello und Conte, 2004; Fire et al., 1998; Fraser et al., 2000; Kamath und 

Ahringer, 2003). Für die wegweisende Aufklärung des RNAi Mechanismus und 

seiner Nutzung für den experimentellen Ansatz bei Forschungsfragen erhielten 

Andrew Fire u

Medizin. Mit Hilfe der RNAi kann gezielt die Expression einzelner Gene gehemmt 

werden, um so den Funktionsverlust des entsprechenden Gens bei C. elegans zu 

untersuchen. Die Methode der RNAi wurde auch im Rahmen dieser Arbeit genutzt 

um Genfunktionen in embryonalen und postembryonalen Epithelgeweben zu 

untersuchen.  

Während der Embryonalentwicklung werden in C. ele

e

L

a

d

V
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Abb. 2: Schematische Darstellung des RNAi

Mechanismus in C. elegans.

 

Der Mechanismus der RNAi kann als Methode der 

reversen Genetik in C. elegans genutzt werden.  

Dabei wird exogene dsRNA den Würmern zugeführt, 

welche in den Zellen durch den Dicerkomplex (DCR-1; A) 

in primäre siRNAs prozessiert wird (Grishok, 2005; Jose 

und Hunter, 2007). Diese wird von dem Argonaut Protein 

RDE-1 (B) gebunden. Dadurch kann eine RNA 

abhängige RNA Polymerase (RRF-1; C) sekundäre 

siRNAs herstellen. Diese bilden einen „RNA-induzierten 

Silencing-Complex“ (RISC) und bauen mit Hilfe von CSR-

1 (D), ein Protein mit enzymatischer Aktivität, die 

komplementären Ziel mRNAs ab. Dadurch wird die 

Translation des entsprechenden Proteins inhibiert. (Abb. 

modifiziert nach: Habig et al., 2008) 

 

 

Epitheliale Gewebe zeichnen sich durch eine Reihe von typischen Charakteristika 

aus. Sie bilden Abschlussgewebe und stehen im direkten Kontakt mit der Außenwelt 

oder einem Lumen. Der epitheliale Zellverband besteht aus Zellen, welche durch 

interzelluläre Kontaktstrukturen miteinander verbunden sind, die u. a. die Integrität 

des Epithels gewährleisten (Knust und Bossinger, 2002). Epithelien üben neben der 

Funktion des Gewebeabschlusses eine weitere wichtige Funktion aus. Sie dienen als 

selektive Barrieren, welche den kontrollierten Molekül- und Ionenaustausch zwischen 

den Zellen und den zu trennenden Kompartimenten des Organismus gewährleisten. 

Dies wird durch einen stark polaren Aufbau der Zellen ermöglicht, welcher sich durch 

die asymmetrische Verteilung von Molekülen und Zellorganellen, der polarisierten 

Organisation des Zytoskeletts und der Verteilung der Membranmoleküle auszeichnet 

(Lynch und Hardin, 2009; Nejsum und Nelson, 2009; Drubin und Nelson, 1996; 

Eaton und Simons, 1995; Nelson, 2003). So besitzen die Epithelzellen klar definierte 

Membrandomänen; eine apikale, die oft in Kontakt mit der Außenwelt oder einem 

Lumen steht und eine basolaterale Membrandomäne, welche benachbarte Zellen 

verbindet und oft einer Basallamina (ein Bestandteil der extrazellulären Matrix) 
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aufgesetzt ist. Die basolaterale Membran besitzt zudem interzelluläre 

Kontaktstrukturen, welche in verschiedenen Organismen unterschiedlich organisiert 

sind (Abb.3). Dabei ist allen bisher untersuchten Epithelzellen gemeinsam, dass sich 

unter der apikalen Membrandomäne ein adhäsiver Gürtel aus Proteinen anschließt. 

Dieser enthält viel Aktin und stellt zwischen den benachbarten Zellen eine 

elektronendichte Kontaktstruktur dar und ist somit im Elektronenmikroskop gut 

sichtbar.  

In Drosophila und Vertebraten existieren verschiedene epitheliale Kontaktstrukturen 

(z.B. Zonula adherens, „septate junction“, „tight junction“ oder Desmosomen), die 

unterschiedliche Aufgaben ausüben. Im Gegensatz dazu weisen Epithelien im C. 

elegans Embryo apikal lediglich eine elektronendichte Kontaktstruktur auf, die sog. 

„C. elegans apical junction“ (CeAJ; McMahon et al., 2001). Diese ist der Zonula

adherens in Drosophila und Vertebraten ähnlich (Legouis et al., 2000). 

Da die Bildung von Epithelien während der Embryogenese mit hoher Genauigkeit 

erfolgt, bieten Modellorganismen wie C. elegans und Drosophila einen 

ausgezeichneten funktionellen Ansatz zur Analyse der Epithelbildung in vivo (Lynch 

und Hardin, 2009; Labouesse, 2006; Knust, 2002; Müller, 2000). Viele Polaritätsgene 

wurden somit in Invertebraten-Systemen wie Drosophila und C. elegans identifiziert 

und analysiert. So wurden in Bezug auf die Bildung interzellulärer Kontaktstrukturen 

in C. elegans Screens, nach chemischer Mutagenese oder durch Anwendung von 

RNAi, durchgeführt (Labouesse, 1997; McMahon et al., 2001). Dabei konnten mit 

dlg-1/discs large und let-413/scribble zwei Schlüsselgene für die Bildung der CeAJ 

identifiziert werden (Lynch und Hardin, 2009; Bossinger et al., 2001; Köppen et al., 

2001; Legouis et al., 2000). 

Mit der schnellen Entdeckung entsprechender Vertebraten-Homologe wurde zwar 

deutlich, dass viele Proteindomänen, einzelne Proteine oder auch ganze 

Proteinkomplexe evolutionär konserviert sind, jedoch ihre Funktion von einem 

Organismus zum anderen variieren kann (Roh und Margolis, 2003; Suzuki und 

Ohno, 2006). Der Frage, wie die verschiedenen Proteine zusammen wirken, um die 

notwendige Zellpolarität zu etablieren und aufrecht zu erhalten, ist vielfach 

nachgegangen worden. Jedoch ist der molekulare Wirkmechanismus der 

verschiedenen Proteinkomplexe immer noch nicht im Detail verstanden.  
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1.2 Die molekulare Zusammensetzung der ”C. elegans apical 

junction“

 

Die CeAJ formt einen kontinuierlichen Gürtel um den Apex der Epithelzellen und 

bildet die Grenze zwischen der apikalen und basolateralen Membrandomäne. Auf 

Immunfluoreszenz-Ebene kann sie molekular in eine apikale und eine basale Einheit 

unterteilt werden, die eine unterschiedliche Proteinzusammensetzung aufweisen 

(Abb.3). Die CeAJ enthält Proteinhomologe, die in den oben genannten Zell-Zell-

Kontakten der anderen Organismen vorkommen und sich in drei Bereiche einteilen 

lassen. Hauptkomponenten des apikalen Bereichs der CeAJ sind Crumbs und der 

Catenin-Cadherin-Komplex (CCC). Basal dazu lokalisiert der DLG-1–AJM-1–

Komplex (DAC). Die apikale Expressionsdomäne des PAR-3–PAR-6–PKC-3 

Komplexes (PPC) und die basolaterale Lokalisation von LET-413 überlappen 

wahrscheinlich innerhalb der CeAJ (Lynch und Hardin, 2009; Labouesse, 2006). 

 

 

Abb. 3: Schematische Darstellung bekannter Komponenten der „C. elegans apical junction“

(CeAJ). 

Die CeAJ bildet im Gegensatz zu der „tight junction“ (TJ) und der „adherens junction“ (AJ) in 

Vertebraten und der AJ und der „septate junction“ (SJ) in Drosophila eine einzelne elektronendichte 

Struktur und bildet die Grenze zwischen der apikalen und basolateralen Membrandomäne. Auf 

molekularer Ebene ist sie heterogen und enthält mit dem Catenin-Cadherin-Komplex (CCC), dem 

DLG-1–AJM-1–Komplex (DAC) und VAB-9/Claudin sowohl Bestandteile der AJ als auch der SJ und 

der TJ. Mit CRB-1/Crumbs besitzt sie auch eine Komponente der „subapical region“ (SAR) in 

Drosophila; modifiziert nach Labouesse, 2006.
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Die par-Gene („partitioning defective“) wurden in einem Screen identifiziert, in dem 

nach Polaritätsdefekten im frühen Embryo gesucht wurde (Gönczy und Rose, 2005; 

Kemphues et al., 1988; Nance, 2005). Der PAR-3–PAR-6–PKC-3 Komplex (PPC)

lokalisiert jedoch auch apikal in Epithelzellen (Bossinger et al., 2001; Hurd und 

Kemphues, 2003; Leung et al., 1999; McMahon et al., 2001). Dennoch war lange Zeit 

die Rolle des PPC während der Polarisierung von C. elegans pithelien oder der 

Bildung der CeAJ nicht bekannt, da nach Eliminierung seiner Funktion schon sehr 

früh im 1-Zellstadium Defekte auftreten. In einer Studie gelang es mit Hilfe gezielter 

Protein-Degradation sowohl die maternale als auch die zygotische Funktion von 

PAR-6 (par-6M/Z) vor dem Einsetzen der epithelialen Polarisierung zu entfernen 

(Totong et al., 2007). In so manipulierten Epithelzellen ist die PKC-3 uniform im 

Zytoplasma verteilt und die Epithelzellen können während der Elongation des 

Embryos ihre Zell-Zelladhäsion nicht aufrechterhalten. Erstaunlicherweise 

lokalisieren Proteine der CeAJ noch apikal und demonstrieren so, dass die PAR-6 

Funktion und die asymmetrische Verteilung der PKC-3 keine generelle 

Voraussetzung für die Polarisierung der Epithelzellen ist. Auf Immunfluoresz

E

enz-

n, (HMR-1), !-Catenin (HMP-1) und einem "-

rellen Defekte in Epithelien bezüglich 

der Zellpolarität und der Zelladhäsion.  

Ebene treten aber Defekte bei der Bildung der CeAJ auf. So formen die Proteine 

HMP-1/!-Catenin, HMR-1/E-Cadherin und DLG-1 keinen kontinuierlichen Gürtel 

mehr um den Apex der Zellen (Totong et al., 2007). Dieser erscheint stattdessen 

fragmentiert und zeigt deutliche Ähnlichkeit zum diesbezüglichen Phänotyp in dlg-1 

und let-413 Embryonen (s.u.). Es lässt sich daher festhalten, dass der PPC in C. 

elegans während der Polarisierung von Epithelien wahrscheinlich eine ähnliche Rolle 

spielt wie in anderen Modellsystemen (Macara, 2004; Suzuki und Ohno, 2006).  

In einem Screen, in dem Gene identifiziert wurden, die für die epidermale 

Morphogenese, den ventralen Schluss und die Elongation zuständig sind, wurde der 

Catenin–Cadherin Komplex (CCC) gefunden (Costa et al., 1998). Dieser Komplex 

setzt sich aus den Proteinen E-Cadheri

Catenin, (HMP-2) zusammen. Die Eliminierung von !-, "-Catenin und E-Cadherin in 

Drosophila hat dramatische Effekte in Bezug auf die Bildung der „Zonula adherens“

und die allgemeine epitheliale Polarität (Knust, 2002). In C. elegans jedoch zeigen 

Mutationen im CCC lediglich, dass die ventralen Hypodermiszellen den Embryo 

während der Morphogenese nicht korrekt verschließen (Costa et al., 1998, Raich et 

al., 1999). Dabei verursachen sie keine gene
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Im Gegensatz dazu interferiert die Ausschaltung von Komponenten des CCC 

zusammen mit DLG-1 jedoch erheblich mit der Integrität des C. elegans

Darmepithels (Segbert et al., 2004). Wahrscheinlich stabilisiert DLG-1 als wichtiges 

Adhäsionsmolekül weitere Proteine in der CeAJ, die zusammen mit dem CCC für 

den korrekten Zusammenhalt der Epithelzellen verantwortlich sind (Asano et al., 

2003; Chen et al., 2001; Simske et al., 2003).  

Mit der Identifikation von C. elegans DLG-1, dem Homolog des Drosophila

Tumorsuppressorproteins Discs large, wurde demnach eine zentrale Komponente 

der CeAJ gefunden, die ihre Integrität in allen embryonalen Epithelgeweben 

gewährleistet (Bossinger et al., 2001; McMahon et al., 2001). DLG-1 ist ein Protein 

mit einer SH3 Domäne, einer GUK Domäne und drei PDZ Domänen am N-Terminus. 

Der konservierte N-Terminus von DLG-1 ist für die Lokalisation des Proteins in der 

CeAJ verantwortlich, wo es mit AJM-1, einem „coiled-coil“ Protein, physikalisch 

interagiert und den DLG-1/Discs large–AJM-1 Komplex (DAC) ausbildet 

(Lockwood et al., 2008; Firestein und Rongo, 2001; Köppen et al., 2001). Nach 

Ausschaltung von DLG-1 ist die elektronendichte Struktur der CeAJ größtenteils nicht 

äne, sondern fehllokalisieren nach 

asolateral. Damit kann LET-413 wahrscheinlich früh während der Epithelbildung 

eine Rolle für die Etablierung und später eine Funktion für die Aufrechterhaltung der 

mehr nachweisbar und auf Immunfluoreszenz-Ebene zeigt sich lediglich ein 

diskontinuierlicher Gürtel von CeAJ Proteinen (Bossinger et al., 2001; McMahon et 

al., 2001), der an eine „spot adherens junction“ in Drosophila erinnert (Grawe et al., 

1996; Tepass, 1996). Wird neben der Funktion von dlg-1 auch noch die von let-413

herunterreguliert, so kommt es zur Verstärkung dieses Phänotyps (Köppen et al., 

2001).  

LET-413 (Scribble/Erbin) ist das Homolog des Drosophila Scribble Proteins, welches 

zur Familie der LRR/PDZ (leucine-rich repeats und PDZ domain) Proteine gehört. Es 

wird während der Zellproliferation im C. elegans Embryo zunächst im gesamten 

Zellkortex exprimiert. Doch mit dem Einsetzen der Morphogenese wird die 

Expression von LET-413 auf die basolaterale Membrandomäne in Epithelien 

beschränkt (Legouis et al., 2000; Legouis et al., 2003). Bei Funktionsverlust von let-

413 kommt es ähnlich wie bei dlg-1 (s.o.) zur abnormalen Ausbildung einer „spot-like

adherens junction“, die im Elektronenmikroskop nachgewiesen werden konnte 

(Legouis et al., 2000; McMahon et al., 2001). Außerdem verbleiben die apikalen 

Proteine nicht an der apikalen Membrandom

b
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epithe Allerdings ist der Prozess, wie LET-413 die 

okalisation der apikalen Proteine des DAC und auch des PPC steuert, 

ei Haupt-

hst punktuelle Akkumulationen und 

lialien Polarität zugeordnet werden. 

L

mechanistisch weitest gehend unbekannt und stellt eine große Herausforderung für 

das Verständnis der epithelialen Polarität dar.  

 

1.3 Das C. elegans Darmepithel 

 

Viele Erkenntnisse über die oben beschriebenen epithelialen Gene, wurden im C.

elegans Embryo gewonnen. Während der Embryogenese werden dr

Epithelien gebildet: die Hypodermis, der Pharynx und der Darm (Michaux et al., 

2001). Vor allem der Darm stellt, aufgrund seiner einfachen Struktur, ein gutes 

Modell zur Untersuchung der Entstehung der epithelialen Zellpolarität und der 

Bildung interzellulärer Kontaktstrukturen dar. Da die Epithelentwicklung anhand des 

C. elegans Darms sehr gut untersucht ist, soll im Folgenden die Entwicklung des 

Darmepithels im Hinblick auf die Polarisierung vorgestellt werden.  

In C. elegans besteht der komplette Darm aus nur 20 Zellen, die ein einschichtiges 

Epithel bilden und das gemeinsame Lumen umschließen (McGhee, 2007; Leung et 

al., 1999; Sulston et al., 1983; Deppe et al., 1978). Die 20 Zellen sind jeweils zu 

Zellpaaren gruppiert, die ringartig eine einfache Röhre bilden, außer der erste 

Darmring, der aus vier Zellen besteht. Alle Darmzellen stammen von einer 

Vorläuferzelle ab, der so genannten E-Zelle, die im 8-Zellstadium gebildet wird. Die 

gesamte Entwicklung des Darmepithels ist in Abb.4 dargestellt. Zunächst zeichnet 

sich die Epithelbildung durch eine Proliferation aus. Die Vermehrung der zunächst 

unpolaren Zellen steht dabei im Vordergrund. Im 16E-Zell Stadium finden schließlich 

fundamentale Prozesse für das spätere Epithel statt. Zunächst tritt die 

zytoplasmatische Polarisierung ein, bei der sich die zuvor im Zentrum befindlichen 

Darmzellkerne zur apikalen, und der Golgi-Apparat zur basalen Membran bewegen. 

Kurze Zeit später erfolgt die epitheliale Polarisierung. Dabei lokalisieren Proteine an 

der apikalen Membran und formen dort zunäc

bilden schließlich die kontinuierliche CeAJ aus. Die CeAJ verbindet die Darmzellen 

unterhalb des Lumens miteinander und erscheint als ein Strickleiter-ähnliches Muster 

wenn man eine Antikörperfärbung gegen ein, in der CeAJ lokalisierendes, Protein 

durchführt, wie z.B. AJM-1 („apical junction molekule“). Die CeAJ stellt mit ihrem 
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invariablen Muster einen idealen Marker dar, der Abweichungen von der 

Wildtypentwicklung leicht erkennen lässt.  

Dennoch ist der Mechanismus, wie LET-413 den DAC apikal lokalisiert und die 

polare Verteilung der Proteine aufrechterhält, weitestgehend unbekannt. So kann 

n 

entscheidenden Vorteil. Es ist möglich, die Methode der RNAi über Fütterung von 

dsRNA produzierenden Bakterien erst postembryonal einsetzen zu lassen. Somit 

wird die frühe Genfunktion im Embryo nicht gestört, da die Fütterung und damit der 

RNAi Effekt erst nach dem Schlüpfen beginnt. So konnte beispielsweise gezeigt 

werden, dass ein postembryonaler Funktionsverlust von PAR-3 zu Defekten in der 

CeAJ der Spermatheka führt und damit Sterilität zur Folge hat (Aono et al., 2004).  

nicht jede Genfunktion im Hinblick auf ihre Rolle während der Epithelentwicklung im 

C. elegans Darm untersucht werden, da einige Polaritätsgene schon in den ersten 

inäqualen und somit polarisierten Zellteilungen des Embryos eine lebenswichtige 

Funktion innehaben. Dem zufolge führt der Funktionsverlust von einigen 

Polaritätsgenen zu frühen Defekten, sodass es gar nicht erst zur Epithelbildung 

kommt. Dies ist z.B. bei den par-Genen der Fall (Nance, 2005; Nance et al., 2003).  

Dieser Umstand machte es sinnvoll ein anderes Modellepithel zur Untersuchung der 

epithelialen Zellpolarität zu suchen. Dabei birgt die Arbeit mit C. elegans eine
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Abb. 4: Epithelialisierung und Organogenese des C. elegans Darms. 

(i und ii) Schema der Darmbildung in C. elegans. Alle Darmzellen stammen von einer Vorläuferzelle 

ab, der E Zelle. Hier werden schematisch alle Teilungen und Entwicklungsprozesse dargestellt, die die 

E-Zellen durchlaufen. Die zytoplasmatische und epitheliale Polarisierung finden während des 16E-

Zellstadiums statt. Die zytoplasmatische Polarisierung beschreibt u. a. die Umpositionierung des 

Zellkerns, der zuvor im Zentrum der Darmzellen lokalisiert war, zur apikalen Membran. Während der 

epithelialen Polarisierung wird die CeAJ ausgebildet. Das Darmlumen ist in blau dargestellt, die CeAJ 

in rot und die Zellkerne in dunkelgrau (modifiziert nach Leung et al., 1999). 

(A-F) Dokumentation der Darmentwicklung mit Hilfe von Immunfluoreszenz Mikroskopie. (A) Im 4E-

Zell Stadium wird LET-413 ubiquitär in allen Zellen exprimiert und akkumuliert in den E-Zellen (Sterne) 

kortikal an den Plasmamembranen. (B) Im 8E-Zell Stadium ist LET-413 gleichmäßig kortikal 

lokalisiert. (C) Im 16E-Zell Stadium, vor der zytoplasmatischen Polarisierung, beginnt die Polarisierung 

und CeAJ-Modellierung in der Hypodermis, was an der Expression von AJM-1 in selbiger zu erkennen 

ist. (D) Beginn der zytoplasmatischen Polarisierung im Darm, detektierbar anhand der 

asymmetrischen Verteilung von AJM-1, welches apikal akkumuliert (siehe Pfeil in D’’). LET-413 ist zu 

diesem Zeitpunkt sowohl basolateral als auch apikal lokalisiert. (D)-(F) In den anschließenden 

Morphogenesestadien ist AJM-1 distinkt in der CeAJ lokalisiert, während LET-413 ausschließlich 

basolateral zu detektieren ist. In den Keimzellen (KZ) ist keine Lokalisierung der beiden Proteine zu 

erkennen. Orientierung: Anterior links, dorsal oben. Eichstrich 10 µm.

 

1.4 Das Spermathekaepithel und der Prozess der Ovulation in C.

elegans

Das Spermathekaepithel ist ein Bestandteil der somatischen Gonade. Die komplette 

Gonade des C. elegans Hermaphroditen besteht aus zwei bilateral symmetrischen 

Gonadenarmen (Abb.1,5) und wird postembryonal während der Larvalentwicklung im 

Prozess der Gonadogenese gebildet (Hubbard und Greenstein, 2005; Hubbard und 

Greenstein, 2000). Währenddessen zeichnet sich die Larvalentwicklung durch 

starkes Wachstum aus (s. Abb.5). Die somatische Gonade besteht aus den beiden 

„distal tip cells“ (DTC), die die Proliferation der Keimzellen regulieren (Kimble und 

Crittenden, 2005), den beiden Spermatheken, dem Uterus und den somatischen 

Hüllzellen, welche die Keimzellen umgeben. Die Keimzellen teilen sich während der 

Larvalentwicklung in der gesamten Gonade mitotisch, bis zum Erreichen des späten 

L3-Larvenstadiums. Dann gehen einige Keimzellen in die Meiose über und die 

Spermatheka und der Uterus werden etabliert. Die Spermatheka besteht aus 30 
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Zellen, die eine Röhre bilden. Die Oozyten werden später in dieses Organ hinein 

transportiert, damit es mit den Spermien, die sich im Inneren der Spermatheka 

befinden, zur Fertilisation kommt. 

Bevor die Oogenese beginnt, findet die Spermatogenese statt. Dabei differenzieren 

vor der Spermatheka ca. 40 Keimzellen zu Spermatiden, sodass ca. 160 Spermien in 

jedem Gonadenarm entstehen. Nachdem die Spermatiden gebildet sind, durchläuft 

die vor der Spermatheka liegende Oozyte die Maturation. Der Vorgang ist durch die 

Auflösung der Kernmembran (NEBD, „nuclear envelope break down“) 

gekennzeichnet, stellt den Übergang von der Diakinese zur Prometaphase dar und 

setzt die Ovulation in Gang. Durch die erste Ovulation gelangen die vor der 

Spermatheka liegenden Spermatiden ins Innere der Spermatheka und durchlaufen 

dann erst die letzten Reifungsschritte (z.B. die Fähigkeit der Motilität; Shakes und 

Ward, 1989). Proximal zur Spermatheka schließt der Uterus an, in dem die frühe 

Embryonalentwicklung erfolgt, bevor die Embryonen über die Vulva abgelegt werden 

(Albertson, 1984; Albertson und Thomson, 1993; McCarter et al., 1999). 

Die Ovulation ist durch zwei Prozesse charakterisiert: zum einen kontrahieren die 

proximalen Hüllzellen und zum anderen kommt es zur Spannungsrelaxation, bzw. 

der Erweiterung der distalen Spermatheka (McCarter et al., 1999). Anschließend 

ziehen die proximalen Hüllzellen die geweitete Spermatheka über die Oozyte. Für 

diesen Vorgang wird ein Signal von der Oozyte durch Inositol 1,4,5 Triphosphat (IP3) 

zur Spermatheka weitergeleitet. Dies führt zu einer Ausschüttung von Ca2+ aus dem 

Endoplasmatischen Retikulum (ER) in das Zytoplasma der Spermathekazellen. Die 

Erhöhung der Ca2+ Konzentration ist nötig für die Kontraktionen bzw. 

Entspannungen, welche die Ovulation möglich machen (s. Abb.6). Zudem wurde 

bereits festgestellt, dass Mutationen in diesem Signalweg, die putativ zu einer 

Erhöhung der Ca2+ Konzentration führen, einen Funktionsverlust in höher 

geschalteten Komponenten des Signalwegs, wie z.B. dem EGF-Rezeptor (LET-23), 

supprimieren können (Greenstein 2005; Bui und Sternberg, 2002; Clandinin et al., 

1998).  

Interessanterweise können diese Mutanten ebenfalls einen postembryonalen par-

3(RNAi) Phänotyp retten. Dabei wurde postuliert, dass PAR-3 eine Komponente des 

Signalwegs sein könnte und daher zu Sterilität führt (Aono et al., 2004). 
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Keimbahnentwicklung und der Gonadogenese sowie

Differential-Interferenz-Kontrast (DIK) -mikroskopische Dokumentation des Wachstums bei C.

elegans.  

(A) Schematische Darstellung der Fertilisation und der embryonalen Keimbahnentwicklung. Die 

Verschmelzung von Oozyten- und Spermienkern initiiert die Embryonalentwicklung. Die Keimbahn ist 

in gelb dargestellt. (B-E) Schematische Darstellung der postembryonalen Gonaden- und 

Keimbahnentwicklung mit einhergehendem Wachstum eines Hermaphroditen bei C. elegans. Die 

Größe der unterschiedlichen Gonadenentwicklungsstadien ist nicht verhältnismäßig zueinander 

dargestellt.  

Schlüpft die L1-Larve so besteht das Gonadenprimordium aus vier Zellen, den beiden 

Keimbahnvorläuferzellen Z2 und Z3 und den Vorläuferzellen der somatischen Gonade Z1 und Z4 

woraus sich die Spermatheka, die Hüllzellen, der Uterus und die „anchor cell“, welche wichtig für die 

Vulvaentwicklung ist, entwickeln (Kimble und Hirsh, 1979; Sulston et al., 1983). Die 

Keimbahnvorläuferzellen teilen sich während der Larvalentwicklung mitotisch im Inneren der 

somatischen Gonade. Im L4-Stadium wird die mitotische Region im distalen Bereich der Gonade 

durch Interaktion mit den DTCs („distal tip cells“) etabliert und aufrechterhalten. Diese 

Signaltransduktion wird über den GLP-1 Rezeptor, ein Mitglied der LIN-12/Notch Familie, vermittelt 

(Austin und Kimble, 1987; Yochem und Greenwald, 1989). Der Ligand, exprimiert von der DTC, ist 

LAG-2 und dessen Konzentrationsgefälle bestimmt die Mitose/Meiose Grenze (Hansen et al., 2004). 

Somit proliferieren die Keimbahnzellen in der distalen Region und gehen danach in die Meiose über 

und differenzieren sich in proximaler Richtung (Hirsh et al., 1976; Kimble und Ward, 1988; Clifford et 

al., 1994). Nachdem die Spermatogenese abgeschlossen ist, werden im Diplotän-Diakinese Stadium 

zwischen die Keimzellen Membranen eingezogen.  

Farbcode der Keimbahn: gelb mitotische Region, hellgrün Transitionszone (frühe Prophase der 

Meiose I), dunkelgrün Pachytän, dunkelblau Spermatogenese, pink Oogenese. Die Mitose/Meiose 

Grenze ist im späten L3- und L4-Stadium durch Pfeile gekennzeichnet. Im Adulten ist die 

Mitose/Meiose Grenze nicht scharf, was durch den Farbübergang dargestellt ist. Farbcode der 

somatischen Gonade: violett DTC, blau Hüll- und Spermatheka Vorläuferzellen, hellblau Hüllzellkerne, 

grau Spermatheka, weiß Uterus. Verwendete Abkürzungen: a anterior; AC „anchor cell“; Dia. 

Diakinese; Dip. Diplotän; DTC „distal tip cell“; DU „dorsal uterine“ Vorläufer; L. Leptotän; P. Pachytän; 

p posterior; SS „sheath/spermathecal“ Vorläufer; VU „ventral uterine“ Vorläufer Z. Zygotän. Eichstrich 

in B gilt von B-F und entspricht 50 µm. (A, D-F modifiziert Hubbard und Greenstein, 2005; B, C 

modifiziert nach www.wormatlas.org).
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Abb. 6: Der IP3-vermittelte Signalweg für die Ovulation in C. elegans.  

Die Signalkaskade wird durch die Bindung des EGF/LIN-3 Liganden (EGF „epidermal growth factor“), 

der von der Oozyte sekretiert wird, an den EGF-Rezeptor/LET-23 der Spermatheka induziert. Dies 

hat die Hydrolyse von PIP2 durch eine Phospholipase C (PLC-1) zum zytosolischem IP3 und DAC zur 

Folge. Der sekundäre Signalvermittler IP3 bindet an den 1,4,5-Triphosphat Rezeptor (IP3R; ITR-1) 

wodurch eine Ca2+ Ausschüttung aus dem Endoplasmatischem Retikulum (ER) erfolgt und die 

nötigen Kontraktionen in der Spermatheka und in den somatischen Hüllzellen stimuliert. IPP-5 kodiert 

für eine Typ I 5-Phosphatase, die IP3 zu IP2 dephosphoryliert und LFE-2 ist eine Inositol 1,4,5 

Triphosphat-3-Kinase, die IP3 zu IP4 phosphoryliert (Bui und Sternberg, 2002; Clandinin et al., 1998; 

Kariya et al., 2004; Yin et al., 2004). Verwendete Abkürzungen: DAG Diacylglycerol; ER 

Endoplasmatisches Retikulum; IP3 Inositol 1,4,5-Trisphosphat; PIP2 Phosphatidylinositol 4,5-

bisphosphat; PLC Phospholipase C.
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1.5 Ziele der Arbeit 

Ein essentieller Prozess während der Epithelentwicklung ist die Etablierung 

interzellulärer Kontaktstrukturen entlang der lateralen Membrandomäne. Das Protein 

LET-413 (Scribble/Erbin) rekrutiert dabei den DLG-1–AJM-1 Komplex, welcher 

maßgeblich für die Ausbildung der elektronendichten Struktur der „C. elegans apical 

junction“ verantwortlich ist. Diese formt einen kontinuierlichen Gürtel um den Apex 

aller embryonalen Epithelzellen, der den Zusammenhalt des Gewebeverbandes 

gewährleistet. Die zugrunde liegenden Regulationsmechanismen sind wenig 

erforscht und bedürfen neuer genetischer und molekularer Ansätze.  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit stand die Funktion des let-413 und dlg-1 Gens 

während der Postembryogenese von C. elegans im Vordergrund. Mit Hilfe der RNAi-

Technik sollte zunächst die Genfunktion herunterreguliert und die Auswirkungen auf 

bereits etablierte und neu zu bildende Epithelien überprüft werden. Postembryonal 

auftretende Phänotypen im Epithel der Spermatheka sollten dann mit Hilfe 

verschiedener Mikroskopie-Techniken analysiert und gegebenenfalls statistisch 

ausgewertet werden, um so die postembryonale Funktion beider Gene mit jener 

während der Embryogenese zu vergleichen.  

Mit Hilfe von Funktionsverlust- und Funktionszugewinn-Mutationen im C. elegans 

IP3/Ca2+ Signalweg [ipp-5(lof) und itr-3(gof)] und durch die Identifikation neuer 

Mutanten nach EMS-Mutagenese sollte dann versucht werden die let-413 und dlg-1 

RNAi-induzierten Phänotypen zu supprimieren. 
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2 Ergebnisse 

2.1 Phänotypische Analyse der Postembryogenese nach 

Funktionsverlust von let-413 und dlg-1 durch RNAi

 

Um die postembryonale Funktion von let-413 und dlg-1 zu analysieren, wurde die 

Technik der RNAi über Fütterung von dsRNA produzierenden Bakterien angewendet 

(s. 6.3.11.2). Die Analyse der postembryonalen Phänotypen erfolgte mit Hilfe von 

statistischen Auswertungen der Nachkommenproduktion, Differential-Interferenz 

Kontrast- (DIK-), Fluoreszenz- und Elektronenmikroskopie. 

  

2.1.1 Postembryonale RNAi gegen let-413 und dlg-1 interferiert nicht mit 

der Funktionalität der embryonal etablierten Epithelien

 

Die Proteine LET-413 und DLG-1 werden während der Larvalentwicklung in 

Epithelien, die während der Embryogenese gebildet wurden, wie z.B. Pharynx, Darm 

und Hypodermis, und in postembryonal etablierten Epithelien, wie Spermatheka, 

Uterus und Vulva, exprimiert (Abb.7; Legouis et al., 2000; McMahon et al., 2001). 

Nach postembryonaler RNAi gegen let-413 und dlg-1 war zu beobachten, dass die 

Tiere adult wurden und keine erkennbaren Defekte zeigten, die mit der 

Lebensfähigkeit der Würmer interferierten. Allerdings produzierten die 

Hermaphroditen nach postembryonaler dlg-1(RNAi) weniger Nachkommen oder 

wurden nach let-413(RNAi) sogar steril (s. 2.1.2).  

Um die Effizienz der Methode der postembryonalen RNAi zu testen, war es durch 

den Einsatz von transgenen Reporterstämmen (let-413::cfp und dlg-1::gfp) möglich, 

die Proteinexpression in vivo unter dem Fluoreszenz-Mikroskop zu überprüfen. Die 

Aufnahmen wurden mit gleichen Kameraeinstellungen gemacht und zeigen 

besonders im Bereich der Spermatheken (Abb.7A’,7B’; Pfeilköpfe) und der Vulva 

(Abb.7A’,7B’; Stern) ein starkes Fluoreszenzsignal von LET-413 und DLG-1 in der 

Kontrolle. Im Vergleich dazu zeigen die Hermaphroditen nach postembryonaler let-

413 und dlg-1 RNAi nahezu keine LET-413 und DLG-1 Fluoreszenz (Abb.7A,B). 
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Um die Wirksamkeit des RNAi Effekts quantitativ zu verifizieren, wurden Western-

Blot Analysen durchgeführt. Diese zeigten ebenfalls, dass durch postembryonale 

RNAi die Proteinkonzentration von LET-413 und DLG-1 verringert wird (Abb.7C). Die 

quantitative Messanalyse der Fluoreszenz ergab, dass die Proteinmenge von LET-

413 um 88% und die von DLG-1 sogar bis zu 99% reduziert war (durchgeführt von 

Christophe Lefebvre, Pilipiuk et al., 2009). 

Während der Embryogenese ist LET-413 essentiell für die korrekte Lokalisation des 

DAC und die Aufrechterhaltung der Zellpolarität. Dabei gewährleistet der DAC die 

Integrität des CeAJ (s. Einleitung 1.2; Legouis et al., 2000; Bossinger et al., 2001; 

Köppen et al., 2001; McMahon et al., 2001). Somit bleibt die Frage offen, wie die 

epitheliale Polarität nach einem postembryonalen Funktionsverlust von let-413 und 

dlg-1, z.B. im Darmepithel während der Larvalentwicklung weiter aufrechterhalten 

wird. Es sind verschiedene Erklärungen denkbar. Zum einen wäre es möglich, dass 

die let-413/dlg-1 Funktion nur eine Rolle bei der Etablierung der epithelialen Polarität 

spielt. Im Laufe der weiteren Entwicklung könnten andere, noch unbekannte, 

Proteine und Komplexe redundant wirken um das System zu stabilisieren (Lynch und 

Hardin, 2009; Nejsum und Nelson, 2009; Assemat et al., 2008).  

Zum anderen könnte die embryonal exprimierte Proteinmenge von LET-413 und 

DLG-1, postembryonal ausreichen, um die Stabilität der Zellpolarität 

aufrechtzuerhalten. Folgendes Beispiel validiert diese These. Der dlg-1::gfp Stamm 

zeigt eine erhöhte Expression von DLG-1, was sogar dazu führt, dass viele 

Embryonen nach embryonaler dlg-1(RNAi) schlüpfen können. Werden diese Larven 

anschließend zusätzlich postembryonaler dlg-1(RNAi) ausgesetzt, treten Defekte in 

der Hypodermis und beim Wachstum auf. Im Gegensatz dazu zeigt die Kontrolle, die 

postembryonal nicht weiter mit dlg-1(RNAi) behandelt wird, diese Defekte nicht 

(Pilipiuk, 2006). Daraus lässt sich schließen, dass DLG-1 eine postembryonale 

Funktion in der Hypodermis ausübt, jedoch nur Defekte sichtbar werden, wenn auch 

die embryonale DLG-1 Proteinmenge reduziert wird.  
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Abb. 7: Verminderung der Proteinkonzentration von LET-413 und DLG-1 nach postembryonaler

RNAi. 

(A,B) DIK-mikroskopische Aufnahme zweier adulter Hermaphroditen des let-413::cfp (A) und dlg-1::gfp

(B) Stammes. Das untere Tier zeigt jeweils die Kontrolle und das obere Tier nach postembryonaler 

RNAi. (A’,B’) Fluoreszenzaufnahmen der Proteinexpression von LET-413–CFP (A’) und DLG-1–GFP. 

Beim unteren Tier sind Färbungen in der Vulva (Stern) und den beiden Spermatheken (Pfeilkopf) zu 

erkennen. Im oberen Tier ist die Fluoreszenz nicht mehr zu detektieren (A’) bzw. sehr stark vermindert 

(B’). Eichstrich: 50 µm (A’’, B’’) Western-Blot Analysen am Wildtyp zeigen bei ca. 75 kDa mit einem 

LET-413 (A’’) oder mit einem DLG-1 Antikörper bei ca. 107 kDa eine Bande, welche im Vergleich nach 

let-413 oder dlg-1 RNAi stark vermindert sind. Als Ladekontrolle diente !-Tubulin. Abb. B’’ Christophe 

Lefebvre.
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2.1.2 Der postembryonale Funktionsverlust von let-413 und dlg-1 führt

zu stark eingeschränkter Fertilität 

 

L1-Larven, die postembryonal let-413 oder dlg-1 RNAi ausgesetzt waren, 

entwickelten sich wie die Kontrolltiere nach ca. 102 h bei 15 °C zu jungen Adulten. 

Die Beobachtung, dass die adulten let-413 und dlg-1 RNAi Tiere eine stark 

verminderte Anzahl von Nachkommen produzierten, sollte zunächst statistisch 

verifiziert werden. Dafür wurde die Anzahl der Nachkommen ermittelt und die 

Sterilitätsrate errechnet (s. 6.3.12). Bei 15 °C benötigt ein adulter Hermaphrodit ca. 

67 h um nahezu alle Embryonen, die während der fertilen Lebensphase des Wurms 

produziert werden, abzulegen (eigene Beobachtungen und bestätigt durch 

persönliche Mitteilungen anderer Labormitglieder: S. Honnen und T. Wiesenfahrt). 

Graph 1 zeigt die durchschnittliche Anzahl der abgelegten Nachkommen nach 67 h 

des N2 Wildtypstammes. Die Ergebnisse der einzelnen Auszählungen sind im 

Anhang einzusehen. 

Der Wildtyp produzierte durchschnittlich 182 Nachkommen und diese Zahl entspricht 

einer Sterilitätsrate von 0%. Im Gegensatz dazu ist die Zahl der abgelegten 

Nachkommen nach postembryonaler dlg-1(RNAi) mit 59 signifikant verringert (67,5% 

Sterilität). Der postembryonale Funktionsverlust von let-413 führte sogar dazu, dass 

die Hermaphroditen zu 100% steril waren, denn es wurden keine Embryonen 

abgelegt. 
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Graph 1: Durchschnittliche

Nachkommenzahlen eines jungen

adulten Hermaphroditen nach

postembryonaler dlg-1 und let-413 RNAi. 

Semi-synchrone Embryonenpopulationen 

wurden auf RNAi Fütterungsplatten gesetzt 

und nach einer Entwicklungszeit von 102 h 

bei 15 °C erreichten die Tiere das 

Adultstadium. Ab diesem Zeitpunkt wurden 

die abgelegten Nachkommen nach weiteren 

67 h ausgezählt und anschließend ein 

Durchschnitt errechnet. 

2.1.3 Die postembryonalen let-413 und dlg-1 RNAi Phänotypen werden

durch primäre Defekte im Soma, aber nicht über den Darm

vermittelt

 

Um die Ursache der induzierten Sterilität nach postembryonaler let-413 und dlg-1 

RNAi auf ein Gewebe oder Organ eingrenzen und somit bei der anschließenden 

Analyse der Phänotypen besser untersuchen zu können, wurde eine genetische 

Analyse mit verschiedenen mutanten Stämmen durchgeführt. Dabei wurden 

Mutanten eingesetzt, die in verschiedenen Geweben unterschiedlich sensitiv auf 

RNAi wirken. So können z.B. Defekte in der Keimbahndifferenzierung, die während 

der Larvalentwicklung erfolgt (s. Einleitung Abb.5), eine mögliche Ursache für 

Sterilität sein. Um diese Möglichkeit zu überprüfen, wurde ein Stamm mit einer 

Mutation im rrf-1 Gen benutzt. Dieses kodiert für eine putative RNA-abhängige RNA 

Polymerase, deren Funktion für die RNAi Maschinerie in somatischen Geweben, 

jedoch nicht in der Keimbahn benötigt wird (Sijen et al., 2001; Aoki et al., 2007; s. 

Abb.2). Wie in Tab.1 aufgeführt ist, lag die durch dlg-1 und let-413 RNAi erzeugte 

 



Ergebnisse 

 

30

Sterilität in der rrf-1 Mutante nur noch bei 12% (n=54), bzw. 0% (n=54). Durch eine 

hohe Standardabweichung ergab ein statistischer t-Test (s. 6.3.12), dass es keinen 

signifikanten Unterschied zwischen der Kontrolle und den RNAi Experimenten gibt. 

Dagegen führte der Einsatz einer rrf-3 Mutante zu einer starken Erhöhung der 

Sterilitätsrate nach postembryonaler dlg-1(RNAi) auf 95% (n=21). Denn im 

Gegensatz zur rrf-1 Mutante, wirkt sich eine Mutation im rrf-3 Gen hypersensitiv auf 

somatische RNAi aus, da es für eine RNA-abhängige RNA Polymerase kodiert, die 

eine inhibitorische Funktion auf die RNAi Maschinerie in somatischen Geweben 

ausübt (Simmer et al., 2002).  

Die Ergebnisse, die mittels der rrf-1 und rrf-3 Mutanten gewonnen wurden, weisen 

darauf hin, dass der primäre Defekt, welcher nach postembryonalem 

Funktionsverlust von let-413 und dlg-1 die Sterilität auslöst, nicht in der Keimbahn 

induziert wird, sondern somatischen Ursprungs ist.  

Der Darm ist ein somatisches Organ und für die Dotterproduktion der Oozyten 

zuständig. Dadurch hat der Darm Einfluss auf die Fertilität (McGhee, 2007). Daher 

galt es zu prüfen, ob der Darm für die erzeugte Sterilität verantwortlich ist. Dafür 

wurde ein Stamm benutzt, welcher nur im Darm, nicht aber in anderen Geweben 

RNAi-sensitiv ist. Dieser Stamm (OLB11; Mc Ghee et al., 2009; Pilipiuk et al., 2009) 

hat einen rde-1 mutanten Hintergrund und ist RNAi resistent, trägt allerdings ein 

Wildtyp Allel des rde-1 Gens unter der Kontrolle des elt-2 Promotors. Dieser 

Promotor ist ab dem 2E-Zellstadium für die gesamte Lebenszeit nur im Darm aktiv 

(Fukushige et al., 1998). RDE-1 („RNAi defective“) ist ein Argonaut Protein und wird 

für den RNAi Mechanismus benötigt (s. Abb.2, Tabara et al., 1999). Somit kann die 

RNAi-Maschinerie im OLB11 Stamm nur im Darm wirksam werden. Die rde-1 

Mutante ohne das elt-2::rde-1 Konstrukt zeigte, wie durch die RNAi Insensitivität zu 

erwarten war, keine Sterilität nach postembryonaler let-413 und dlg-1 RNAi (Zahlen 

s. Anhang 8.2.8). Im OLB11 Stamm betrug die induzierte Sterilität nach 

postembryonalem Funktionsverlust von dlg-1 und let-413 12% (n=15) und 10% 

(n=15) im Vergleich zur OLB11 Kontrolle (Tab.1). Ein statistischer t-Test zeigte 

ebenfalls keine signifikante Abweichung zur Kontrolle. Dadurch lässt sich der Darm 

als somatischer Ursprung der Sterilität verursachenden Defekte weitestgehend 

ausschließen, da ansonsten eine ähnlich hohe Sterilitätsrate wie im N2 

Wildtypstamm aufgetreten wäre.  
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Wie bereits in der Einleitung erläutert, wird während der Larvalentwicklung das 

Reproduktionssystem gebildet, welches sich aus Keimbahn und somatischer Gonade 

zusammensetzt und für die Fertilität zuständig ist. Nach den eben dargestellten 

Ergebnissen konnte die anschließende Analyse der let-413 und dlg-1 RNAi 

Phänotypen mit Fokus auf die somatische Gonade erfolgen. 

 

 

Genotyp/RNAi

Durchschnittliche

Nachkommenzahl Sterilitätsrate %

N2 182±29 (222) 0% 

N2 dlg-1(RNAi) 59±32 (135) 67,5% 

N2 let-413(RNAi) 0±1 (102) 99,8% 

rrf-1(pk1417) 167±26 (54) 0% 

rrf-1(pk1417) dlg-1(RNAi) 173±29 (54) 0% 

rrf-1(pk1417) let-413(RNAi) 147±41 (54) 12% 

rrf-3(pk1426) 112±3 (21) 0% 

rrf-3(pk1426) dlg-1(RNAi) 6±4 (21) 95% 

OLB11 137±30 (30) 0% 

OLB11 dlg-1(RNAi) 121±16 (30) 12% 

OLB11 let-413(RNAi) 123±19 (30) 10% 

Tab. 1: Vergleich der durchschnittlichen Nachkommenzahlen und Sterilitätsraten in 

verschiedenen genetischen Hintergründen.

Nach einer Entwicklungszeit von 102 h auf RNAi Fütterungsplatten erreichten die Tiere bei 15 °C das 

Adultstadium. Ab diesem Zeitpunkt wurden die abgelegten Nachkommen nach weiteren 67 h 

ausgezählt und anschließend der Durchschnitt mit Standardabweichung errechnet.
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2.1.4 Postembryonale let-413 und dlg-1 RNAi führt zu 

Ovulationsdefekten und Endoreplikationen in den Oozyten

 

Um die Ursache für die Sterilität nach postembryonalem Funktionsverlust von let-413

oder dlg-1 zu finden, wurden junge adulte Hermaphroditen unter DIK-Optik 

aufgenommen. Abb.8A zeigt einen adulten Hermaphroditen vor der ersten Ovulation, 

während Abb.8A’ nach der Ovulation aufgenommen wurde. Im Wildtyp liegen die 

Spermien zunächst proximal vor der Spermatheka (Abb.8A, weißer Pfeil) und 

gelangen später mit der ersten ovulierenden Oozyte in das Lumen des 

Spermathekaepithels (Abb.8A’, weißer Pfeil). Die Oozyten sind ab der „loop“-Region 

der Gonade hintereinander vor der Spermatheka aufgereiht (Abb.8A’). Die Größe der 

Oozyten nimmt dabei von distal nach proximal stark zu. In den Oozyten sind die 

Zellkerne (Abb.8A’; schwarzer Pfeil) deutlich zu erkennen. 

Im Gegensatz dazu liegen in den let-413 und dlg-1 RNAi Tieren die Oozyten nicht 

aufgereiht hintereinander, sondern zeigen eine aberrante Anordnung (Abb.8B’; 

weißer Pfeil). Bei RNAi Tieren, die wenige Stunden älter sind, sind einige Zellkerne 

der Oozyten, selbst nach Durchfokussierung, nicht mehr deutlich zu detektieren 

(Abb.8B’). Auf Abb.8C’ sind Vakuolen und granuläre Strukturen anstelle der 

Spermatheka und den proximal gelegenen Oozyten zu erkennen. Es ist zu vermuten, 

dass die Ovulation nicht stattfinden kann, da im Uterus keine Embryonen zu sehen 

sind und die Oozyten bis über die „loop“-Region weiter nach distal aufgestaut liegen 

(vergleiche Abb.8B’ mit 8A’). Wenn Zellkerne der angestauten Oozyten zu erkennen 

sind, so erscheinen diese zum Teil auch größer als im Wildtyp (Abb.8B, schwarzer 

Pfeil). 

Die let-413 und dlg-1 RNAi Phänotypen sehen somit sehr ähnlich aus. Allerdings 

führt der postembryonale Funktionsverlust von dlg-1 nicht mit vollständiger 

Penetranz zu den starken Sterilitätsdefekten. In manchen dlg-1(RNAi) 

Gonadenarmen ist die Ovulation durch die geringere Expressivität des Phänotyps 

sogar ohne Störungen möglich, was durch die hohe Standardabweichung bei der 

Nachkommenproduktion in Graph 1 belegt ist.  
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Abb. 8: Differential-Interferenz-Kontrast Mikroskopische Dokumentation adulter

Hermaphroditen nach postembryonaler let-413 und dlg-1 RNAi. 

(A) Junger wildtypischer Hermaphrodit von C. elegans. Spermien (weißer Pfeil) befinden sich in der 

Gonade vor der lang gestreckten Spermatheka. Die Spermien gelangen später während der ersten 

Ovulation in die Spermatheka und akkumulieren dort. (A’) Der Hermaphrodit trägt ca. 2 h später 

Embryonen im Uterus, welche zuvor im Prozess der Ovulation in der Spermatheka befruchtet wurden. 

Die Spermatheka (weißer Pfeil zeigt auf die darin enthaltenen Spermien) liegt gestaucht zwischen 

Uterus und den aufgereihten Oozyten. In den Oozyten sind die Zellkerne (schwarzer Pfeil) deutlich 

erkennbar.  

(B) Adulter let-413(RNAi) Hermaphrodit, dessen Oozyten unregelmäßig vor der Spermatheka liegen. 

Teilweise weisen die Oozyten größere Zellkerne auf (schwarzer Pfeil) im Vergleich zum Wildtyp. Ca. 

10 h später (B’) werden die Oozyten sogar in die „loop“-Region gestaut, da sie vor der Spermatheka 

liegen bleiben und die Oozyten schieben sich übereinander (weiße Pfeil zeigt auf eine keilförmige 

Oozyte). 

(C) Adulte dlg-1(RNAi) Tiere zeigen einen sehr ähnlichen Phänotyp. Die Oozyten sind ungeordnet und 

ungleichmäßig groß vor der Spermatheka angesammelt und zeigen als ältere Adulte (C’) sogar 

Vakuolen. Verwendete Abkürzungen: Emb Embryonen; Ooz Oozyten; Sp Spermatheka; V Vulva. 

Orientierung: proximal-distal von links nach rechts. Eichstriche: 50 µm. 
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Um die zuvor beobachtete Größenzunahme der Zellkerne in den Oozyten (Abb.8B) 

zu analysieren, wurde eine DNA Färbung durchgeführt. In der wildtypischen Situation 

treten die Oozyten nach Verlassen der distalen Region der Gonade in die Meiose I 

ein (Hubbard und Greenstein, 2000). Während der Diakinese sind die sechs 

Chromosomen als hoch kondensierte Bivalente sichtbar (Abb.9A,10A). In let-413 und

lg-1 RNAi Oozyten ist dagegen ein starkes Fluoreszenzsignal zu sehen (Abb.9B,C; 

Pfeil) und einzelne Bivalente sind nicht mehr zu erkennen.  

Normalerweise durchläuft die vor der Spermatheka liegende Oozyte die weitere 

Reifung, nachdem sie ein Signal von den Spermien erhalten hat, das so genannte 

MSP Signal („major sperm protein“; Miller et al., 2001). Im Anschluss reguliert die 

Oozyte die anschließende Ovulation über einen IP3/Ca2+ abhängigen Signalweg (s. 

Einleitung Abb.6). Ist der Ovulationsprozess allerdings defekt, kommt es zu 

Endoreplikationen im Oozytenkern, ohne Kern- und Zellteilung. Dies wird als Emo 

(„endomitotic oocyte“; Iwasaki et al., 1996) Phänotyp bezeichnet. Dabei werden die 

Zellkerne der Oozyten polyploid und nehmen an Größe zu, wie es auf Abb.9 und 

Abb.10 durch DNA Färbungen deutlich zu erkennen ist. Die DNA Färbung auf Abb.9 

zeigt auch, dass die Spermien nicht wie im Wildtyp im Lumen der Spermatheka 

akkumulieren, sondern sich zusammen mit den Oozyten weiterhin davor befinden 

(Abb.9A,B; Pfeilkopf). Dies zeigt, dass Spermien zwar gebildet werden, aber keine 

Ovulation stattgefunden hat, denn durch diese wären die Spermien in die 

Spermatheka gelangt. 

 

d
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Abb. 9: DNA Färbungen zur Dokumentation des Emo-

Phänotyps.

 

DAPI-Färbung an wildtypischen (A), an let-413(RNAi) (B) 

und an dlg-1(RNAi) (C) Hermaphroditen. Die Pfeilspitzen 

zeigen auf die Spermien, die Pfeile auf die kondensierten 

Chromosomen der proximal gelegenen Oozyte. Deutlich 

sind die endomitotischen Zellkerne in let-413 (B) und dlg-1

(C) RNAi Oozyten erkennbar. Die Spermien, die zu sehen 

sind, befinden sich nicht im Lumen der Spermatheka, wie 

dies im Wildtyp der Fall ist. Orientierung: proximal-distal von 

links nach rechts. Eichstriche: 10 µm. 

 

 

Da die DIK-Aufnahmen eine abnorme Anordnung der let-413 und dlg-1 RNAi 

Oozyten zeigten, wurde der Kortex der Oozyten mit Hilfe einer immunhistologischen 

Färbung gegen ERM-1 (Ezrin-Radixin Moesin Homolog; Göbel et al., 2004; van 

Fürden et al., 2004) markiert, um die Orientierung, Größe und die Zellularisierung der 

Oozyten detaillierter aufzulösen. Die Abb.10 zeigt, dass die endomitotischen Oozyten 

in let-413(RNAi) Hermaphroditen zellularisiert sind und nur einen Zellkern enthalten. 

Es ist deutlich zu erkennen, dass das Chromatin einen wesentlich größeren Raum im 

Zytoplasma einnimmt und die Oozyten vergrößert und aberrant angeordnet sind. 
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Abb. 10: DNA- und ERM-1 immunhistologische Färbung zur Dokumentation des Emo 

Phänotyps.

DNA Färbungen mit Yoyo und eine Antikörperfärbung gegen den Kortexmarker ERM-1 an 

präparierten Gonaden zeigen deutlich den Größenunterschied der Oozyten und deren Zellkerne von 

let-413(RNAi) Tieren (B) im Vergleich zum Wildtyp (A). Im Wildtyp sind die Oozyten von proximal nach 

distal aufgereiht, während in let-413(RNAi) Tieren die Oozyten Aufreihung abweichend gegenüber der 

wildtypischen Situation ist. Durch die DNA Färbung sind die Endoreplikationen in den 

Oozytenzellkernen in let-413(RNAi) Oozyten deutlich zu sehen. Eichstrich: 10 µm.

 

 

Da nach den Beobachtungen, die durch die DIK-mikroskopische Dokumentation 

gewonnen wurden, davon auszugehen ist, dass die Ovulation gestört ist, sollte dieser 

Prozess durch Videobeobachtungen näher untersucht werden. Dafür soll im 

Folgenden die wildtypische Ovulation mit der Situation nach let-413(RNAi) 

exemplarisch verglichen werden (s. Filme auf der CD im Anhang). Auf Abb.11 sind 

Einzelbilder der Filmsequenzen dargestellt. Die proximal, vor der Spermatheka, 

liegende Oozyte wurde bei der ersten Ovulation über die Zeit beobachtet. Die 

Auflösung der Kernmembran (NEBD) ist ein deutlich sichtbares Zeichen für den 

Beginn der Ovulation und wurde als Zeitpunkt 0:00 festgelegt (McCarter et al., 1999). 

Kurz nach diesem Ereignis finden starke Kontraktionen (s. Pfeile Abb.11) der 

somatischen Hüllzellen der Gonade statt. Diese pressen die Oozyte bei gleichzeitiger 

Relaxierung der distalen Spermathekazellen ins Innere der Spermatheka. Im Inneren 

findet dann die Besamung und nach Abschluss der weiblichen Meiose die 

Befruchtung statt. Anschließend wird der Embryo in den Uterus entlassen, was im 

Wildtyp ca. 6 min nach dem beobachteten NEBD passiert. 

Im let-413(RNAi) Hermaphroditen finden der NEBD und die dadurch induzierten 

Kontraktionen der Hüllzellen normal statt. Doch die Oozyte bleibt vor der 

Spermatheka liegen und kann trotz starker Kontraktionen nicht in die Spermatheka 

eindringen. Nach der Auflösung der Kernmembran dauerte es ca. 11 min, bis der 
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Zellkern wieder sichtbar wurde. Und ca. 40 min nach dem NEBD scheint der Zellkern 

deutlich größer zu sein (schwarze Pfeilspitze).  

 

 

 

 

 

Abb. 11: Differential-

Interferenz-Kontrast Video-

mikroskopische Doku-

mentation der ersten

Ovulation.

Die erste ovulierende Oozyte 

(Ooz) liegt vor der 

Spermatheka (Sp). Der 

Zeitpunkt 0:00 zeigt die 

Auflösung der Kernmembran 

(NEBD, „nuclear envelope 

break down“). Kurz darauf 

zeigen die Hüllzellen im 

Wildtyp und in let-413(RNAi)

Tieren starke Kontraktionen (s. 

Pfeile), welche die Oozyte in 

die wildtypische Spermatheka 

eindringen lassen. Nachdem 

die Fertilisation im Inneren der 

Spermatheka stattfand, wird im 

Wildtyp die Zygote ca. 6 min 

nach dem NEBD in den Uterus 

transportiert. In let-413(RNAi) 

Tieren findet der NEBD mit 

anschließenden starken 

Kontraktionen der Hüllzellen 

normal statt, jedoch bleibt die

Oozyte vor der Spermatheka liegen und kann nicht eindringen. Ca. 11 min nach dem NEBD wird der 

Zellkern wieder deutlich sichtbar und nach 40 min ist eine Vergrößerung des Zellkerns (schwarze 

Pfeilspitze) erkennbar. Verwendete Abkürzungen: Ooz Oozyte; Sp Spermatheka. Orientierung: 

proximal-distal: von links nach rechts. Aufnahmen fanden bei 21 °C statt. Eichstrich: 50 µm.
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Eine Inhibition der Ovulation kann verschiedene Ursachen haben, z.B. durch eine 

Fehldifferenzierung der somatischen Hüllzellen der Gonade (Hall et al., 1999). Um 

diese Möglichkeit zu überprüfen, wurde ein Reporterstamm benutzt, der ein lim-7::gfp 

Fusionsprotein exprimiert. Dieses lokalisiert zytoplasmatisch in 8 der 10 Hüllzellen 

eines Gonadenarms und ist ein Marker für die Differenzierung der somatischen 

Hüllzellen (Hall et al., 1999). Der Vergleich des Expressionsmusters zwischen der 

Kontrolle und den let-413 und dlg-1 RNAi Gonaden zeigte jedoch keinen deutlichen 

Unterschied (Abb.12). Sowohl die Expression von LIM-7, als auch die beobachteten 

Kontraktionen in den Hüllzellen (Abb.11) lassen ausschließen, dass die Blockade der 

Ovulation durch Defekte in den Hüllzellen ausgelöst wird. 

 

 

 

Abb. 12: Dokumentation der Hüllzellen mit einem lim-7::gfp Markerstamm. 

(A) In der Kontrolle markiert der lim-7::gfp Reporterstamm die ersten vier der insgesamt fünf 

Hüllzellpaare. Das erste Zellpaar umschließt den distalen Teil bis zur „loop“-Region der Gonade. Im 

proximalen Teil der Gonade vor der Spermatheka befindet sich das fünfte Hüllzellpaar, dieses wird 

jedoch mit diesem Reporterstamm nicht markiert. Nach postembryonaler let-413(RNAi) (B) bzw. dlg-

1(RNAi) (C) ist die Fluoreszenz nicht verändert. Dies lässt den Schluss zu, dass die Differenzierung 

der Hüllzellen nicht beeinträchtigt ist. Dargestellt ist jeweils der posteriore Gonadenarm. Orientierung: 

distal oben links, proximal unten links. Eichstriche: 50 µm.

 

 

Da die Oozyte vor der Ovulation ein Signal von den Spermien erhält (MSP Signal; 

s.o.; Miller et al., 2001), galt es zu überprüfen ob eine fehlerhafte Differenzierung 

oder Funktionalität der Spermien verantwortlich für den Sterilitätsphänotyp nach 

postembryonaler let-413(RNAi) sein könnte. Dazu wurden wildtypische Männchen zu 

L4-Larven der let-413(RNAi) Hermaphroditen gesetzt, damit wildtypische Spermien 

in die Spermatheka gelangen. Nach der Verpaarung wurden die Hermaphroditen für 
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24 h vereinzelt und die produzierten Nachkommen ausgezählt und mit der Kontrolle 

verglichen. Die Ergebnisse sind in Tab.2 dargestellt und zeigen, dass wildtypische 

Spermien nicht fähig sind, die durch let-413(RNAi) verursachte Sterilität zu retten, 

denn die let-413(RNAi) Hermaphroditen bleiben trotz wildtypischer Spermien steril. 

 

 

Durchschnittliche NachkommenproduktionVerpaarung mit 

wildtypischen Männchen Kontrolle let-413(RNAi) 

Verpaarung für 24 h 58,9 (10) 0,3 (10) 

Verpaarung für 48 h 72,4 (10) 0 (10) 

 

Tab. 2: Durchschnittliche Nachkommenproduktion verpaarter wildtypischer und let-413(RNAi)

Hermaphroditen nach 24 h bei 15 °C. 

In zwei unabhängigen Ansätzen wurden über 30 wildtypische Männchen für 24 h oder 48 h zu jungen 

adulten let-413(RNAi) Hermaphroditen gesetzt, bevor die Hermaphroditen für die Auswertung 24h 

vereinzelt wurden um die produzierten Nachkommen auszuzählen. Das Experiment erfolgte bei 15 °C.
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2.1.5 Die postembryonale Herunterregulierung der let-413 und dlg-1

Genfunktion führt zu Defekten bei der Entwicklung des 

Spermathekaepithels

2.1.5.1 Aufbau der Spermatheka 

Um die Ursache der let-413 und dlg-1 RNAi induzierten Blockade der Ovulation zu 

analysiert, wurde das Spermathekaepithel mit Hilfe epithelialer Markerproteine auf 

Fluoreszenzebene untersucht. Zudem wurde es durch den Einsatz epithelialer 

Marker, die an unterschiedlichen Membrandomänen lokalisieren, möglich, das 

postembryonal entwickelte, röhrenförmige Epithel als Modellsystem zu beschreiben. 

Die Spermatheka besteht aus insgesamt 30 Zellen, welche sich in drei Regionen 

aufteilen. Die distale Region besteht aus acht Zellen, die in zwei Reihen gegenüber 

angeordnet sind, ähnlich wie die Einheiten im Darmepithel (s. Einleitung Abb.4; 

Abb.13C). Diesen Zellen kommt die Aufgabe zu, während der Ovulation die 

Spermatheka zu öffnen und nach Aufnahme der Oozyte wieder zu verschließen. Die 

16 Zellen der proximalen Region bilden die Eikammer, welche die Spermien enthält 

und in der die Besamung stattfindet (Kimble und Hirsh, 1979; McCarter et al., 1997). 

Enthält die Spermatheka keine Oozyte, so ist das Lumen flach und gewunden, um 

auf die Spermien adhäsiv zu wirken und sie in dem Lumen der Spermatheka 

einzuschließen (Abb.13D,D’). Der proximale Teil ist die Pforte zum Uterus und 

besteht aus sechs Zellen, wobei jeweils zwei Zellen ein ringförmiges Synzytium 

bilden. Um eine Oozyte aufnehmen zu können, besitzen die Zellen der Spermatheka 

starke Faltungen in der basalen Membran (Abb.13B) und „septate junctions“, welche 

jeweils apikal und basal zur CeAJ liegen und sich trennen können (Abb.13D,E; 

www.wormatlas.org). Die Spermatheka kann dadurch ihr Lumen extrem 

expandieren, um eine Oozyte für die Fertilisation aufzunehmen. Dabei sind die Zellen 

der Spermatheka stark abgeflacht und werden durch die CeAJ zusammengehalten, 

während die Oozyte die Spermatheka passiert.  
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Abb. 13: Struktur und Aufbau der Spermatheka, ein Organ der somatischen Gonade von C.

elegans.

(A) Differential-Interferenz-Kontrast Aufnahme des posterioren Gonadenarms eines Hermaphroditen 

mit nachträglich gefärbter somatischer Gonade. (B) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der 

Spermatheka. Deutlich sind Faltungen der Oberfläche erkennbar. (C) Schematische Darstellung einer 

lateralen Ansicht der Spermatheka und des Uterus. (D,E) Schematische Darstellung des 

Zellverbands in der proximalen Spermatheka ohne Oozyte (D) und mit ovulierender Oozyte (E) im 

Querschnitt. (D’) Expressionsmuster von DLG-1, welches die CeAJ markiert. (E) Befindet sich eine 

Oozyte in der Spermatheka, sind die Faltungen in der basalen Membran geweitet und über die 

„septate junctions“ getrennt. Dadurch werden die Zellen nur von den CeAJ zusammengehalten (E’). 

Verwendete Abkürzungen: CeAJ C. elegans „apical junction“; DG distale Gonade; DTC „distal tip 

cell“; PG proximale Gonade; psj „pleated septate junction“; s/csj „smooth/continous septate junction“; 

Sp Spermatheka.; Sp-Ut Spermatheka-Uterus; Ut Uterus. Eichstrich: 10 µm. A,B,D,E modifiziert nach 

www.wormatlas.org. 

 

 

Um den Aufbau und die Verteilung verschiedener Marker in der Spermatheka 

analysieren zu können, ist es notwendig, die Spermatheka kurz vor der ersten 

Ovulation zu beobachten. Nur dann liegt die Spermatheka als lang gestreckte Röhre 

-1 stark punktiert und erscheinen nach 

vor. Ist die erste Ovulation abgeschlossen, so ist die Spermatheka stark verdreht und 

Akkordeon-ähnlich zusammengefaltet, so dass die Analyse von Expressionsmustern 

epithelialer Proteine nicht mehr möglich ist. Es hat sich darüber hinaus bewährt, die 

Analyse in vivo an transgenen Reporterstämmen durchzuführen, da somit eine 

Fixierung und damit einhergehende Artefakte entfallen. 

 

2.1.5.2 Die Etablierung der „C. elegans apical junction“ in der Spermatheka 

verläuft defekt 

Nachdem der Aufbau und der Organisation der Spermatheka beschieben wurde, 

sollten die Expressionsmuster von epithelialen Proteinen mit Hilfe von 

Fluoreszenzmikroskopie analysiert werden. Die Ergebnisse der Expressionsanalysen 

der Reporterstämme let-413::cfp, dlg-1::gfp, ajm-1::gfp in der Spermatheka sind auf 

Abb.14 dargestellt. In der Kontrolle ist LET-413 an der basolateralen 

Membrandomäne der Spermathekazellen zu detektieren (Abb.14A), während DLG-1 

und AJM-1 in der CeAJ lokalisieren. Nach postembryonaler let-413(RNAi) sind die 

Expressionsmuster von DLG-1 und AJM
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basolateral disloziert (Abb.14F,G). In der Spermatheka von dlg-1(RNAi) Tieren ist 

AJM-1 dagegen nicht so stark fehllokalisiert wie in let-413(RNAi) Tieren. Es ist 

bekannt, dass die korrekte Lokalisierung von AJM-1 durch DLG-1 vermittelt wird 

(Firestein und Rongo, 2001; Köppen et al., 2001; Segbert et al., 2004), und die 

Proteine DLG-1 und AJM-1 beide wiederum von LET-413 abhängig sind (Leguis et 

al., 2000; McMahon et al., 2001; Bossinger et al., 2004; Segbert et al., 2004). Diese 

Ergebnisse spiegeln sich auch in den veränderten Expressionsmustern von DLG-1 

und AJM-1 in der Spermatheka auf Abb.14 wieder. Die basolaterale Lokalisation von 

LET-413 ist unabhängig von DLG-1, denn es ist in den Epithelzellen der dlg-1(RNAi) 

Spermatheka wie in der Kontrolle an der basolateralen Membrandomäne zu 

detektieren (vergl. Abb.14A mit Abb.14I).  

Da ein postembryonaler Funktionsverlust von PAR-3 ebenfalls zu einem Emo 

Phänotyp führt (s. Einleitung; Aono et al., 2004), wurde die PAR-3 Lokalisation 

ebenfalls analysiert. Dafür wurden immunhistologische PAR-3 Fluoreszenzfärbungen 

et al., 2004). Diese 

ostembryonalen RNAi Experimenten gegen die par-Gene auch beobachtet werden. 

o zeigen die Expressionsmuster der apikalen Marker nach par-3, par-6, pkc-3 RNAi 

an präparierten Gonaden durchgeführt. PAR-3 akkumuliert an der apikalen Membran 

in den Epithelzellen der Spermatheka (Abb.14D; Aono 

Lokalisierung wird durch let-413(RNAi) stark gestört (Abb.14H). Im Gegensatz dazu 

interferiert dlg-1(RNAi) nicht mit der korrekten Verteilung von PAR-3 (Abb.14L).  

Ein Vergleich der unterschiedlichen Expressionsmuster auf Abb.14 zeigt, dass im 

distalen Bereich der dlg-1(RNAi) Spermatheka die junktionalen Marker stärkere 

Defekte aufweisen, als im proximalen Teil. So ist DLG-1 in dlg-1(RNAi) Tieren im 

distalen Bereich nahezu vollständig reduziert, während es im proximalen Teil der 

Spermatheka, noch zu detektieren ist (Abb.14J). Dadurch zeigt AJM-1 im proximalen 

Teil ebenfalls eine stärkere Misslokalisierung (Abb.14K). Dies konnte nach 

p

S

im distalen Bereich stärkere Defekte (Aono et al., 2004). Folgende Erklärung ist dafür 

denkbar: Die Akkumulation der apikal lokalisierten Proteine findet während der 

Entwicklung der Spermatheka zunächst proximal statt und verläuft dann in distaler 

Richtung (s. Abb.15; Aono et al., 2004). Da die proximalen Zellen der Gonade bereits 

terminal differenziert sind, während im distalen Bereich die Zellen noch proliferieren 

(Kimble und Hirsh, 1979), ist es möglich, dass durch RNAi die mRNA in den 

proliferierenden Zellen durch das erhöhte Protein „turn over“ effizienter abgebaut 

werden kann (Aono et al., 2004).  
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Abb. 14: Vergleich der Expressionsmuster von LET-413, DLG-1, AJM-1 und PAR-3 in der 

Spermatheka der Kontrolle, let-413 und dlg-1 RNAi Hermaphroditen.  

(A-C;E-G;I-K) In vivo Fluoreszenz Aufnahmen der Spematheka in Fluoreszenz markierten 

Markerstämmen. (D,H,L) Immunhistologische PAR-3 Färbungen an präperierten Gonaden. (A) LET-

413–CFP lokalisiert basolateral in den Spermathekazellen der Kontrolle. (B,C) DLG-1–GFP und AJM-

1–GFP lokalisieren in der CeAJ, während PAR-3 (D) apikal dazu exprimiert wird. (E-H) Postembryonale 

let-413(RNAi) führt dazu, dass LET-413 (E) nicht mehr zu detektieren ist, DLG-1 (F) und AJM-1 (G) ein 

stark punktiertes Muster zeigen und PAR-3 (H) fehllokalisiert ist. (I-L) Postembryonale dlg-1(RNAi) 

interferiert nicht mit der LET-413 (I) Expression. (J) Nach dlg-1(RNAi) ist das Expressionsmuster des 

Markers DLG-1–GFP im distalen Bereich der Spermatheka nicht zu erkennen und zeigt in diesem 

Bereich eine starke Fehllokalisierung von AJM-1 (K). (L) PAR-3 lokalisiert wie in der Kontrolle apikal. 

Orientierung: proximal-distal: von links nach rechts. Eichstrich: 10 µm.

 

 

Um die Entwicklung der CeAJ in der wildtypischen Spermatheka zu verfolgen, 

wurden Hermaphroditen unterschiedlichen Alters aufgenommen und mit der 

Entwicklung des postembryonalen let-413(RNAi) Phänotyps verglichen (Abb.15). 

Hier ist deutlich zu sehen, dass die CeAJ der Spermatheka von proximal nach distal 

prozessiert wird. Während in der Kontrolle im distalen Bereich der Spermatheka die 

Zellen noch polarisieren und DLG-1 punktiert an der apikalen Membran erscheint, so 

ist das junktionale Expressionsmuster im proximalen Bereich bereits kontinuierlich 

ausgebildet (Abb.15A). Nach postembryonaler let-413(RNAi) ist das DLG-1 
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Fluoreszenzsignal erst später deutlich zu detektieren und erscheint als 

Bereich deutlich schwächer zu diskontinuierliches Muster, welches im distalen 

detektieren war, als im proximalen Bereich (Abb.15D,F).  

 

 

Abb. 15: DLG-1 in vivo Fluoreszenzaufnahmen zur Dokumentation der let-413(RNAi)

Phänotypentwicklung in der C. elegans Spermatheka.  

Tiere eines dlg-1::gfp Markerstammes wurden synchronisiert auf let-413(RNAi) Platten bzw. auf die 

Kontrolle gegeben. Bei 15 °C wurden nach 95 (A,B), 100 (C,D) und 105 h (E,F) Tiere auf Agarose 

Objektträgern am konfokalen Lasermikroskop ausgewertet. Orientierung: proximal-distal: von links 

nach rechts. Eichstrich: 10 µm.
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2.1.5.3 Die Organisation des Aktinzytoskeletts

Für die Ovulation ist die Koordination der Kontraktionen der somatischen Hüllzellen 

der Gonade und die gleichzeitige Öffnung der distalen Spermatheka notwendig, 

damit die Oozyte in die Spermatheka gelangt. Dafür wird ein dichtes Netzwerk von 

Aktinfilamenten in der Spermatheka benötigt (McCarter et al., 1997; Rose et al., 

1997; Strome 1986). Um das Aktinzytoskelett in let-413 und dlg-1 RNAi Tieren zu 

untersuchen, wurden die Würmer mit einem Alexa-Fluor 568-gekoppelten Phalloidin 

gefärbt. Auf Abb.16 ist zu sehen, dass die Polygon-förmigen Zellen in der Kontrolle 

ein parallel angeordnetes Muster von Aktinfilamenten aufweisen, welche die 

Spermatheka komplett umspannen (Abb.16A). Durch die Verwendung eines ajm-

1::gfp Reporterstammes ist zu erkennen, dass die Aktinfilamente von der CeAJ 

ausgehend die Spermathekazellen nach apikolateral umschließen. Im Gegensatz 

dazu weist das Muster der Aktinfilamente nach postembryonaler RNAi gegen let-413 

und dlg-1 starke Unregelmäßigkeiten auf (Abb.18B,C). So sind z.B. Unterbrechungen 

der Aktinnetzwerks (Stern Abb.16B) oder dickere Bündelungen der Aktinfilamente 

(schwarzer Pfeil Abb.16C) erkennbar. Dabei scheint ein Zusammenhang zwischen 

der Stärke der Fehlorganisation des Aktinnetzwerks und der Stärke der Defekte der 

CeAJ zu bestehen (Abb.16B’’,C’’). Diese Ergebnisse werden in der Diskussion weiter 

erörtert. 
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* 

Abb. 16: Dokumentation der Aktinorganisation in wildtypischen, let-413 und dlg-1(RNAi)

Spermatheken. 

(A) Die Kontrolle des Reporterstammes SU93, welcher AJM-1–GFP exprimiert, zeigt eine 

gleichmäßig parallele und periphere Anordnung des Aktinnetzwerks. Die Aktinfilamente zeigen eine 

starke Akkumulation zwischen Spermatheka und Uterus (weißer Pfeil). Die Spermatheken von let-413 

(B) und dlg-1(RNAi) (C) Tieren zeigen Störungen in der Verteilung der Aktinfilamente. So zeigt das 

Muster ungleichmäßige Unterbrechungen (Stern in B) oder dickere Bündelungen (schwarzer Pfeil in 

C) der Aktinfasern. Orientierung: proximal-distal: von links nach rechts. Eichstrich: 10 µm. Abb. von 

Christophe Lefebvre (Pilipiuk et al., 2009).
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2.1.5.4 Elektronenmikroskopische Analyse von Oozyten und Spermatheka 

ert vorliegen und ungleichmäßig 

erteilt sind (Abb.17B, Pfeile). 

 

nach let-413 RNAi

Um Aufschluss über ultrastrukturellen Veränderungen in den Spermathekazellen 

nach postembryonaler let-413(RNAi) zu erhalten, wurden elektronenmikroskopischen 

Analysen von Christophe Lefebvre in Kooperation durchgeführt (Pilipiuk et al., 2009). 

Auf Abb.17 sind zunächst Querschnitte von Oozyten zu sehen und zeigen, dass das 

Chromatin in wildtypischen Oozyten dicht gepackt ist, erkennbar durch eine einzelne 

runde, glatte und graue Struktur im Innern der Oozyte (Abb.17A, Pfeil). Im 

Gegensatz dazu sind in let-413(RNAi) Oozyten mehrere graue Strukturen zu 

erkennen, die stattdessen in der Oozyte fragmenti

v

 

 

Abb. 17: Elektronenmikroskopische Analyse der Oozyten. 

Querschnitt durch eine wildtypische (A) und eine let-413(RNAi) Oozyte, welche vor der 

Spermatheka liegen. Das kondensierte Chromatin (Pfeil) ist in der wildtypischen Situation als dichte 

und gleichmäßig runde Struktur zu sehen, während das Chromatin nach let-413(RNAi) fragmentiert 

und ungleichmäßig erscheint. Eichstriche: 10 µm. Abb. von Christophe Lefebvre (Pilipiuk et al., 

2009).

 

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von longitudinalen Schnitten ermöglichte die 

Untersuchung der lateralen Zell-Zell-Kontaktstrukturen. Die Aufnahmen auf Abb.18 

zeigen zudem, dass in wildtypischen Hermaphroditen die Spermien sich im Lumen 

der Spermatheka befinden. Dagegen sind in let-413(RNAi) Tieren die Spermien nur 

proximal vor der Spermatheka und nicht im Lumen zu finden (Abb.18C). Dieses 
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bestätigt das Ergebnis der DNA Färbungen (s. Abb.9), wo die Spermien ebenfalls 

proximal vor der Spermatheka liegen. Die wildtypischen Gewebeschnitte zeigen 

entlang der lateralen Membranen elektronendichte Zell-Zell-Kontaktstrukturen 

(Abb.18B, Pfeile), die in den Schnitten der let-413(RNAi) Spermathekazellen nicht 

auszumachen sind (Abb.18C,D). Zudem waren auffällig viele vesikuläre 

Ansammlungen mit amorphem Material in let-413(RNAi) Spermathekazellen zu 

sehen (Abb.18D; Pfeilköpfe). Für eine quantitative Auswertung wurden die Vesikel 

gezählt. In let-413(RNAi) Spermathekazellen waren 56,0 ± 27,5 (n=12) Vesikel pro 

100 µm2 zu sehen. Dagegen zeigte die Kontrolle nur 2,2 ± 1,1 (n=9) Vesikel pro 100 

µm2 (s. Diskussion).  

Zusammenfassend kann nach Interpretation der Expressions- und 

elektronenmikroskopischen Analysen festgehalten werden, dass postembryolane let-

413(RNAi) zu einer Fehllokalisierung der apikalen Proteine wie DLG-1, AJM-1 und 

PAR-3 zum Fehlen der elektronendichten Zell-Kontaktstrukturen führt. Des Weiteren 

 das 

kommt es durch den postembryonalen Funktionsverlust von let-413 und dlg-1 zu 

Defekten bei der Organisation der Aktinzytoskeletts im Spermathekaepithel. Da

dichte Netzwerk der Aktinfilamente für die Ovulation benötigt wird, um die nötigen 

Kontraktionen und Relaxierungen zu vermitteln, führt dieser Umstand dazu, dass der 

Ovulationsprozess nahezu vollständig blockiert ist.  
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Abb. 18: Elektonenmikroskopische Analyse der Spermathekazellen. 

(A,B) Longitudinale Schnitte einer wildtypischen Sp rmatheka. Im Lumen (A) kann man die Spermien e

(Sterne) erkennen und laterale Zell-Zell Verbindungen (Pfeile) als elektronendichte Strukturen.  

(C,D) Longitudinale Schnitte von let-413(RNAi) Hermaphroditen. Spermien sind nur in dem 

proximalen Teil der Gonade (Sterne), jedoch nicht im Lumen (C und D) auszumachen. Auffällig ist 

eine hohe Anzahl von vesikulären Ansammlungen von amorphem Material, welches in den Zellen zu 

sehen ist (Pfeilköpfe). Elektronendichte Zell-Zell Verbindungen sind dagegen nicht zu erkennen. 

Verwendete Abkürzungen: Sp Spermathekazelle; UtP Spermatheka-Uterus Pforte. Orientierung: 

proximal-distal von links nach rechts. Eichstriche: (A,C) 10 µm; (B,D) 1 µm. Abb. von Christophe 

Lefebvre (Pilipiuk et al., 2009).
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2.2 Mutationen im IP3/Ca2+ Signalweg supprimieren die durch let-

413 und dlg-1 RNAi induzierten Phänotypen

3 zu IP2 dephosphoryliert und somit als 

 mehr korrekt gebildet wird. Dadurch kommt es zu junktionalen 

Defekten, die eine Blockierung der Ovulation und damit die Ausbildung eines Emo 

 

 

Der Prozess der Ovulation in C. elegans wird über den EGF-Signalweg („epidermal 

growth factor“, LET-23=Rezeptor; LIN-3=Ligand; s. Einleitung Abb.6) reguliert. 

Mutationen, die einen Funktionsverlust von lin-3 oder let-23 verursachen, führen 

dazu, dass der Ovulationprozess blockiert wird und ein Emo Phänotyp ausgebildet 

wird. Durch Mutationen in nachgeschalteten („downstream“) Komponenten aus 

diesem Signalweg ist es jedoch möglich, eine blockierte Ovulation aufzuheben und 

den Emo Phänotyp zu supprimieren. Dies ist z.B. der Fall, wenn der IP3-Rezeptor 

eine Funktionszugewinn-Mutation (gof, „gain of function“) aufweist oder ein 

Antagonist des Signalweges ausgeschaltet wird, z.B. ipp-5 (lof, „loss of function“; Bui 

und Sternberg, 2002; Clandinin et al., 1998). Das itr-1 Gen kodiert für einen IP3-

Rezeptor, der nach Bindung von IP3, Ca2+ aus dem ER ausschüttet. IPP-5 ist eine 

Inositol Polyphosphat 5-Phosphatase, die IP

Feinregulator und Antagonist in diesem Signalweg fungiert. In diesen Mutationen ist 

das Signal, vermutlich durch eine erhöhte Ca2+ Konzentration, verstärkt und die 

Ovulation kann trotz Mutationen in vorgeschalteten Komponenten stattfinden.  

Nach Herunterregulierung der par-3 Genfunktion konnte die Arbeitsgruppe von Ken 

Kemphues zeigen, dass die apikale Membrandomäne im distalen Teil der 

Spermatheka nicht

Phänotyps zur Folge haben. Der postembryonale par-3(RNAi) Phänotyp kann jedoch

durch eine Mutation in ipp-5 Gen partiell gerettet werden. Es wird dabei postuliert, 

dass PAR-3 im Wildtyp ein Bestandteil oder eine vermittelnde Komponente der EGF-

Signalkaskade ist (Aono et al., 2004). 
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2.2.1 Die ipp-5 Mutante ist sensitiv für RNAi 

 

Da in den folgenden Abschnitten dieser Arbeit mit der ipp-5(sy605) Mutante 

gearbeitet wurde, soll hier zunächst gezeigt werden, dass die Mutante sensitiv auf 

RNAi wirkt. Dazu wurde ein let-413::gfp Markerstamm mit der ipp-5 Mutante gekreuzt 

(durchgeführt von Christophe Lefebvre; Pilipiuk et al., 2009). Die entstehenden 

homozygoten F2 Nachkommen wurden nach postembryonaler let-413(RNAi) in vivo 

trollen 

nderung des Fluoreszenzsignals zu erkennen. 

im Hinblick auf die LET-413 Fluoreszenz analysiert und mit den Kon

verglichen. Auf Abb.19A ist die Fluoreszenz in der Spermatheka eines adulten Tieres 

des let-413::gfp Markerstammes durch einen roten Rahmen markiert. In ipp-5 

(Abb.19B) ist keine sichtbare Verä

Nach postembryonaler let-413(RNAi) wird sowohl im let-413::gfp Stamm (Abb.19C) 

als in ipp-5 (Abb.19D) die LET-413–GFP Fluoreszenz drastisch reduziert. Somit 

scheint eine Mutation im ipp-5 Gen keine Auswirkungen auf die postembryonale 

Proteinverminderung durch RNAi zu haben.  

Zur weiteren Verifizierung der RNAi Effizienz in ipp-5 wurden Western-Blot Analysen 

durchgeführt (Abb.20). Diese zeigen, dass sowohl im N2 Wildtypstamm als auch in 

der ipp-5 Mutante das DLG-1 Signal nach postembryonaler dlg-1(RNAi) stark 

vermindert wird. Als weiteres Ergebnis ist auf dem Western-Blot (Abb.20) zu sehen, 

dass postembryonale let-413(RNAi) keine Auswirkungen auf die DLG-1 

Konzentration hat. 
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Abb. 19: Dokumentation der LET-413–GFP Expression in vivo im ipp-5 mutanten Hintergrund.

Ein fluoreszierender let-413::gfp Stamm wurde mit der ipp-5(sy605) Mutante verpaart um die 

Mutation hinein zu kreuzen. Die in vivo Fluoreszenz zeigt durch die zusätzliche ipp-5 Mutation keinen 

Unterschied bei der Effektivität der postembryonalen RNAi. Der Bereich der Spermatheka ist mit 

einem roten Rahmen gekennzeichnet. Abb. von Christophe Lefebvre (Pilipiuk et al., 2009). Eichstrich: 

50 µm.

 

 

 

Abb. 20: Western-Blot Analyse zur Dokumentation der Proteinkonzentration nach RNAi. 

Western-Blot Analysen am Wildtyp und in der ipp-5(sy605) Mutante zeigen bei ca. 107 kDa mit einem 

DLG-1 Antikörper Signale, welche nach dlg-1(RNAi) stark vermindert sind. Durch let-413(RNAi) wird 

die DLG-1 Proteinkonzentration nicht beeinflusst. Als Ladekontrolle diente !-Tubulin. Abb. von 

Christophe Lefebvre (Pilipiuk et al., 2009).
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Um die RNAi Sensitivität auch in embryonalen Geweben von ipp-5(sy605) zu 

überprüfen, wurden Immunfluoreszenz Analysen nach embryonaler RNAi 

durchgeführt. Im Gegensatz zur postembryonalen RNAi wird dafür die Fütterung von 

dsRNA produzierenden Bakterien an L4-Larven bzw. jungen adulten Hermaphroditen 

vorgenommen (s. 6.3.11.2). Dadurch kann sowohl die maternale als auch die 

zygotische Genfunktion ausgeschaltet werden und demzufolge zeigt die F1 die durch 

RNAi induzierten Effekte. Im Fall von embryonaler dlg-1(RNAi) ist das DLG-1 

Antikörper Signal sowohl im N2 Stamm (Abb.21B) als auch ipp-5 (Abb.21C) unter 

gleichen Aufnahmebedingungen stark verringert. Um dieses Ergebnis mit Hilfe eines 

weiteren Antikörpers zu verifizieren, wurde embryonale erm-1(RNAi) durchgeführt. 

Mit Hilfe einer ERM-1 Antikörperfärbung wird deutlich, dass das zu detektierende 

Signal sowohl in ipp-5 (Abb.21F) als auch im Wildtyp (Abb.21E) reduziert wird. Im 

Wildtyp und in ipp-5 ist zudem der typische erm-1(RNAi) Phänotyp zu erkennen. 

Dieser zeigt sich in Form von Verengungen des Darmlumens (Göbel et al., 2004; van 

Fürden et al., 2004).  

Die ipp-5 Mutante zeigt demnach keine Unterschiede zum N2 Stamm in Bezug auf 

RNAi. Somit kann weitestgehend ausgeschlossen werden, dass ipp-5 RNAi 

induzierte Phänotypen aufgrund einer Insensitivität gegenüber RNAi rettet. 
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Abb. 21: Immunfluoreszenz Dokumentation in Embryonen zur Kontrolle der RNAi Effizienz in

ipp-5(sy605).  

(A) Im Wildtyp lokalisiert IFB-2 an der apikalen Membran des C. elegans Darms, während DLG-1 eine 

Komponente der CeAJ ist und ein Strickleiter-ähnliches Muster zeigt. (B) in dlg-1(RNAi) Embryonen ist 

das detektierte DLG-1 Signal in Darm und Hypodermis vollständig reduziert und ist lediglich im 

Pharynx und Hinterdarm noch zu erkennen. (C) In ipp-5(sy605) dlg-1(RNAi) Embryonen ist im Darm 

ebenfalls kein DLG-1 Fluoreszenzsignal zu detektieren. (D) ERM-1 ist in allen Zellen ubiquitär 

lokalisiert, akkumuliert während der Morphogenese stark an der apikalen Membran. (E) Nach 

embryonaler erm-1(RNAi) ist ERM-1 in allen Geweben stark reduziert, ist aber noch schwach an der 

apikalen Zellmembran im Darm zu detektieren. (F) ipp-5(sy605) erm-1(RNAi) Embryonen zeigen 

ebenfalls, dass die ERM-1 Proteinkonzentration stark vermindert ist und wie im wildtypischen 

Hintergrund eine Verengung im Darmlumen zeigt, welches an dem aberranten AJM-1 Muster zu 

erkennen ist. Orientierung: Anterior links, dorsal oben. Eichstrich 10 µm.

 

 



Ergebnisse 

 

56

2.2.2 Mutationen in ipp-5 und itr-1 rettet die durch let-413 und dlg-1 RNAi

induzierte Sterilität

rden (s.o. 2.2; Aono et al., 2004). Es galt zu prüfen, 

b eine Rettung der let-413 und dlg-1 RNAi Phänotypen ebenfalls in ipp-5(lof) und itr-

(gof) Mutanten möglich ist. Dafür wurden die produzierten Nachkommen von den 

Mutanten ipp-5(sy605) und itr-1(sy290) nach let-413 und dlg-1 RNAi im Vergleich zur 

Kontrolle verifiziert. Beide Mutanten zeigen Unterschiede zum Wildtyp bei der 

Ovulation, z.B. führt die ipp-5 Mutation zu hyperaktive Kontraktionen während der 

Ovulation, wobei zwei Oozyten gleichzeitig in die Spermatheka eindringen, jedoch 

nur eine befruchtet werden kann. Dadurch ist die Nachkommenschaft der Mutanten 

im Vergleich zum Wildtyp stark reduziert (Bui und Sternberg, 2002). Tiere der ipp-

5(sy605) Mutante produzierten durchschnittlich 108 Nachkommen in 67 h (n= 66) 

und itr-1(sy290) 85 (n=42; siehe Zahlen im Anhang). Diese Zahlen der 

Kontrollsituation entsprechen der Sterilitätsrate von 0%. Werden die Sterilitätsraten 

des N2 Wildtypstammes mit denen der ipp-5 und itr-1 Mutanten verglichen, zeigt die 

ipp-5(sy605) Mutante nach postembryonaler RNAi gegen let-413 und dlg-1 eine 

deutlich geringere Sterilitätsrate mit 36,4% und 10,2%, als der N2 Wildtypstamm 

(100%; 58%; s. Graph 2). Die itr-1(sy290) Tiere zeigen nach dlg-1(RNAi) ebenfalls 

nur noch zu 40,8% Sterilität. Nicht so deutlich, aber nach Anwendung eines t-Tests 

als statistisch signifikant verringert anzusehen, ist auch die Sterilitätsrate im itr-

1(sy290) funktionsverstärkenden Hintergrund nach let-413(RNAi) mit 94,4%.  

 

Der durch postembryonale par-3 RNAi induzierte Emo Phänotyp kann in einer ipp-

5(lof) Mutante partiell gerettet we

o

1
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Graph 2: Graphische Darstellung der signifikanten Verminderung der Sterilitätsrate durch 

Mutationen in ipp-5 und itr-1.

Die let-413 und dlg-1 RNAi Tiere wurden nach 102 h Entwicklungszeit auf neue Platten umgesetzt um 

nach weiteren 67 h die produzierten Nachkommen auszuzählen. Die Entwicklung und Eiablage 

erfolgte bei 15 °C. Die Sterilitätsrate wurde abhängig von den durchschnittlich produzierten 

Nachkommen der Kontrolle errechnet. Die Signifikanz wurde mit Hilfe eines t-Tests ermittelt. * P-Wert 

< 0,05; ** P-Wert < 0,01.

 

 

Bei RNAi Experimenten über Fütterung nimmt die Effizienz des RNAi Effekts durch 

eine Verdünnung der Bakterienkulturen ab, je stärker die Kulturen verdünnt werden 

(Gönczy et al., 2000). Dieser Umstand wurde methodisch verwendet, um die Stärke 

der Rettung des Phänotyps nach postembryonaler let-413(RNAi) im itr-1(sy290) 

Stamm zu verdeutlichen. So wurden die let-413(RNAi) Bakterienkulturen, die zur 

Fütterung eingesetzt wurden, mit den Kontrollbakterien im Verhältnis 1:2 verdünnt 

und auf die Platten gegeben. Die induzierte Sterilität im wildtypischen Hintergrund ist 

dann mit 91,7% (n=21) immer noch sehr hoch, während in der itr-1(sy290) Mutante 

die Sterilität nur noch 66,1% beträgt (n= 24; Zahlen s. Anhang 8.2.4). Somit zeigt die 

statistische Analyse, dass in ipp-5(lof) und itr-1(gof) mutanten Stämmen, die durch 

postembryonale let-413 und dlg-1 RNAi induzierte Sterilität signifikant verringert wird. 

Wird das mit den Ergebnissen von Aono kritisch verglichen, so muss folgendes 

angemerkt werden. 
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Die Def permatheka sind nach postembryonaler let-413(RNAi) 

drastischer ausgeprägt als nach par-3(RNAi). So sind z.B. laterale interzelluläre 

Kontaktst nmikroskopische nach let-413(RNAi) nicht 

mehr zu detektieren (Abb.18), und das nötige Aktin-Netzwerk weist starke Defekte 

auf, sod g der Spe hrend der Ovulation 

schwer ist (Abb.16). Die Ce t-413(RNAi) 

Spermatheka diskontinuierlich um den Apex der Epithelzellen (Abb.14) und es wäre 

vielmehr an bei dem sta ischen Stress, der bei 

der Ovula , r reißt. Somit wäre die 

Fertilität let-

413(RNA rstärkung de als, nicht plausibel zu 

erklären. k auf die struktuerellen 

Defekte i  zu analysier

 

2.2.3 Di t die dur  und dlg-1 RNAi

induzierten Defe an

ei der Analyse der CeAJ mittels immunhistologischen DLG-1 Färbungen an 

räparierten Gonaden erscheint das DLG-1 Muster im wildtypischen Hintergrund als 

zuvor schon beschrieben, ist die 

ekte in der S

rukturen auf elektrone r Ebene 

ass eine Funktionsausübun rmatheka wä

nachvollziehbar AJ verläuft in der le

zu erwarten, dass das Org rken mechan

tion auf die Spermatheka wirken muss  auseinande

im ipp-5(sy605), bzw. im itr-1(sy290) Stamm nach postembryonaler 

i), lediglich durch eine Ve s EGF-Sign

Daher galt es die Rettung der Sterilität im Hinblic

n der Spermatheka genauer en. 

e ipp-5 Mutante rette ch let-413

kte in der „C. eleg s apical junction“ und des 

Aktinzytoskeletts in der Spermatheka 

 

B

p

ein stark punktiertes junktionales Muster in der Spermatheka (Abb 23A). Im 

Gegensatz dazu zeigt die DLG-1 Färbung in ipp-5(sy605) nach let-413(RNAi) ein 

kontinuierliches und zum größten Teil wieder hergestelltes junktionales Muster 

(Abb.23B). Wenn die Defekte in der CeAJ wieder hergestellt sind, dann galt es auch 

zu prüfen, ob das Aktinzytoskelett ebenfalls verbesserte Strukturen in der ipp-

5(sy605) Mutante nach postembryonaler let-413 bzw. dlg-1 RNAi annimmt. Die 

Ergebnisse der dafür durchgeführten Phalloidin Färbung sind auf Abb.22 dargestellt. 

Die Aktinfilamente sind in der Kontrolle sowohl im N2 Stamm als auch in der ipp-

5(sy605) Mutante parallel angeordnet und umspannen, von der CeAJ ausgehend, 

die Spermathekazellen (Abb.22A,D). Wie 

Anordnung der Aktinfilamente nach postembryonaler let-413 und dlg-1 RNAi im 

wildtypischen Hintergrund unregelmäßig (s.o.; Abb.16B,C; Abb.22B,C). Doch auch 

diese Defekte sind in der ipp-5(sy605) Mutante nach let-413 und dlg-1 RNAi 
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(Abb.22E,F) nicht mehr zu erkennen und die Organisation des Aktinzytoskeletts 

erscheint wildtypisch.  

Demnach wird sowohl das junktionale Muster auf Fluoreszenzebene als auch die 

Organisation der Aktinfilamente in der Spermatheka der ipp-5(sy605) Mutante nach 

let-413 und dlg-1 RNAi gerettet. 

 

 

Abb. 22: Aktin Färbung zur Dokumentation des Aktinnetzwerks in ipp-5(sy605) im Vergleich 

zum Wildtyp. 

(A) Wildtypische Aktin Filamente umspannen die Spermathekazellen in einer parallelen Anordnung 

(A’). Nach postembryonaler let-413(RNAi) (B) und dlg-1(RNAi) (C) ist die Verteilung der Aktinfilamente 

ungeordnet. In ipp-5(sy605) ist die Aktinstruktur wie im wildtypischen Hintergrund geordnet (D) und 

zeigt sich durch postembryonale let-413(RNAi) (E) und dlg-1(RNAi) (F) weiterhin in paralleler 

Anordnung. Orientierung: proximal-distal: von links nach rechts. Eichstrich: 10 µm. Abb. von 

Christophe Lefebvre (Pilipiuk et al., 2009).
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2.2.4 Ein Funktionsverlust von ipp-5 und eine Funktionszugewinn-

Mutation in itr-1 können den embryonalen let-413 und dlg-1 RNAi

Phänotyp retten 

 

Die durch let-413(RNAi) induzierte Sterilität wird in der ipp-5(sy605) Mutante gerettet. 

Nach postembryonaler let-413(RNAi) konnte häufig beobachtet werden, dass die 

abgelegten Embryonen schlüpfen konnten. Daher galt es zu prüfen, ob durch die ipp-

5 Mutation auch die Defekte durch einen embryonalen Funktionsverlust von let-413, 

bzw. dlg-1 supprimiert werden. Dafür wurde die Genfunktion von let-413 und dlg-1 

mit Hilfe embryonaler RNAi eliminiert (s. 6.3.11.2). Die anschließende Auswertung 

vergleicht die auftretende Letalität des N2 Wildtyp Stammes und die der ipp-5(sy605) 

Mutante (Tab.3). Während die Letalität in N2 nach embryonaler let-413(RNAi) 100% 

beträgt, so beträgt sie nur 93% in ipp-5(sy605). Wie bereits zuvor in Abs. 2.2.2 

beschrieben, stellt sich die Rettung des letalen Phänotyps viel deutlicher dar, wenn 

die let-413(RNAi) Bakterienkulturen verdünnt werden (N2 let-413(RNAi) 1:2 71%; 

 im ipp-5 Gen auf 

; s1455; durchgeführt von Christoph Lefebvre, Pilipiuk et al., 

2009). Da die ipp-5(sy605) Mutante jedoch keine RNAi Insensitivität zeigt (s. 2.2.1), 

ist es möglich, dass LET-413 in geringen Konzentrationen vorhanden sein muss, 

damit die putative Erhöhung in der IP3/Ca2+ Konzentration zu einer Rettung des let-

413(RNAi) Phänotyps führt (s. Diskussion). 

ipp-5(sy605) let-413(RNAi) 1:2 35%; s.u. Graph 3). Die embryonale Letalität nach 

dlg-1(RNAi) beträgt im N2 Stamm 87% und wird durch die Mutation

35% verringert (Tab.3).  

Da die Methode der RNAi nicht zu einem funktionellen Totalverlust der 

entsprechenden Genfunktion führt (Ahringer, 2006), wurde untersucht, ob die 

Mutation im ipp-5 Gen fähig ist, ein let-413 Null-Allel zu supprimieren. Dazu wurde 

die ipp-5(sy605) Mutante mit verschiedenen putativen let-413 Null-Mutanten 

gekreuzt. Die Letalität der F2 Generation, welche homozygot für die ipp-5 Mutation 

ist, wurde ausgewertet. Die ipp-5(sy605); let-413 Doppelmutanten zeigen dennoch 

zu 25% einen embryonal letalen Phänotyp, welcher durch die auftretende homozygot 

letale let-413 Mutation in den Nachkommen der heterozygoten Hermaphroditen 

verursacht wird (Tab.3). Auch ipp-5(RNAi) vermag es nicht, die Letalität der let-413 

Mutante zu verringern. Somit kann die ipp-5 Mutante zwar einen let-413(RNAi) 

Phänotyp retten, jedoch nicht die getesteten let-413 Null-Allele (getestete Allele: 

s128; s1431; s1451
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Genoty /RNAip Letalität % der F1 

N2 Kontrolle 0 (3090)*

ipp-5(sy605) Kontrolle 0 (754)*

N2 let-413(RNAi) 100 (1238)* 

ipp-5(sy605) let-413(RNAi) 93,3 (1340)* 

N2 dlg-1(RNAi) 87 (373)*; 94 (890)**  

ipp-5(sy605) dlg-1(RNAi) 35 (339)*; 85(797)** 

let-413(s128)/rol-3(e754) 23 (>100)** 

let-413(s128)/rol-3(e754);ipp-5(sy605) 27 (136)** 

let-413(s128)/rol-3(e754);ipp-5(RNAi) 32 (>100)** 

let-413(s1431)/rol-3(e754) 23 (350)** 

let-413(s1431)/rol-3(e754);ipp-5(sy605) 24 (920)** 

let-413(s1451)/rol-3(e754) 24 (1747)** 

let-413(s1451)/rol-3(e754);ipp-5(sy605) 25 (3594)** 

let-413(s1455)/rol-3(e754) 26 (123)** 

let-413(s1455)/rol-3(e754);ipp-5(sy605) 23 (107)** 
 

Tab. 3: Erzeugte embryonale Letalität in unterschiedlichen mutanten Stämmen. 

Die Durchführung der Experimente erfolgte bei 15 °C; * 18 °C; ** 20 °C.

 

 

Um die Rettung des embryonalen let-413(RNAi) Phänotyps in der ipp-5 Mutante 

auch im Hinblick auf das junktionale Expressionsmuster zu untersuchen, wurden 

ation. So erscheint z.B. die Expression vom 

AC als es ein diskontinuierliches Muster, welches sich in der ipp-5(sy605) Mutante 

immunhistologische DLG-1 und AJM-1 Färbungen durchgeführt. In der wildtypischen 

Situation gelangen die apikalen Proteine, wie z.B. der DAC, während der frühen 

Morphogenese in punktierten Aggregaten zur apikalen Membran des Darmepithels 

(Abb.23E). Im Laufe der Morphogenese elongiert der Wurm und währenddessen 

wird das Expressionmuster des DAC als Strickleiter-ähnliches und kontinuierliches 

Muster ausgebildet (Abb.22F,G; Bossinger et al., 2001; Köppen et al., 2001). Wie auf 

Abb.23F und 23G zu sehen ist, zeigt die ipp-5(sy605) Mutante bei der CeAJ 

Entwicklung keine Abweichung zum Wildtyp. 

Nach embryonaler let-413 und dlg-1 RNAi im wildtypischen Hintergrund bildet sich 

ein letal wirkender Phänotyp aus (Abb.23H,K). Dabei zeigen die Proteine der CeAJ in 

den Epithelien eine starke Fehllokalis

D
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deutlich verbessert darstellt (Abb.23J’,M’), sodass es vielen Embryonen möglich wird 

zu schlüpfen. Jedoch scheint eine Rettung des DAC Expressionsmusters erst in 

ch in der ipp-5(sy605) Mutante der frühe induzierte let-

unktierte AJM-1 Muster nur im späteren Verlauf der Morphogenese durch die ipp-

(sy605) Mutante verbessert werden (Abb.23M). 

keine Abweichung von der im Wildtyp induzierten Fehlentwicklung 

späteren Morphogenesestadien (über 2-fach elongiert) zu erfolgen. Denn in frühen 

Morphogenesestadien ist au

413(RNAi) Phänotyp zu sehen, wie er sich auch im wildtypischen Hintergrund zeigt. 

Dabei akkumulieren die apikalen Proteine erst später an der apikalen Membran als in 

der Kontrolle (vergl. Abb.23I,E). Ein Funktionsverlust von dlg-1 führt dazu, dass AJM-

1 nicht korrekt lokalisiert wird, da es als physischer Interaktionspartner von DLG-1 

abhängig ist (Abb.23K,L; Lockwood et al., 2008; Labouesse, 2006; Bossinger et al., 

2001; Köppen et al., 2001; McMahon et al., 2001). Auch nach dlg-1(RNAi) kann das 

p

5

Die Beobachtung bezüglich des zeitlichen Einsetzens bei der Verbesserung der 

CeAJ in der ipp-5(sy605) Mutante scheint charakteristisch für den 

Rettungsmechanismus zu sein. Sowohl die frühen Entwicklungsstadien in den 

untersuchten let-413 und dlg-1 RNAi Embryonen, als auch in den Spermatheken, 

zeigen 

(Embryonen n>150 Abb.23I, L; Spermatheken n> 60; s. Diskussion). 
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Abb. 23: Dokumentation der Rettung der let-413 und dlg-1 RNAi Phänotypen durch eine

Mutation im ipp-5 Gen in der Spermatheka und im Embryo von C. elegans.

(A) Eine let-413(RNAi) Spermatheka gefärbt mit DLG-1 zeigt ein stark punktiertes DLG-1 Muster, 

welches aber in der ipp-5(sy605) Mutante (B) sehr viel besser und kontinuierlicher aussieht. (C) 

Homozygote let-413(s128) Embryonen zeigen in der Hypodermis und im Darm eine punktierte AJM-1 

Färbung. (D) Eine zusätzliche ipp-5(sy605) Mutation kann im Embryo die let-413 Nullmutante nicht 

retten und zeigt im AJM-1 Muster keine Verbesserung (D’). In der Kontrolle lokalisiert DLG-1 im 

Wildtyp (E) und in ipp-5(sy605) (F, G) Embryonen in der CeAJ und zeigt im Darm ein 

Strickleiterähnliches Muster (G’). (H) Nach let-413(RNAi) im Wildtyp ist das DLG-1 Signal 

diskontinuierlich und disloziert zur lateralen Membrandomäne. (I) In ipp-5(sy605); let-413(RNAi)

Embryonen ist der Phänotyp zunächst wie im Wildtyp, sodass DLG-1 später zur apikalen Membran 

lokalisiert (vergl. mit E) und punktiert erscheint. Doch im Verlauf der weiteren Entwicklung verbessert 

sich das DLG-1 Muster und ein fast kontinuierliches CeAJ Muster ist zu beobachten (J’). (K) Die AJM-

1 Lokalisierung ist von DLG-1 abhängig und akkumuliert nur unregelmäßig in der CeAJ. (L) In ipp-

5 i) Embryonen ist zu sehen, dass A rtes Muster zeigt. (sy605); dlg-1(RNA JM-1 zunächst ein punktie

D len Embryonen ein kontinuierliches uster zu detektieren (M, M’). (A, och später ist in vie Strickleiterm

B  von links nach rechts. (C g: Anterior links, dorsal oben. ) Orientierung: proximal-distal: -M) Orientierun

Eichstrich 10 µm.
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2.2.5 Die ktionsverlust epithelialer

 
Nachdem festgestellt wurde, dass die durch let-413 und dlg-1 RNAi induzierten 

Defekte in der tante supprimiert werden, sollt

Funktionsv Gene gerettet werden kann. Durch die 

g

v Änderung zeigen. Dadurch wird es möglich, epistatische 

Z

Mutante die Genfunktion von 

e

K

E tionsverlust von let-413 und dlg-1 

u einer Verstärkung des junktionalen Phänotyps führt (Köppen et al., 2001; 

cMahon et al., 2001). Werden die let-413 und dlg-1 Fütterungsbakterien im 

Verhältnis 1:1 gemischt, ergab eine Auszählung der Hermaphroditen die nicht 

o , dass die Tiere des N2 Wildtypstammes zu 100% steril waren 

(n=260 Tiere zeigten keine Embryonen im Uterus; siehe Tab.4). Da postembryonale 

p  Ovulationsdefekten f  et al., 2004), wurde ein 

Dreifach RNAi Experiment, mit zusätzlichen par akterien (Verhältnis 1:1:1), 

ausgewertet, was zu 94% bei den N2 let-413/dlg-1/par-3(RNAi) Hermaphroditen zu 

e .  

In einem weiteren Ansatz wurde zusätzlich noch crb-1 ausgeschaltet. CRB-1 ist das 

H  

ufgeklärt ist. Jedoch wird postuliert, dass CRB-1 in einem redundanten System für 

 

 

ipp-5 Mutante kann nicht jeden Fun

Gene retten

ipp-5 Mu e getestet werden, ob auch der 

erlust anderer epithetialer 

leichzeitige Ausschaltung mehrerer Gene kann sich ein Phänotyp verbessern, 

erschlechtern oder keine 

usammenhänge zwischen den Genen aufzudecken. So sollte in der ipp-5(sy605) 

let-413 und dlg-1 in Kombination mit anderen 

pithelialen Genen ausgeschaltet werden, um so redundante Systeme bzw. 

omponenten, die ggf. die Rettung vermitteln, aufzudecken.  

s ist bereits bekannt, dass ein gleichzeitiger Funk

z

M

vulieren konnten

ar-3(RNAi) ebenfalls zu ührt (Aono

-3(RNAi) B

iner blockierten Ovulation führte

omolog des Drosophila Crumbs, dessen Funktion in C. elegans noch nicht genau

a

die Lokalisierung des DAC wirkt. (Bossinger et al., 2001; Segbert et al., 2004). In 

dieser Vierfach RNAi Kombination waren alle N2 Tiere steril (n=45). Da jedoch eine 

Verdünnung der Bakterienkulturen die RNAi Effizienz beeinträchtigt (Gönczy et al., 

2000), wurde eine Antikörperfärbung durchgeführt, um die Herunterregulierung der

DLG-1 Proteinkonzentration zu überprüfen. Wie auf Abb.24 zu sehen ist, führt die 

Verdünnung der dlg-1(RNAi) Bakterienkultur nach let-413/dlg-1/par-3/crb-1(RNAi) zu 

keinem deutlichen Unterschied im Hinblick auf die reduzierte DLG-1 Proteinmenge 

(vergl. 24C’ mit 24B’).  
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Abb. 24: Immunhistologische Fluoreszenzaufnahmen zur Kontrolle der RNAi Effizienz nach let-

413; dlg-1; par-3; crb-1(RNAi).  

In präparierten Gonaden wurden AJM-1 und DLG-1 angefärbt. Wird dlg-1 in Kombination mit let-413, 

par-3 und crb-1 ausgeschaltet, ist das DLG-1 Fluoreszenzsignal fast vollständig reduziert (C’) und 

vergleichbar mit der RNAi Effizienz wie nach alleiniger dlg-1(RNAi) (B’). Eine AJM-1 Antikörperfärbung 

detektierte AJM-1 an der lateralen Zellmembran der Spermatheka. Diese laterale Lokalisierung kann 

jedoch bisher nur immunhistologisch und nicht in vivo im ajm-1::gfp Stamm detektiert werden. Denoch 

ist die laterale AJM-1 Antikörperfärbung nach dlg-1 (B’) und nach let-413/dlg-1/par-3/crb-1(RNAi) (C’)

schwächer zu detektieren und zeigt eine Korrelation zu der Stärke der DLG-1 Reduzierung. 

Orientierung: proximal-distal: von links nach rechts. Eichstrich: 10 µm.

 

 

In der ipp-5(sy605) Mutante wurden die Ovulationsdefekte im Gegensatz zum N2 

Wildtypstamm in allen RNAi-Ansätzen fast vollständig gerettet, denn nach 

gleichzeitigen Funktionsverlust von let-413, dlg-1 (7% Ovulationsdefekte; n=28; 

Tab.4), par-3 (0%; n=107) und crb-1 (6%; n=50) war die Zahl der sterilen Tiere 

gering.  

Diese Daten lassen den Schluss zu, dass eine putative Erhöhung der IP3/Ca2+ 

Konzentration Defekte, die durch Fehllokalisation oder reduzierte Mengen von DLG-1 

und LET-413 verursacht werden, supprimieren kann. Selbst wenn ein 

Funktionsverlust redundant wirkender Systeme, wie dem PAR-3 Komplex oder CRB-

1 vorliegt. Dies deutet auf ein weiteres System hin, welches maßgeblich an der 

epithelialen Integrität beteiligt sein muss. 

Der Catenin-Cadherin-Komplex (CCC) setzt sich aus den Proteinen E-Cadherin, 

(HMR-1), !-Catenin (HMP-1) und einem "-Catenin, (HMP-2) zusammen (Costa et 

al., 1998) und die Lokalisation erfolgt unabhängig von LET-413 und DLG-1 (Segbert 

et al., 2004; Mc Mahon et al., 2001, Köppen et al., 2001). Im C. elegans Embryo 
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führen Mutationen im CCC lediglich dazu, dass die ventralen Hypodermiszellen den 

Embr n

verur

und der Zelladhäsion (Costa et al., 1998, Raich et al., 1999; Bossinger et al., 2001). 

Wird jedoch im C. elegans Embryo der DAC und der CCC zusammen ausgeschaltet, 

redundaten Wirkmechanismus bei der Aufrechterhaltung der Integrität hindeutet 

egbert et al., 2004). Ein postembryonaler Funktionsverlust des CCC durch hmr-

nalyse 

 

yo während der Morphogenese nicht korrekt verschließen könne , 

sachen. jedoch keine generellen Defekte bezüglich der epithelialen Zellpolarität 

kommt es zu drastischen Zelladhäsionsdefekten in den Darmzellen, was auf einen 

(S

1(RNAi) interferiert im N2 Stamm nicht mit der der CeAJ Entwicklung in der 

Spermatheka und die Hermaphroditen können ovulieren (Tab.4). Jedoch können die 

Embryonen nicht ablegt werden, was auf Vulvadefekte schließen lässt (Daten nicht 

gezeigt).  

Die ipp-5(sy650) Mutante zeigt nach postembryonaler hmr-1(RNAi) ein verzögertes 

Wachstum und einige Tiere arretieren sogar in ihrer postembryonalen Entwicklung 

(s. Diskussion). Um den Funktionsverlust des CCC im Hinblick auf die 

Ovulationsdefekte auszuwerten, konnten nur die ipp-5(sy605) Würmer, die sich zu 

adulten Hermaphroditen entwickelt haben, berücksichtigt werden, was die A

erschwerte. Im N2 Wildtypstamm werden die Ovulationsdefekte durch dlg-1(RNAi) in 

Kombination mit hmr-1(RNAi) von 56% auf 94% erhöht (Tab.4). Würmer der ipp-

5(sy605) Mutante, die nicht während der Laralentwicklungen arretierten und adult 

wurden, waren zu 12,6% steril. Dies stellt zwar im Vergleich zum N2 Wildtypstamm 

eine Verringerung der Sterilität dar, jedoch ist die Sterilität in ipp-5 durch dlg-1/hmr-1 

im Gegensatz zu dlg-1 RNAi erhöht.  

Um die problematische Auswertung nach hmr-1(RNAi) in der ipp-5(sy605) Mutante 

zu umgehen, wurde der Einfluss des CCC in ipp-5 Embryonen untersucht. Im N2 

Wildtypstamm zeigen 99% der Embryonen nach hmr-1(RNAi) Letalität (Tab.5), die 

durch morphologische Defekte der ventralen Hypodermiszellen verursacht wird 

(Costa et al., 1998, Raich et al., 1999). Die ipp-5(sy605) Mutante ist dagegen nicht 

fähig, diesen Phänotyp zu retten. Auch die induzierte Letalität nach gleichzeitigem 

Funktionsverlust von dlg-1 und hmr-1 (94% in N2) konnte in der ipp-5 Mutante nicht 

supprimiert werden (92%; Tab.5).  
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Genotyp/RNAi Ovulationdefekte %

N2 dlg-1(RNAi) 56 (121) 

ipp-5(sy605) dlg-1(RNAi) 3 (62) 

N2 let-413/dlg-1(RNAi) 100 (260) 

ipp-5(sy605) let-413/dlg-1(RNAi) 7 (28) 

N2 let-413/dlg-1/par-3(RNAi) 94 (18) 

ipp-5(sy605) let-413/dlg-1/par-3(RNAi) 0 (107) 

N2 let-413/dlg-1/par-3/crb-1(RNAi) 100 (45) 

ipp-5(sy605) let-413/dlg-1/par-3/crb-1(RNAi) 6 (50) 

N2 hmr-1(RNAi) 0 (45) 

ipp-5(sy605) hmr-1(RNAi) 0 (38) # 

N2 dlg-1/hmr-1(RNAi) 94 (50) 

ipp-5(sy605) dlg-1/hmr-1(RNAi) 12,6 (63) # 

 

Tab. 4: Vergleich der ovulationsfähigen Hermaphroditen nach Mehrfach-RNAi Experimenten

im Wildtyp und ipp-5(sy605).

In den Experimenten wurden mehrere Genfunktionen gleichzeitig eliminiert durch Mischung der 

Bakterienkulturen zu gleichen Teilen. Experimente wurden im Wildtyp und in der ipp-5(sy605) 

Mutante bei 18 °C durchgeführt. Bei der Auswertung wurde überprüft, ob die Ovulation blockiert war, 

oder ob Embryonen in den Uterus gelangen konnen. # le hmr-1(RNAi) führt in der ipp- Postembryona

5(sy605) Mutante zu verzögert stum und zum Teil zu Arretierung in der Larvalentwicklung. em Wach

Ausgewertet wurden demnach , die adult wurden. nur Tiere

 

 

Genotyp/RNAi Letalität % der F1 

N2 hmr-1(RNAi) 99 (254) 

ipp-5(sy605) hmr-1(RNAi) 99 (381) 

N2 let-413/hmr-1(RNAi) 100 (316) 

ipp-5(sy605) let-413/hmr-1(RNAi) 100 (451) 

N2 dlg-1/hmr-1(RNAi) 94 (209) 

ipp-5(sy605) dlg-1/hmr-1(RNAi) 92 (248) 

 

Tab. 5: Erzeugte embryonale Letalität nach hmr-1(RNAi) in Kombination mit let-413 und dlg-1. 

Experimente wurden bei 15 °C durchgeführt.
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Aus den Ergebnissen, die durch die gleichzeitige Ausschaltung mehrerer epithelialer 

Komponenten gewonnen wurden, kann geschlossen werden, dass eine putative 

Erhöhung der IP3/Ca2+Konzentration einen positiven Effekt auf die Epithelzellen der 

ipp-5 Mutante zur Folge hat, welcher es ermöglicht, epithiliale Defekte, die durch let-

13 und dlg-1 RNAi induziert werden, zu supprimieren. Diese Suppression ist selbst 

ach zusätzlichem Funktionsverlust des PPC und CRB-1 möglich, obwohl diese 

Komplexe eine putativ redundante Funktion bei der wildtypischen CeAJ Entwicklung 

nen induzierte Defekte nach Ausschaltung des CCC, nicht durch die ipp-5 

4

n

ausüben (Segbert et al., 2004; Aono et al., 2004; Totong et al., 2007). Im Gegensatz 

dazu, kön

Mutation gerettet werden. Wie diese Ergebnisse interpretiert werden können, wird in 

der Diskussion weiter behandelt. 

Wenn die Erhöhung der IP3/Ca2+ Konzentration ursächlich für die beobachtete 

Rettung ist, dann sollte im Umkehrschluss eine Verringerung der IP3/Ca2+ 

Konzentration zu einer Verstärkung der let-413 und dlg-1 RNAi Phänotypen führen. 

Dieser Hypothese sollte im folgenden Teil dieser Arbeit nachgegangen werden. 
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2.3 Ein Verlust der  Genfunktion und die Zugabe des Ca -

Chelators EGTA verstärken die let-413 und dlg-1 RNAi

t-413(RNAi) 

rienkulturen nachlässt (s.o.; 

önczy et al., 2000), konnte experimentell genutzt werden, um den Einfluss der itr-

(jc5) Mutante auf den let-413(RNAi) Phänotyp deutlich zu machen. Dafür wurden 

die let-413 Bakerienkulturen wiederum mit den Bakterien der Kontrolle gemischt. Die 

Auswirkungen auf die Letalitätsraten in verschiedenen genetischen Hintergründen 

sind in Graph 3 dargestellt. Wenn die let-413(RNAi) Flüssigkulturen unverdünnt auf 

die Fütterungsplatten gegeben werden, dann ist die embryonale Letalität im Wildtyp 

und in den itr-1(gof; sy290), itr-1(ks; jc5), ipp-5(lof; sy605) Mutanten sehr hoch (über 

90%). Doch je mehr die let-413 RNAi Fütterungsbakterien verdünnt werden, desto 

größer sind die Differenzen in den Letalitätsraten der verschiedenen Stämme. Die 

Mutanten itr-1(sy290) und ipp-5(sy605) zeigen eine weitaus geringere Letalität als 

der N2 Wildtyp Stamm, je stärker die Verdünnung ist. Dagegen zeigte die itr-1(jc5) 

Mutante eine sehr stark erhöhte Letalität im Vergleich zum Wildtyp, die sogar bei 

einer Verdünnung von 1:8 noch bei ca. 80% lag, während im N2 Stamm 10% der 

Embryonen nicht schlüpfen konnten. Somit konnte dieser experimentelle Ansatz 

zeigen, dass der Rettungseffekt der Funktionszugewinn-Mutation itr-1(sy290) 

itr-1 2+

Phänotypen

2.3.1 Eine kältesensitive itr-1 Mutante verstärkt den let-413(RNAi)

Phänotyp

 

Um der Arbeits-Hypothese (s.o.) und der daraus resultierenden Forderung, dass im 

Umkehrschluss eine Verringerung der IP3/Ca2+ Konzentration den le

Phänotyp verstärken sollte, nachzugehen, wurde eine kältesensitive (ks) itr-1(jc5) 

Mutante verwendet. Ein Funktionsverlust von itr-1 führt zu Defekten beim ventralen 

Schluss (Thomas-Virnig et al., 2004), wodurch die itr-1(jc5) Mutante bei 15 °C zu 

über 90% einen embryonal letalen Phänotyp zeigt. Bei 18 °C sterben nur noch 21,3% 

der Embryonen (s. Tab. in Graph 3), wobei wahrscheinlich davon auszugehen ist, 

dass der Ca2+ Gehalt in den Zellen zum Teil gesenkt ist, jedoch in den meisten 

Embryonen noch ausreicht, um den ventralen Schluss vollziehen zu können.  

Dass die Effizienz der RNAi durch Verdünnung der Bakte

G

1
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deutlich signifikant ist und dass die kältesensitive itr-1(jc5) Mutante den let-

413(RNAi) Phänotyp drastisch verstärkt.  

 

 

 

Lethalität %

Stamm/Genotyp Kontrolle

let-413

(RNAi) 1:1 1:2 1:3 1:5 1:8

N2 0 (3090) 100 (1238) 90,7 (2262) 71 (1092) 71,7 (1298) 33,8 (1549) 10,4 (927) 

ipp-5(sy605) 0 (754) 93,3 (1340) 86,7 (1399) 34,6 (732) 4,1 (229) 0 (197) 0 (286) 

itr-1(sy290) 0 (462) 100 (309) 90,3 (698) 19,8 (313) n. d. n. d. n. d. 

itr-1(jc5) 21,3 (708) 100 (822) 100 (638) 97,3 (657) 95,7 (801) 89,4 (729) 79,3 (513) 

 

Graph 3: Auswirkungen auf die induzierte Letalität nach Verdünnung der let-413(RNAi)

Bakterienkulturen in unterschiedlichen genetischen Hintergründen. 

Alle Experimente wurden bei 18 °C durchgeführt. Verwendete Abkürzungen: n. d. nicht durchgeführt.

1(jc5);let-413(RNAi) Embryonen scheint das 

uster in den Bereichen des Pharynx und des Hinterdarms stärker punktiert zu sein 

ls im Wildtyp (Abb.25B;25D; Pfeile). Im Wildtyp sind dies die Epithelien, die 

 

 

Eine Immunfluoreszenz Analyse des DLG-1 Expressionsmusters ergab keine 

deutlichen Unterschiede in der itr-1(jc5) Mutante im Vergleich zum Wildtyp (vergl. 

Abb.25A mit Abb.25C). Doch in itr-

M

a
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schwächere CeAJ Defekte zeigen (Abb.25B), da Pharynx und der Hinterdarm nicht 

so sensitiv für let-413 und dlg-1 RNAi sind. Dies deutet darauf hin, dass die 

Epithelien in Vergleich zum Wildtyp stärkere Defekte nach let-413(RNAi) 

zeigen. 

 

 

 itr-1(jc5) im 

 

Abb. 25: Immunfluoreszenz Dokumentation des CeAJ Musters in Embryonen der itr-1(jc5)

Mutante.  

(A) Im Wildtyp lokalisiert DLG-1 in der CeAJ und zeigt ein Strickleiter-ähnliches Muster im 

Darmepithel. (B) in let-413(RNAi) Embryonen ist das detektierte DLG-1 Signal in Darm und 

Hypodermis stark punktiert und ist lediglich im Pharynx und Hinterdarm (Pfeile) kontinuierlich zu 

erkennen. (C) In der Kontrolle der itr-1(jc5) Mutante ist das Expressionsmuster von DLG-1 wie im 

Wildtyp zu detektieren. (D) In itr-1(jc5) let-413(RNAi) Embryonen ist im Darm, der Hypodermis und 

darüber hinaus auch in Pharynx und Hinterdarm (Pfeile) das DLG-1 Fluoreszenzsignal punktiert. 

Orientierung: Anterior links, dorsal oben. Eichstrich 10 µm.

 

 

2.3.2 RNAi gegen itr-1 interferiert mit der DLG-1 Expression

m die Auswirkung einer putativen Verringerung in der IP3/Ca2+ Konzentration im 

Hinblick auf die CeAJ Entwicklung zu analysieren, wurde die DLG-1 Expression in itr-

1(RNAi) Embryonen dokumentiert. Einige Embryonen sterben dabei an Defekten 

 

U
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beim

9% (n=355)). Doch bei der Immunfluoreszenzanalyse fiel auf, dass das DLG-1 

 Um ausschließen, dass lediglich eine 

NAi mit und ohne EGTA Zusatz experimentell 

 ventralen Schluss (Thomas-Virnig et al., 2004; N2 14% (n=481); ipp-5(sy605) 

Fluoreszenzsignal im Darm schwächer war.

schlechtere histologische Immunreaktion ursächlich für die schwache DLG-1 

Färbung war, wurde die Färbung mehrfach wiederholt. Wie auf Abb.26D zu sehen 

ist, zeigten viele itr-1(RNAi) Embryonen ein deutlich schwächeres DLG-1 Muster im 

Vergleich zur Kontrolle (Abb.26C). Überraschender Weise war in seltenen Fällen ein 

stark punktiertes CeAJ Muster, ähnlich wie in nach einem dlg-1 Funktionsverlust, zu 

beobachten (ca. 2%; Abb.26B). Eine Steigerung der Häufigkeit dieses Phänotyps 

wurde erzielt, wenn dem Plattenmedium EGTA hinzu gegeben wurde (Abb.26E), 

womit wir zum nächsten experimentellen Ansatz kommen. 

 

2.3.3 Die Zugabe von EGTA verstärkt die durch let-413 und dlg-1 RNAi

induzierte Letalität

 

Um negativen Einfluss auf die IP3/Ca2+ Konzentration zu nehmen, gibt es eine Reihe 

pharmakologischer Substanzen. Meist ist es nötig die embryonalen Hüllen mit Hilfe 

von Laserperforation zu penetrieren, um die Substanzen ins Innere des Embryos zu 

bringen. Da im Rahmen dieser Arbeit die dafür nötige Apparatur leider nicht zur 

Verfügung stand, wurde in das Medium der Bakterienplatten ein Ca2+-Chelator 

gegeben. Dieser sollte dann über die Bakterien von den Würmern aufgenommen 

werden und in die Oozyten und somit auch in die Embryonen gelangen.  

Die Zugabe des Ca2+-Chelators EGTA (=Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-

N,N,N#N#-Tetraessigsäure) erfolgte mit einer Endkonzentration von 20 mM im 

Plattenmedium. Das EGTA wurde über die Bakterien von den Würmern 

aufgenommen, was postembryonal in N2 zu Sterilität führte. Würmer der ipp-

5(sy605) Mutante zeigten darüber hinaus Wachstumsdefekte, ähnlich wie nach hmr-

1(RNAi) (s.o.) und wurden ebenfalls steril (n>50). Daher wurde die embryonale 

Letalität nach let-413 und dlg-1 R

ermittelt. Die Ergebnisse dazu sind in Tab.6 dargestellt.  
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Abb. 26: Immunfluoreszenz Dokumentation nach itr-1(RNAi).

(A) Kontrolle mit einer Antikörperfärbung gegen DLG-1 und IFB-2. (B) Ca 2-3% der Embryonen 

zeigen nach itr-1(RNAi) ein punktiertes CeAJ Muster. Bei ca. 40-50% der gefärbten Embryonen ist 

eine schwache DLG-1 Färbung zu sehen (D). Im Vergleich dazu die Kontrolle mit denselben 

Kameraeinstellungen (C). Wird zusätzlich 20 mM EGTA bei den RNAi Fütterungsplatten 

hinzugegeben, dann ist das punktierte CeAJ Muster sehr häufig zu beobachten. Orientierung: 

Anterior links, dorsal oben. Eichstrich 10 µm.
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Letalität %

RNAi ± EGTA N2 ipp-5(sy605)

Kontrolle - EGTA 0 (>2000) 0 (>1500) 

Kontrolle + EGTA 0 (>2000) 0 (>1400) 

let-413(RNAi) 1:2 - EGTA 74,1 (3847) 57,3 (2406) 

let-413(RNAi) 1:2 + EGTA 90,5 (3599) 75,7 (2752) 

dlg-1(RNAi) 1:1 - EGTA 74,5 (2479) 47,8 (3219) 

dlg-1(RNAi) 1:1 + EGTA 97,0 (1847) 61,7 (1482) 

Tab. 6: Letalitätsraten nach embryonaler let-413 und dlg-1 RNAi mit und ohne Zugabe von 20 

mM EGTA bei 18 °C. 

 

Anhand der Zahlen in Tab.6 ist zu erkennen, dass der Zusatz von EGTA in N2 und in 

ipp-5(sy605) zu einer höheren let-413 und dlg-1 induzierten Letalität führt. Demnach 

scheint eine Reduzierung der Ca2+ Konzentration in den embryonalen Zellen dazu zu 

führen, dass die Embryonen anfälliger für die durch let-413 und dlg-1 RNAi 

induzierten Defekte sind. Allerdings zeigt die ipp-5 Mutante immer eine geringere 

Letalität als der N2 Wildtypstamm. So beträgt z.B. die durch let-413(RNAi) induzierte 

Letalität mit EGTA in ipp-5(sy605) 76%, gegenüber 91% in N2. Demnach könnte die 

putative IP3 Konzentrationserhöhung in der ipp-5(sy605) Mutante nicht nur eine 

Erhöhung des interzellulären Ca2+ Gehalts zur Folge haben, sondern selbst zur 

Rettung des let-413 und dlg-1 RNAi Phänotyps beitragen. Da die IP3 Konzentration 

nicht direkt durch einen Ca2+-Chelator beeinflusst wird, könnte das IP3 Molekül auf 

andere Effektoren in der Zelle wirken, die die Rettung vermitteln (s. Diskussion). Eine 

andere Möglichkeit ist, dass die Ca2+ Konzentration in der ipp-5(sy605) nach Zugabe 

von EGTA noch immer höher als im Wildtyp ist.  

Die Zugabe von EGTA bei gleichzeitigem Funktionsverlust von itr-1 führt zu einem 

diskontinuierlichen junktionalen DLG-1 Muster (s. Abb.26E) und deutet auf eine 

Beteiligung eines Ca2+-abhängigen Effektors bei der CeAJ Entwicklung hin (s. 

Diskussion). 
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2.4 Identifikation von let-413 Suppressoren durch einen EMS-

) 

-1(gof) en 

nach weiteren l in 

experimente r 

Regulationsmechanis g 

ausüben. E  

identifizieren, die  zu den 

nnten „m , wie hier 

führt in

al., 1992; Simon et al., 1991; Sternberg et n 

Screens kann en e

induzierter Phän cher Mutagenese wird dann nach „second

utatio n

verstärken („enh ppressor). Typischerweise erfassen 

tan n

Schlüsselprotein nen.  

us folgenden Gründen sollten zunächst Suppressoren identifiziert werden, die den 

t-413(RNAi) induzierten Phänotyp retten können und nicht z.B. den dlg-1(RNAi) 

Phänotyp. Zum einen führt die postembryonale Herunterregulierung der Genfunktion 

von let-413, aber nicht die von dlg-1, zu 100%iger Sterilität (s.o. Graph 1). Dies ist 

somit ein hervorragender Phänotyp, um nach chemischer Mutagenese in der F2-

Generation nach Tieren zu suchen, die Embryonen im Uterus tragen. Das Erkennen 

der fertilen Tiere stellt dabei einen leicht zu identifizierenden Marker dar, was die 

Untersuchung vieler Tiere erlaubt.  

Des Weiteren ist wahrscheinlich davon auszugehen, dass putative let-413

Suppressoren auch den dlg-1 RNAi induzierten Phänotyp retten können. Dies trifft für 

die beiden bereits bekannten Suppressoren ipp-5(sy506) und itr-1(sy290) zu (s.o. 

Graph 2). Außerdem stehen LET-413 und DLG-1 in einer engen funktionellen 

Beziehung, was die Ausbildung der interzellulären Kontaktstruktur in C. elegans

Mutagenese-Screen

 

Die Tatsache, dass die durch let-413 und dlg-1 RNAi induzierten Phänotypen in C. 

elegans Epithelien sowohl postembryonal als auch embryonal durch eine ipp-5(lof

und itr  Mutation gerettet werden kann, hat dazu geführt, in einem Pilot-Scre

et-413 Suppressoren zu suchen. Ein Mutagenese Screen ist e

lle Ansatz der klassischen Genetik, der hier verwendet wurde um 

men aufzudecken, die z.B. einen Einfluss auf die CeAJ Bildun

in Suppressor Screen ist eine Methode um Komponenten zu 

 in demselben genetischen Signalweg agieren, und gehört

sogena  odifier“ Screens. Dies kann ein „enhancer“- oder

durchge , e  „suppressor“-Screen sein (Jorgensen und Mango, 2002; Dickson et 

al., 1993). Ausgangspunkt eines solche

tweder ine Mutante mit einem deutlichen Phänotyp oder ein RNAi-

otyp sein. Nach chemis

site“ M ne  gesucht, die den ursprünglichen mutanten Phänotyp entweder 

ancer“) oder abschwächen (Su

„enhancer“-Screens viel mehr Mutanten als Suppressor-Screens, da viele Gene 

einen mu te  Phänotyp verstärken können, aber nur Mutationen in wenigen 

en einen mutanten Phänotyp supprimieren kön

A

le
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Epithelien betrifft. Mit Hilfe des Screens wäre es auch möglich Erkenntnisse über 

mögliche Effektoren von IP3/Ca2+ Molekülen zu gewinnen und somit den 

Mechanismus, der die Rettung in den ipp-5 und itr-1 Mutanten vermittelt, 

aufzudecken. 

 

Da der Screen nur von mir durchgeführt wurde, war die Planung und Design des 

creens sehr wichtig, damit rechtzeitig ausreichende Mengen von Platten, Medien 

nd sonstigen Materialien, neben der passenden Zeitplanung, vorhanden waren 

Erg engestellt. Nach der 

age 6000 

F2-Tiere nach postembryonaler let-413(RNAi) auf Fertilität hin untersucht. Dabei 

wurden  potentiellen #Screen Linien (s. Anhang 

8.2.12) ach emb inblick auf 

RNAi S  Funktionsverlust von mklp-1 („mitotic kinesin-

o t 

bereits während der ersten Zellteilung Zytokinesedefekte (Powers et al., 1998; Raich 

et al., dies Scree  

lebensfähige 

cht als Linie gehalten werden, da diese 

tande kam, kann verschiedene 

er putative let-413 Suppressor letal wirkt, 

enn dieser keinem Funktionsverlust von let-413 ausgesetzt ist, oder die # Linie trug 

ine maternal letale wirkende Mutation. 

Nachdem die  Fütterungsplatten 

gesetzt und a ht meisten Linien die 

Rettung des Ai) Phänotyps reproduzieren. Um die verbliebenen 

Suppressoren von anderen Screen Ergebnissen unterscheiden zu können, wurden, 

die Linien umbenannt (Tab.8). Insgesam en mit Hilfe des Screens 4 Mutanten 

gefunden werden (dus8-11; s.u.), welche die durch postembryonale let-413(RNAi) 

S

u

(Abb.27). 

Die ebnisse des Screens sind in Tab.7 zur Übersicht zusamm

Mut nese von ca. 5000 haploiden Genomen (ca. 2500 L4er) wurden in etwa 

 134 fertile Tiere vereinzelt um die

 zu erhalten, die zunächst n

ensitivität geprüft wurden. Ein

ryonaler mklp-1(RNAi) im H

like pr tein“ oder auch zen-4 „zygotic epidermal enclosure defective“ genannt) führ

1998). Bei 

mklp-1(RNAi)

em Kontroll-

 Nachkommen produzierten. 

n wurden 8 Linien aussortiert, da diese

Von den verbliebenen 126 

Linien konnten 42 potentielle Kandidaten ni

Tiere Letalität zeigten. Wie diese Letalität zu S

Ursachen haben. So ist es möglich, dass d

w

e

verbliebenen Linien wiederholt auf let-413(RNAi)

uf Fertilität hin untersuc wurden, konnten die 

let-413(RN nicht 

t konnt

induzierten Defekte in der Spermatheka retten konnten.  
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Abb. 27: Übersicht und Zeitplan des EMS-Mutagenese Screens. 

Mindestens n werden S behan  F2 zeig omozyg2500 L4-Larve mit EM delt. Die t dann h ote Mutanten. 

Daher werden mindestens 6000 F2 Embryonen auf let-413(RNAi) Platten verteilt und nach Fertilität 

hin untersucht. Fert rden t, um or Lin lten. ien ile Tiere we  vereinzel  Suppress ien zu erha  Diese Lin

müssen sch  a nsitivität hin überprüft m RN  als u nte ließlich uf RNAi-Se  werden, u Ai-Mutanten ninteressa

Kandidaten lie nnen. n des t demnach folgende s: aussch ßen zu kö Der Zeitpla  Screens sieh rmaßen au

Tag 1: - D se n fi tion T füie Mutagene von L4-Larve ndet im Reak sgefäß bei R r 4 h statt. 

- D ier erd i RT latteie mutagenis ten Würmer w en für 2 h be  auf große P n gesetzt. 

- I s we 10- rt 6 h z er m Anschlus rden jeweils 15 mutagenisie e Tiere für ur Ablage d

E F1 roße tzt ( 5 °Cmbryonen (= ) auf neue g  Platten gese Haltung bei 2 ). 

Tag 4: - D atio nd F2 zu n. ie F1 Gener n wird adult u beginnt die  produziere

- D 1 T h ge -Lar ene n ie adulten F iere und frisc schlüpfte L1 ven der F2 G ration werde

von den Platten wa ss nur n ryon ckbleiben. schen, so da och Emb en zurü

Tag 5: - Die F2 La n werden a (RNAirve uf let-413 ) Fütterungsplatten verteilt. 

Tag 7-8: - Die atten na ch ei fertile TieRNAi Pl ch fertilen Tieren durchsu en und dab re auf 

kleinen Platten vereinzeln (#Screen-Linien). 

Tag 9: - J -Lar er erhalten nien auf 2 rpla pl-eweils 5 L4 ven d en Li 4er Mikrotite tten mit mk

1 ütter akterien . Dabei eite Reihe der (RNAi) F ungsb setzen jede zw

Mikrotiterplatten frei lassen. 

Tag 10: - D Tiere Screen Lin d den Mikrotiterplatten auf rei ie adulten  der # ien au  die zuvor f

g elde msetzeelassenen F r frisch u n.  

Tag 11: - Die Mikrotiterplatten werden im k auf RNAi Sensitivität du .h. Hinblic rchsucht, d

# , die lebensfähige onen prod en Screen Linien Embry uzieren, werd verworfen. 

Ab Tag 12: - I  dar det die Auf der #Scree die ng m Anschluss an fin zucht n Linien und Wiederholu

des Screens bei unterschiedlichen eraturen s
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Eine Linie fiel zunächst im Screen als let-413(RNAi) verstärkende Mutante auf. Auch 

s nicht gezielt nach „enhancer“ Mutanten gesucht wurde, wenn während des Screen

wurden jedoch 4 Linien, deren Spermatheken sehr stark geschädigt aussahen, 

gefunden. Diese Linien wurden ohne weitere Untersuchungen eingefroren, um ggf. 

später mit diesen zu arbeiten. Eine dieser verstärkenden Linien zeigte jedoch bei 

niedrigen Temperaturen eine gute Rettung des let-413(RNAi) Phänotyps.  

 

 

Zusammenfassung der Ergebnisse des let-413(RNAi) Suppressor Screens 

P0 Mutagenese von ca. 2500 Hermaphroditen (5000 Genomen) 

Ca. 6000 F2 Hermaphroditen wurden nach postembryonaler let-413(RNAi) auf 

Fertilität hin untersucht 

134 #Screen Linien wurden vereinzelt 

F2 

8 #Screen Linien zeigten RNAi 

Insensitivität nach mklp-1(RNAi) 

42 #Screen Linien waren letal 

Die verbliebenen 84 #Screen Linien wurden erneut nach let-413(RNAi) auf Fertilität 

hin getestet 

F3/F4 

4 potentielle 

Suppressoren 

3 potentielle 

„Enhancer“ 

77 #Screen Linie konnten die Supprimierung 

des let-413(

repro

RNAi) Phänotyps nicht 

duzieren 

  

Tab. 7: Zusammenfassung der Ergebnisse des Screens.

Siehe dazu auch die detailierte Tabelle im Anhang. 

 

 

Umbenennung der gefundenen Suppressor-Linien 

Bezeichnung im Screen Spätere Bezeichnung

#79  dus8

#82  dus9

#28 dus10

#44 dus11

Tab. 8: Allelbezeichnung der gefundenen Suppressor Linien. 

Die vier gefundenen Linien aus dem Pilot let-413-Suppressor Screen wurden mit dus8-11 als 

Allelbezeichnungen unbenannt, um eine Verwechslung mit Linien aus anderen Screens zu vermeiden.
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Um die Stärke der Suppression quantitativ im Embryo zu untersuchen, wurden die 

Linien zunächst auf 18 °C gehalten und herangezogen. Die RNAi Experimente 

 die Stämme dus8 und dus9 im Vergleich zu dus10 und 

 als die Mutante mit der 

esten Suppression verschiedener epithelialer Defekte heraus (s. Tab.9 dus11). Das 

wurden dann, nachdem die L4-Hermaphroditen auf die RNAi Fütterungsplatten 

gesetzt wurden, auf 18 °C weiter gehalten, bzw. auf 15 °C oder 25 °C umgesetzt. 

Damit sollte herausgefunden werden, ob die Stärke der Suppression 

temperaturabhängig ist. So kann eine phänotypische Ausprägung eine 

Temperaturabhängigkeit zeigen, z.B. wenn ein Prozess eher Defekte zeigt, wenn er 

durch eine höhere Temperatur schneller abläuft. Demnach kann auch ein 

Rettungseffekt bei verschiedenen Temperaturen unterschiedlich stark wirken.  

Die gefundenen Suppressoren sollten im Hinblick auf die Suppression anderer 

epithelialer Defekte getestet werden. Daher wurde untersucht ob let-413, dlg-1, hmp-

1, par-3 und par-6 RNAi gerettet werden können. Um die potentiellen Suppressoren 

im Hinblick auf die RNAi Sensitivität zu prüfen, wurden mklp-1 und cyb-3 gewählt, da 

beide im Wildtyp einen starken embryonal letalen Phänotyp zeigen. CYB-3 ist ein 

Cyklin B und für die korrekte Trennung der Schwesterchromatiden bei der Mitose 

verantwortlich (van den Heuvel, 2005). 

Die Ergebnisse der RNAi Experimente bei unterschiedlichen Temperaturen sind in 

Tab.9 aufgeführt. Dabei stellte sich heraus, dass die Suppression der let-413 und 

dlg-1 Phänotypen durch

dus11 um ein Vielfaches geringer war, sodass nur die beiden letzteren Stämme auch 

gegen hmp-1, par-3 und par-6 getestet wurden. Es bleibt festzuhalten, dass die 

Temperatur eine Auswirkung auf die Rettung hat. So konnte für jede Linie und für 

jedes ausgeschaltete Gen die Temperatur gefunden werden, bei der die Rettung am 

stärksten ausgeprägt wird. Bei den RNAi Experimenten, in denen der induzierte 

Phänotyp supprimiert werden kann, zeigen die Stämme bei 18 °C die stärkste 

Suppression (s. Tab.9). Erstaunlicherweise ist es in dus10 und dus11 auch möglich, 

die par-3 und par-6(RNAi) Phänotypen zu retten. Da in dus10 nach cyb-3(RNAi) nicht 

die erwartete Letalität auftrat, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Mutante 

eine temperaturabhängige RNAi Insensitivität aufweist (s. Diskussion).  

Die Linie, die im Screen zunächst durch eine let-413(RNAi) Phänotyp-Verstärkung 

bei 25 °C aufgefallen ist, stellt sich nach weiteren Analysen

b

könnte darauf hindeuten, dass der Suppressor bei 25 °C nicht wirkt. 
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Linien von 18 °C Letalität % (n) 

RNAi Temp. N2 dus8 dus9 dus10 dus11

Kontrolle 25 °C 0,0 (1561) 0,0 (320) 1,1 (417) 0,1 (1134) 6,3 (986) 

 18 °C 0,0 (1572) 0,0 (456) 0,0 (519) 0,8 (1066) 0,0 (751) 

 15 °C 0,0 (320) 0,0 (360) 0,6 (717) 1,1 (417) 1,4 (163) 

let-413 25 °C 100,0 (851) 100,0 (571) 100,0 (707) 66,4 (630) 100,0 (1255) 

18 °C 99,5 (1787) 99,4 (1366) 87,8 (1465) 25,4 (1715) 63,3 (1798) 

15 °C 97,8 (904) 100,0 (880) 98,3 (1134) 55,0 (749) 76,2 (486) 

dlg-1 25 °C 98,4 (1193) 92,8 (432) 100,0 (251) 99,9 (1094) 100,0 (1101) 

18 °C 97,5 (1365) 100,0 (688) 90,5 (718) 1,4 (1643) 48,3 (1474) 

15 °C 99,9 (1300) 99,5 (402) 97,1 (307) 13,6 (1396) 76,3 (1227) 

hmp-1 25 °C 93,7 (538) 96,6 (261) 82,3 (277) 4,5 (490) 96,9 (583) 

18 °C 96,9 (1058) 100,0 (270) 100,0 (315) 65,0 (448) 47,4 (389) 

15 °C 98,5 (607) 100,0 (144) 100,0 (315) 46,3 (142) 50,8 (100) 

par-6 25 °C 98,7 (456  ) n. d. n. d. 83,5 (682) 39,9 (351) 

18 °C 99,6 (516) n. d. n. d. 48,9 (266) 5,3 (196) 

15 °C 100,0 (385) n. d. n. d. 63,0 (438) 72,1 (414) 

par-3 25 °C 99,9 (915) n. d. n. d. 80,2 (614) 29,1 (231) 

18 °C 100,0 (944) n. d. n. d. 29,6 (1039) 31,4 (635) 

15 °C 96,1 (550) n. d. n. d. 53,2 (660) 36,9 (376) 

cyb-3 25 °C 100,0 (1710) n. d. n. d. 98,2 (1387) 100,0 (634) 

18 °C 97,4 (1485) n. d. n. d. 56,9 (1503) 95,0 (960) 

15 °C 94,5 (1218) n. d. n. d. 46,5 (994) 100,0 (992) 

mklp-1 25 °C 100,0 (1163) 100,0 (325) 100,0 (332) 100,0 (424) 100,0 (414) 

18 °C 100,0 (1025) 100,0 (477) 100,0 (481) 100,0 (889) 100,0 (780) 

15 °C 100,0 (708) 100,0 (527) 100,0 (282) 94,0 (947) 100,0 (627) 

 

Tab. 9: Quantitative Auswertung der Suppression verschiedener RNAi Phänotypen in 

Abhängigkeit von der Temperatur. 

Die Linien wurden bei 18 °C gehalten und gezüchtet. Mit Beginn des Experiments wurden die RNAi 

Fütterungsplatten dann entweder auf 18 °C weiter gehalten oder auf 15, bzw. 25 °C umgestellt 

(=Temperaturshift). 
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3 Diskussion 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die postembryonale Funktion von let-413 und dlg-1 

in der Spermatheka untersucht. Dabei wurde die Spermatheka als Modellsystem für 

die Untersuchung der Epithelentwicklung etabliert, wodurch neue Erkenntnisse über 

a

f

odellsystem für die Untersuchung der 

NAi) induziert wird, ein leicht 

die Epithelentwicklung gewonnen werden konnten (Teil I Diskussion). So war 

erstmalig möglich in vivo einen Einfluss des IP3/Ca2+ Signalwegs uf die Entwicklung 

der interzellulären Kontaktstrukturen in Epithelzellen von C. elegans nachzuweisen. 

Durch eine putative Erhöhung der intrazellulären IP3/Ca2+ Konzentration ist es 

möglich epitheliale Defekte, die durch let-413 und dlg-1 RNAi induziert werden zu 

retten (Teil II Diskussion). In Teil III der Diskussion werden denkbare IP3/Ca2+ 

Effektoren und ein mögliches Arbeitsmodell erörtert (Abb.28). Um den molekularen 

Wirkmechanismus der let-413 und dlg-1 Genfunktion endgültig aufzuklären, wurde im 

Rahmen dieser Arbeit ein let-413 Suppressor Screen durchge ührt, dessen 

Ergebnisse in Teil IV diskutiert werden. 

 

3.1 Die Spermatheka als M

Epithelentwicklung in C. elegans

 

Die Spermatheka ist ein exzellentes Modellsystem für die Analyse der 

Epithelentwicklung und bietet gegenüber dem embryonal etablierten Darmepithel 

entscheidende Vorteile. So ist durch postembryonale RNAi die explizite 

Untersuchung von Genfunktionen während der Epithelentwicklung der Spermatheka 

möglich, selbst wenn das Gen früh während der Embryonalentwicklung eine 

essentielle Rolle spielt (Aono et al., 2004; Pilipiuk et al., 2009). Darüber hinaus ist die 

Dokumentation der Spermatheka mittels Fluoreszenzmarker in vivo möglich, ohne 

das zu untersuchende Tier durch die Präparation fixieren zu müssen (Abb.7). Die 

Etablierung der Spermatheka als Modellsystem ermöglichte einen einfachen 

Mutagenese Screen, bei dem Suppressoren der let-413 Genfunktion identifiziert 

wurden, da Sterilität, wie sie durch let-413(R

identifizierbarer Marker darstellt, der mit Hilfe eines Binokulars schnell zu erkennen 

ist. Somit war es möglich im Laufe eines Tages ca. 6000 adulte let-413(RNAi)
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Hermaphroditen nach Suppression der Sterilitätsdefekte zu durchsuchen, da die 

fertilen Tiere schnell gefunden und vereinzelt werden konnten (s. Abs. 3.4.). 

Ein postembryonaler Funktionsverlust von let-413 und dlg-1 interferiert nicht mit der 

Zellpolarität in embryonal angelegten Epithelien, wie Darm, Pharynx oder 

raus ergibt sich ein einfaches Model in dem LET-413 für die 

okalisierung von PAR-3 und DLG-1 und damit auch für die von AJM-1 zuständig ist.  

enntnisse zu den grundlegenden 

Hypodermis (s. 2.1.1). Lediglich in larval etablierten Epithelien, wie z.B. in der 

Spermatheka, dem Uterus und der Vulva, sind nach postembryonaler let-413 und 

dlg-1 RNAi Defekte zu beobachten, wobei jedoch auf die zuletzt genannten 

Epithelien, im Rahmen dieser Arbeit nicht näher eingegangen wurde. So sind in let-

413(RNAi) Spermatheken laterale Zell-Kontakte nicht mehr als elektronendichte 

Strukturen auf Elektronen-mikroskopischer Ebene zu detektieren (Abb.17). Nach let-

413(RNAi) ist sowohl der DAC als auch PAR-3 in der Spermatheka fehllokalisiert 

(Abb.14F-H). Dagegen interferiert dlg-1(RNAi) nicht mit der korrekten PAR-3 

Lokalisation an der apikalen Membran, führt jedoch zu einer Fehllokalisierung von 

AJM-1 (Abb.14K,L). Da

L

Somit sind die Erkenntnisse die durch die induzierten let-413 und dlg-1 RNAi 

Phänotypen in der Spermatheka gewonnen wurden, konform mit dem was aus 

embryonalen Epithelien bekannt ist, was die Eignung der Spermatheka als 

Modellsystem bestätigt. 

In anderen Modellorganismen, wie Drosophila, wurden Erkenntnisse, die im Hinblick 

auf die Epithelentwicklung im Embryo gewonnen wurden, in postembryonal 

etablierten Epithelien ebenfalls bestätigt und durch weiterführende Analysen, wie z.B. 

durch Funktionsanalysen des Crumbs-Komplex in den Photorezeptorzellen, 

differenzierter aufgeklärt (Bulgakova und Knust, 2009; Bazellieres et al., 2009; 

Berger et al., 2007). Auch die Untersuchung der planaren Zellpolarität erfolgt sowohl 

in embryonalen Epithelien, z.B. bei der Entwicklung des Neuralrohrs im Zebrafisch, 

als auch in postembryonalen Geweben und Organen, wie z.B. Flügel und Ovarien 

von Drosophila (Wu und Mlodzik, 2009; Viktorinová et al., 2009; Jenny und Mlodzik, 

2006). Daher sind Untersuchungen der Epithelentwicklung in der larval etablierten 

Spermatheka von C. elegans exzellent um neue Erk

Wirkmechanismen bei der CeAJ Entwicklung zu gewinnen. 

 

Es war jedoch nicht möglich in der Spermatheka Defekte durch postembryonale let-

413 und dlg-1 RNAi zu verursachen, wenn die Spermatheka bereits entwickelt war. 
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Die RNAi musste spätestens im L3-Larvenstadium einsetzen, damit Polaritätsdefekte 

in der Spermatheka sichtbar wurden (Daten nicht gezeigt). Demnach spielt die 

Genfunktion von let-413 und dlg-1 nur während der Etablierung der CeAJ eine 

essentielle Rolle, denn danach scheint ein Funktionsverlust von let-413 und dlg-1 

eine junktionalen Defekte zu verursachen. Dies deutet auf andere, zum Teil 

rten epithelialen 

 

szugewinn-Mutation in itr-1(gof, sy290) zeigt 

ine erhöhte IP3 Bindungsaffinität, was dazu führt, dass der Rezeptor konstitutiv aktiv 

t und mehr Ca2+ ausschüttet (Clandinin et al., 1998; Walker et al., 2002). Somit 

haben beide Mutanten eine putative Erhöhung der IP3/Ca2+ Konzentration zu Folge, 

k

redundant, wirkende Systeme hin, die für die Aufrechterhaltung der Zellpolarität 

zuständig sind. 

Diese Systeme könnten den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge, durch einen IP3/Ca2+ 

Signalweg beinflusst werden, denn sowohl die embryonalen, als auch die 

postembryonalen let-413 und dlg-1 RNAi Phänotypen lassen sich durch Mutationen 

in den ipp-5 und itr-1 Genen, welche mutmaßlich die IP3/Ca2+ Konzentration erhöhen, 

abschwächen und sogar retten.  

 

3.2 Kompensation let-413 und dlg-1 RNAi induzierter Defekte

durch IP3/Ca2+ Signale 

 

Die Analyse des EGF-Signalweges, der die Ovulation mittels IP3/Ca2+ Signale 

steuert, deckte die Supprimierung der let-413 und dlg-1 RNAi induzie

Phänotypen auf. Die Signalkaskade führt zu einer Hydrolyse von PIP2 durch eine 

Phospholipase C (PLC) zu zytosolisches IP3 und DAG. Der sekundäre 

Signalvermittler IP3 bindet dann an den 1,4,5-Triphosphat Rezeptor (IP3R; ITR-1) 

wodurch eine Ca2+ Ausschüttung aus dem ER erfolgt und die nötigen Kontraktionen 

stimuliert (s. Abb.6; Bui und Sternberg, 2002; Clandinin et al., 1998; Yin et al., 2004). 

Es konnte festgestellt werden, dass eine Funktionsverlust Mutation in ipp-5(lof) und 

ein Funktionszugewinn-Mutation in itr-1(gof) die durch let-413 und dlg-1 RNAi

induzierten Phänotypen supprimieren. IPP-5 ist eine Typ I 5-Phosphatase und 

dephosphoryliert IP3 zu IP2 und wirkt somit antagonistisch in dem Signalweg. 

Dadurch kommt es zu hyperaktiven Kontraktionen bei der Ovulation, wodurch zwei 

Oozyten gleichzeitig in die Spermatheka gelangen. Dies wird wahrscheinlich durch 

eine Erhöhung der IP3/Ca2+ Konzentration verursacht (Bui und Sternberg, 2002; 

Clandinin et al., 1998). Eine Funktion

e

is
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welch

RNAi Phänotypen in der Spermatheka und überraschender Weise in embryonalen 

pithelien ist, denn bisher gab es keinen Hinweis auf eine Beteiligung des LIN-

it einem dlg-1 Phänotyp haben (s. Abs. 2.3; Abb.26). 

o erfolgt wahrscheinlich 

e wahrscheinlich ursächlich für die beobachtbare Rettung der let-413 und dlg-1

E

3/EGF–LET-23/EGFR Signalwegs bei der Etablierung der CeAJ (Aroian et al., 1990; 

Clandinin et al., 1998; Kaech et al., 1998; Simske et al., 1996).  

Durch weitere Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass nach 

Funktionsverlust der ncx- und mca-Gene, welche für Na+/Ca2+ Austauscher und 

membranständige Ca2+-ATPasen kodieren und somit eine regulatorische Funktion für 

die Ca2+ Konzentration in den Zellen ausüben (Ruknudin und Lakatta, 2007; 

Bednarek et al., 2007), ebenfalls den let-413(RNAi) Phänotyp im Embryo retten (O. 

Bossinger, persönliche Mitteilung). Im Gegensatz dazu, führt eine Verringerung der 

IP3/Ca2+ Konzentration durch itr-1(RNAi) und Zugabe von EGTA zu junktionalen 

Defekten, die Ähnlichkeit m

Somit kann wahrscheinlich davon ausgegangen werden, dass IP3/Ca2+ Signale nativ 

in epithelialen Zellen vorkommen und beim Prozess der CeAJ Entwicklung beteiligt 

sind (s.u. Abs.3.3). Folglich ist es möglich, dass ipp-5(lof) und itr-1(gof) Mutanten, auf 

diese nativen IP3/Ca2+ Signale Einfluss nehmen, und somit auch die embryonalen let-

413(RNAi) Phänotyp supprimieren. 

Oszillierende Ca2+ Signale sind in unzähligen Zelltypen zu beobachten. Dabei wird 

auf einmal eine größere Menge Ca2+ aus intrazellulären Speichern entlassen (z.B. 

vom ER) und über Transporter wieder in die Speicher oder in den interzellulären 

Raum gebracht (Berridge et al., 2003). Obwohl es bisher nicht möglich war, diesen 

plötzlichen Ca2+ Anstieg in der Spermatheka zu messen, s

ein plötzlicher Konzentrationsanstieg des zytoplasmatischen Ca2+ vor jeder 

Relaxierung der distalen Spermathekazellen, welche hervorgerufen wird, durch die 

Aktivierung von PLC-1 durch die LIN-3/LET-23 abhängigen Signalkaskade (Yin et al., 

2004). Dieser plötzliche Konzentrationsanstieg ist auch bei anderen biologischen 

Prozessen, z.B. beim Defäkations-Zyklus des Hinterdarms oder bei 

Pumpbewegungen des Pharynx, zu beobachten und konnte teilweise durch „patch 

clamp“ Methoden sichtbar gemacht werden (Peters et al., 2007; Estevez et al., 2003; 

Espelt et al., 2005; Teramoto und Iwasaki, 2006).  

Das ITR-1 Protein wird stark im Embryo exprimiert und reguliert mittels 

intrazellulärerer Ca2+ Ausschüttungen die epidermalen Zellbewegungen beim 

ventralen Schluss während der Embryogenese (Thomas-Virnig et al., 2004). Jedoch 
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war es bisher im C. elegans Embryo nicht möglich die Ca2+ Dynamik sichtbar zu 

machen, weil der Prozess im Embryo vermutlich einen langsamen 

Konzentrationsanstieg beinhaltet, da morphogenetische Bewegungen der 

Hypodermiszellen keine plötzlichen Kontraktionen oder Pumpbewegungen bedarf.  

Ein Modell, das die Rettung durch eine putative Erhöhung der IP3/Ca2+ Konzentration 

 beim C.

erklärt, muss folgende Ergebnisse und Beobachtungen dieser Arbeit berücksichtigen. 

Es war zum einen nicht möglich eine let-413 Nullmutante zu retten (Abb.23D, Tab.5). 

Lediglich nach einem Funktionsverlust von LET-413 der durch RNAi vermittelt wird, 

kann eine Rettung in der ipp-5 Mutante stattfinden. Da durch RNAi noch kleinste 

Mengen Protein exprimiert werden (s. Abs. 2.1.1; Abb.7A’’;B’’; Ahringer, 2006), ist es 

möglich, dass genau diese Mengen des jeweiligen Proteins ausreichen um mit Hilfe 

der putativen IP3/Ca2+ Konzentrationserhöhung die beobachtete Rettung zu 

ermöglichen. Es gilt noch zu prüfen, ob eine dlg-1 Nullmutante durch ipp-5(sy605) 

gerettet werden kann. 

 

Im Drosophila Embryo ist die Bildung der Zonula adherens ein Prozess, der in zwei 

Schritten erfolgt und somit mit der CeAJ Entwicklung in C. elegans vergleichbar. 

Zunächst akkumulieren apikale Proteine in Aggregaten in einem punktierten Muster 

an der apikalen Membran. Dabei wird in Drosophila die Funktion von baz/par-3, 

aPKC/pkc-3 und arm/"-Catenin benötigt, um zunächst eine unreife „spot adherens 

junction“ zu formen. Der Stardust Komplex wirkt dabei redundant, um die „adherens

junctions“ apikal zu lokalisieren (Cox et al., 1996; Müller und Wieschaus, 1996; 

Tanentzapf und Tepass, 2003; Wodarz et al., 2000). Dieser erste Schritt ist 

wahrscheinlich abhängig vom Mikrotubuli (MT) Zytoskelett, denn das Wachstum der 

MT-Plusenden in das Zytoplasma ist wahrscheinlich notwendig, um das MT-

Zytoskelett entlang der lateralen Membrandomänen aufzubauen, welches dann 

Lipide und Proteine zwecks Bildung der Zellmembran und der anfänglichen apikalen 

Positionierung von “adherens junctions” nach apikal transportieren (Harris und Peifer, 

2005; Lecuit und Wieschaus, 2000; Papoulas et al., 2005). Dies wird auch

elegans Darmepithel postuliert (Leung et al., 1999). 

In einem zweiten Schritt der junktionalen Reifung kommt es dann zur 

Zusammenfügung der „spot adherens junction“, wodurch eine reife, kontinuierliche 

Zonula adherens entsteht. Für diesen zweiten Schritt ist in Drosophila eine 

Umorganisierung des Aktinzytoskeletts durch CDC-42, PAR-6 und aPKC, jedoch 
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nicht PAR-3 notwendig (Georgiou et al., 2008). Auch in Säugerzellen konnte 

festgestellt werden, dass der zweite Schritt der junktionalen Reifung eine 

Umorganisation des Aktins benötigt, welche durch kleinen GTPasen wie Rac und 

CDC-42 vermittelt wird (Akhtar und Hotchin 2001; Izumi et al., 2004).  

 

In C. elegans let-413(RNAi) Tieren gelangen die apikalen Proteine verspätet zur 

apikalen Membran (Köppen et al., 2001; Segbert et al., 2004) und diesen Phänotyp 

zeigt die ipp-5(lof) Mutante nach Funktionsverlust von let-413 ebenfalls (Abb.23I). 

Erst im zweiten Schritt der junktionalen Reifung, in dem die punktuell akkumulierten 

Proteine sich zu einem kontinuierlichen Gürtel um den Apex der Zellen formen und 

daraus eine elektronendichte Struktur entsteht (Legouis et al., 2000; McMahon et al., 

2001), sind in der ipp-5 Mutante Unterschiede zu Erkennen, die zur Rettung der 

Letalität führt. Während im N2 let-413(RNAi) Embryo DLG-1 ein diskontinuierliches 

Muster zeigt und nach basolateral disloziert, so entsteht in vielen ipp-5 Tieren ein 

verbessertes, kontinuierliches junktionales Muster (Abb.23). Da die apikalen Proteine 

im wildtypischen Hintergrund nach Funktionsverlust von let-413 zur lateralen 

Membrandomäne fehllokalsieren, scheint LET-413 eine wichtige Funktion bei der 

Aufrechterhaltung der apikalen Protein Lokalisation im Embryo auszuüben 

(Bossinger et al., 2001; Köppen et al., 2001; McMahon et al., 2001). 

In dlg-1(RNAi) Embryonen erscheint das AJM-1 Muster in frühen 

Morphogenesestadien stark punktiert (Bossinger et al., 2001; McMahon et al., 2001) 

und besitzt größere Abstände als in let-413(RNAi) Embryonen. Nach einem 

gleichzeitigen Funktionsverlust von let-413/dlg-1 ist die punktuelle AJM-1 Verteilung 

 

noch stärker reduziert (Segbert et al., 2004). Es ist also davon auszugehen, dass 

DLG-1 essentiell für die „Verschmelzung“ der junktionalen Aggregate zu einer 

kontinuierlichen CeAJ und somit für den zweiten Schritt der junktionalen Reifung ist.  

Dadurch, dass die „frühen“ let-413 und dlg-1 RNAi Phänotypen in einem ipp-5 

mutanten Hintergrund nicht verbessert werden, und lediglich beim zweiten Schritt der 

CeAJ Entwicklung eine Verbesserung der junktionalen Muster zu beobachten ist, 

scheint das System, welches durch IP3/Ca2+ positiv beeinflusst wird, erst zu diesem 

Zeitpunkt wirksam zu werden und DLG-1 bei der Funktionsausübung während der 

junktionalen Reifung zu unterstützen.  
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3.3 Der Einfluss von Inositolphosphaten, Phospholipiden und Ca2+ auf die

Zellpolarität

 
Inositolphosphate und Phosphoinositide spielen eine wichtige Rolle als 

Signalvermittler in der Signaltransduktion und bei der Regulation von vielzähligen 

zellulären Prozessen wie Fertilisation, Proliferation, Kontraktionen, Vesikeltransport, 

Ca2+ Stoffwechsel, Endo- und Exozytose und der Organisation des Zytoskeletts 

(Berridge, 2008). Durch die vielfältigen Möglichkeiten der Phosphorylierung des 

Inositols eignet es sich als eine geeignete Grundsubstanz zur Vermittlung von 

verschiedenen Signalvorgängen. Aus diesem Grund, ist die endgültige Aufklärung 

des Moleküls, welches mit Hilfe von IP3/Ca2+ die Rettung des let-413(RNAi) 

Phänotyp vermittelt, schwierig, denn Eingriffe in der IP3/Ca2+ Konzentration können 

viele Defekte verursachen.  

Es gibt jedoch Hinweise, dass z.B. eine lokale Ca2+ Ausschüttung aus dem ER eine 

mechanistische Funktion in Epithelzellen ausüben kann. So lokalisiert der IP3 

r et al., 2004). Von diesem Protein 

t bekannt, dass es an das G-Protein Ras bindet (Sieburth et al., 1998). Mutationen 

 LET-60/Ras führen in C. elegans nicht zu junktionalen Defekten sondern zeigen 

Änderungen bezüglich der Spezifikation des Zellschicksals (Sternberg und Han, 

Rezeptor in polarisierten MDCK Zellen am Apex der lateralen Membrandomäne 

zusammen mit Markern der „tight junctions“, ZO-1 und Occludin (Colosetti et al., 

2003). In C. elegans interagiert ITR-1 während dem Prozess der epithelialen 

Polarisierung mit dem nicht-Muskel Myosin NMY-2 nahe der apikalen 

Plasmamembran, was auf eine gezielte lokale Ausschüttung von Ca2+ hindeutet 

(Walker et al., 2002; Thomas-Virnig et al., 2004), da Ca2+ nur begrenzt im 

Zytoplasma diffundieren kann (Kasai und Petersen, 1994). Demnach könnten sich 

potentielle Effektoren nahe der zu bildenen CeAJ befinden.  

Nach let-413(RNAi) sind signifikant viele vesikuläre Strukturen im Zytoplasma der 

Spermathekazellen zu beobachten (Abb.17). Dies könnte ein Hinweis sein, dass der 

gerichtete Transport gestört ist. Der gerichtete vesikuläre Transport von 

membranständigen Proteinen ist unabdingbar für die Aufrechterhaltung der 

Zellpolarität. (Balla et al., 2009; Nejsum und Nelson 2009). Die N-terminale Leucin-

reiche Domäne von LET-413/Scribble, die seine basolaterale Lokalisation sowohl in 

C. elegans als auch in Drosophila vermittelt, zeigt eine starke Homologie zu jener im 

SUR-8/SOC-2 Protein (Legouis et al., 2003; Zeitle

is

in
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1998). Da im let-413 Hintergrund jedoch keine diesbezüglichen Transformationen zu 

beobachten sind, wurde eine Interaktion von LET-413 mit anderen Mitgliedern aus 

der Familie der kleinen GTPasen (z.B. Rho, Rac, Cdc42 oder der Rab GTPase) 

postuliert, deren Aufgabe darin bestehen könnte, das Zytoskelett und/oder den 

Vesikeltransport zu polarisieren (Jordens et al., 2005; Legouis et al., 2000).  

Es gibt Hinweise, dass Proteine, die für die Zellpolarität zuständig sind, abhängig von 

der Anzahl der Phosphorylierungen (Wertigkeiten) der membranständigen 

Phosphatidyl-Inositolphosphate lokalisiert werden, indem der vesikuläre Transport 

beeinflusst wird. Das Phosphatase und Tensin Homolog (PTEN) ist wie DLG-1 ein 

Tumor Suppressor Gen und in anderen Systemen wichtig für die Zellpolarität. PTEN 

ylinositol 3-Kinase (PI3K) Signalkaskade, in dem es das 

3

ormal (Georgiou et al., 2008). In diesem Zusammenhang konnte festgestellt 

reguliert die Phosphatid

Produkt (3,4,5)-Trisphosphat (PIP3) zu Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate (PIP2) 

dephosphoryliert (Rossi und Weissman, 2006). Die Konzentrationen der 

verschiedenen Wertigkeiten der Phosphoinositide legen ein Grundgerüst für die 

Membranpolarität fest, indem PIP2 die apikale und PIP  die basolaterale 

Membrandomäne determiniert (Martin-Belmonte und Mostov, 2007; Martin-Belmonte 

2007; Wu et al., 2007; Schill und Anderson, 2009). Interessanterweise konnte 

kürzlich in einem künstlichen Lipid-System gezeigt werden, dass die Zugabe geringer 

Ca2+ Mengen die Organisation des PIP2 verändert (Levental et al., 2009). Abhängig 

von der Lokalisation der verschiedenen Phosphoinositide wird z.B. in Drosophila 

CDC-42 oder PAR-3 lokalisiert (Lee und Vasioukhin, 2008; Wu et al., 2007). Es 

konnte bereits gezeigt werden, dass die zweite PDZ Bindedomäne von PAR-3 mit 

Inositolphosphaten und die dritte PDZ Bindedomäne mit PTEN interagiert (Wu et al., 

2007). Dudurch sind PI3K und PTEN in anderen Systemen wie z.B. Drosophila an 

der apiko-basalen Polarität beteiligt (Pinal et al., 2006; von Stein et al., 2005). 

Allerdings wird dem C. elegans Homolog von PTEN (daf-18; „abnormal dauer 

formation“) bisher nur eine Funktion bei dem Insulin-ähnlichen Signalweg 

zugesprochen, der u. a. für die Dauerlarven-Entwicklung zuständig ist (Gil et al., 

1999; Mihaylova et al., 1999; Ogg und Ruvkun, 1998; Rouault et al., 1999). 

In Drosophila wird durch PTEN die GTPase CDC-42 lokalisiert, welche wiederum die 

Proteine PAR-6 und aPKC rekrutiert. Die Zellen zeigen bei einem Funktionsverlust 

von CDC-42 eine verkleinerte apikale Membrandomäne und eine punktierte 

Akkumulation vom E-cadherin und PAR-3. Basolaterale Proteine lokalisieren jedoch 

n
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werden, dass eine Blockierung der cdc-42 Funktion die Lokalisierung von PAR-6 

stört und dadurch auch die Endozytose von E-cadherin hindert (Leibfried et al., 

2008). Im C. elegans Embryo konnte ebenfalls gezeigt werden, dass eine gezielte 

Protein-Degradation der maternalen als auch der zygotische Funktion von PAR-6 

) vor dem Einsetzen der epithelialen Polarisierung, zu einer uniformen 

erteilung von PKC-3 im Zytoplasma und zu Defekten bei der Zell-Zelladhäsion führt 

(Toton

demonstrieren so, dass die PAR-6 Funktion und die asymmetrische Verteilung der 

KC-3 keine generelle Voraussetzung für die Polarisierung der Epithelzellen sind. 

dlung einer 

ie vesikuläre 

(par-6M/Z

V

g et al., 2007). Die Proteine der CeAJ lokalisieren dennoch apikal und 

P

Jedoch zeigen die Proteine HMP-1/!-catenin, HMR-1/E-cadherin und DLG-1 auf 

Immunfluoreszenz-Ebene keinen kontinuierlichen Gürtel um den Apex der Zellen. 

Dieser scheint stattdessen fragmentiert und zeigt deutliche Ähnlichkeit zum Phänotyp 

in let-413 und dlg-1 Embryonen. Somit ist die Lokalisierung von PAR-6 wichtig für die 

vesikuläre Anlieferung des E-Cadherins und damit für den zweiten Schritt der 

junktionalen Reifung. Sowohl der konservierte PAR-3–PAR-6–PKC-3 Komplex (PPC) 

als auch LET-413 und DLG-1 sind essentiell für die Umwan

diskontinuierlichen „spot adherens junction“ in eine kontinuierliche Zonula adherens. 

Da die Rettung des punktierten junktionalen Musters in der ipp-5 Mutante nur den 

zweiten Schritt der CeAJ Reifung beeinflusst, könnte die Rettung über PAR-6, bzw. 

dem (PPC) vermittelt werden, was zu dem in Abb.28 gezeigten Modell führt. Dieses 

erklärt das Zusammen- und Wechselspiel der zum Teil redundant wirkenden 

Komplexe (DAC, PPC und CCC) und wie Ca2+ putativ auf die Zelladhäsion wirken 

kann. 

Jedoch scheint ein Gleichgewicht zwischen dem PPC und dem DAC bestehen zu 

müssen, denn eine Überexpression einer dominant negativen Form der aPKC oder 

PAR-3 blockiert ebenfalls die Reifung der punktierten zu einer kontinuierlichen 

„adherens junction“ in Drosophila und in Vertebraten Zellkultur (Mizuno et al., 2003; 

Suzuki et al., 2002). In einem Screen in C. elegans bei dem Polaritätsgene im 

Hinblick auf den vesikulären Transport untersucht wurden, konnte CDC-42, PAR-6 

und PKC-3 bereits eine Funktion für die Aktin-abhängige Endozytose nachgewiesen 

werden (Balklava et al., 2007; Georgiou et al., 2008). So könnte PAR-6 ähnlich wie in 

anderen Systemen den CCC in C. elegans stärken, z.B. durch d

Anlieferung von HMR-1/E-cadherin. 
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Zudem konnte beobachtet werden, dass viele N2 Embryonen nach par-6/let-

413(RNAi) schlüpfen konnten, während dies in ipp-5 nicht der Fall war (Daten nicht 

gezeigt). Dieses müsste für eine weitere Aufklärung im Detail statistisch ausgewertet 

werden. Da wahrscheinlich die Verdünnung der par-6 Bakterien ursächlich dafür ist, 

dass der frühe embryonal letale Phänotyp nicht ausgebildet wird, wäre es möglich, 

dass der gleichzeitige Funktionsverlust von par-6 und let-413 während der 

Epithelentwicklung zu einer Verbesserung bei der CeAJ Bildung führt, ähnlich wie es 

auch nach gleichzeitigem Verlust der let-413 und hmp-1 Genfunktionen zu 

beobachten ist (Segbert et al., 2004). Dies stellt einen funktionellen Zusammenhang 

verursacht werden in der ipp-5 Mutante zu retten.  

t al., 2003). Es konnte in 

Vertebraten gezeigt werden, dass p120 die Aktivität von Rho und kleinen ATPasen 

reguliert (Anastasiadis et al., 2000; Noren et al., 2000; Grosheva et al., 2001). 

Zusätzlich kann p120 auch mit Kinesine interagieren und so den Vesikeltransport in 

den Zellen steuern (Chen et al., 2003). Demnach könnte JAC-1 in C. elegans bei der 

Rettung des let-413 und dlg-1 Phänotyps eine Rolle spielen. So ist es durchaus 

möglich dass das putativ erhöhte Ca2+ Level in der ipp-5(sy605) Mutante dazu führt, 

dass die homophile und Ca2+-abhängige Interaktion vom CCC beeinflusst wird, 

sodass es zu einem negativen Effekt während der Morphogenese und des 

Wachstums kommt, wenn der CCC gestört wird.  

 

 

zwischen dem PPC und CCC dar. Außerdem scheint sich die erhöhte Ca2+ 

Konzentration in der ipp-5 Mutante negativ nach einem Funktionsverlust des CCC 

auszuwirken. Denn ipp-5(sy605) Hermaphroditen, die postembryonal hmr-1(RNAi) 

ausgesetzt waren, zeigen schwere Wachstumsdefekte, was im N2 Stamm nicht zu 

beobachten war (vergl. Abschnitt 2.2.5). Es ist auch nicht möglich, Defekte die durch 

den Funktionsverlust des CCC 

Eine andere Beobachtung war, dass ein Funktionsverlust von jac-1 (p120 Catenin 

Homolog) in ipp-5(sy605) zu einem „humpback“ Phänotyp führt (Daten nicht gezeigt). 

In einem wildtypisch genetischen Hintergrund führt jac-1(RNAi) über Injektion zu 

keinem erkennbaren Phänotyp, selbst in einer rrf-3 Mutante nicht, obwohl diese 

hypersensitiv für RNAi ist. JAC-1 reguliert den CCC positiv, denn es verstärkt die 

Bindung des CCC an das Aktin Zytoskelett. So verstärkt jac-1(RNAi) eine schwache 

hmp-1 Mutante und erhöht deren Letalitätsrate (Pettit e
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Abb.: 28: Funktionsmodell

(A) Schematischer Aufbau einer Epithelzelle von C. elegans. LET-413 ist mit der basolateralen 

Membrandomäne assoziiert und ist für die Rekrutierung der apikalen Proteine zuständig. Apikal zu der 

CeAJ organisieren ERM-1 und IFO-1 („intermediär filament organisator“; persönliche Mitteilung O. 

Bossinger) das Aktinzytoskelett und sind damit wahrscheinlich für das CeAJ-Remodelling (van Fürden 

et al., 2004) verantwortlich. Somit stellen LET-413 das basolaterale, und Komponenten der 

„endotube“ das apikale Grundgerüst, für die dazwischen liegende CeAJ, dar. 

(B) Schematisches Netzwerk der molekularen Wirkweisen der verschiedenen Komplexe. Die 

Lokalisation des CCC ist unabhängig von LET-413 und findet noch vor der Akkumulation des DAC 

statt (McMahon et al., 2001; Lynch und Hardin, 2009). Der PPC lokalisiert zunächst in der CeAJ und 

akkumuliert in Laufe der CeAJ Reifung apikal. Es ist gezeigt worden, dass PAR-6 die Lokalisation des 

CCC stabilisiert (Totong et al., 2007), wahrscheinlich über vesikuläre Anlieferung von HMR-1/E-

cadherin mit Hilfe von CDC-42 (Georgiou et al., 2008; Izumi et al., 2004). Der CCC, ERM-1 und IFO-1 

organisieren das Aktinzytoskelett (Lynch und Hardin 2009; van Fürden et al., 2004; persönliche 

Mitteilung O. Bossinger) und dieses unterstützt DLG-1 bei seiner wichtigen Rolle bei der CeAJ 

Reifung, wobei der zunächst diskontinuierlichen unreife CeAJ zu einem kontinuierlichen junktionalen 

Gürtel um den Apex der Epithelzellen geschlossen wird (C). Myosine und andere Aktin-bindende 

Proteine können dabei eine redundante Funktion haben (van Fürden 2007). Die lokale Ausschüttung 

von Ca2+ nahe der apikalen Membran (Walker et al., 2002; Thomas-Virnig et al., 2004) kann zur 

Aktivierung der PLC, die PIP2 zu IP3 und DAG katalysiert, führen. Da PAR-3/6 PIP2-abhängig 

lokalisiert wird (Wu et al., 2007; Schill und Anderson, 2009), bewirkt zusätzliches Ca2+, z.B. in der ipp-

5(sy605) Mutante, dass weniger PIP2 in der Membran vorhanden ist und somit PAR-3/6 schlechter 

lokalisiert wird. PAR-3/6 stärkt der CCC durch den vesikulären Transport von HMR-1/E-cadherin, und 

wirkt dabei hemmend auf die dlg-1 Funktion. Doch das CCC unterstützt DLG-1 bei der CeAJ Reifung 

durch das Aktinzytoskelett. Somit findet zwischen dem PPC, DAC und CCC ein ausgewogenes 

Wechselspiel statt, um die Reifung der diskontinuierlichen CeAJ zu einem geschlossenen adhäsiven 

Gürtel um den Apex der Zellen zu gewährleisten. Es lässt sich nicht ausschließen, dass eine erhöhte 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration einen verstärkenden Einfluss auf die homophile Interaktion zwischen 

HMR-1/E-cadherin hat, wenn das Ca2+ aus den Zellen über Transporter wieder aus den Zellen 

gepumpt wird. 
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Zusätzlich gibt es Hinweise, das

die Lokalisation von DL

s das Ca2+ abhängige Protein CMD-1 (Calmodulin) 

G-1 in den lateralen Hypodermiszellen steuert (van den 

enetik und Ausblick

ss zwei Linien (dus8 und dus9) den embryonalen let-413(RNAi) Phänotyp 

rchaus möglich, dass es einen Regulator gibt der die Funktion 

er Polaritätsgene supprimiert und damit in der Lage ist, mehrere epitheliale 

olaritätsdefekte nach Funktionsverlust verschiedener Gene zu retten.  

Bevor die Charakterisierung der gefunden Suppressoren stattfindet, muss jedoch 

ausgeschlossen werden, dass die Mutation der Linien dus10 und dus11 einen 

Heuvel, persönliche Mitteilung). Daher gilt es zukünftig zu prüfen, ob die cmd-1 

Genfunktion an der Etablierung der CeAJ in C. elegans beteiligt ist. 

 
 

3.4 Identifikation von let-413 Suppressoren durch klassische

G

 
Mit Hilfe eines klassischen F2-Screens nach durchgeführter EMS-Mutagenese, war 

es im Rahmen dieser Arbeit möglich vier Linien zu isolieren, die den let-413(RNAi) 

Phänotyp supprimieren konnten. Damit sollen Komponenten gefunden werden, die 

im selbem genetischen Signalweg wie LET-413 agieren. Mutationen, die den Tieren 

Insensitivität gegenüber RNAi verleihen (Tabara et al., 1999) sollten während des 

Screens mittels mklp-1(RNAi), was zu einem embryonal letalen Phänotyp während 

der ersten Zellteilungen führt (Powers et al., 1998), aussortiert werden.  

Nach weiteren RNAi Tests bei unterschiedlichen Temperaturen konnte festgestellt 

werden, da

nicht mit hoher Wahrscheinlichkeit retten können (Tab.10). Die Linien dus10 und 

dus11 zeigen jedoch eine sehr starke Rettung der let-413 und dlg-1 RNAi induzierten 

Letalität. Allerdings zeigt dus10 auch eine Rettung des cyb-3(RNAi) Phänotyps, 

welches ähnlich wie mklp-1(RNAi) zur Kontrolle für RNAi Sensitivität galt und zu 

einen frühen embryonalen Phänotyp führt, da es für ein Cyclin B exprimiert, welches 

an der Chromosomen Segregation beteiligt ist (van den Heuvel, 2005). Die 

Beobachtung, dass sich die par-3- und par-6(RNAi) Phänotypen durch die Linien 

dus10 und dus11 retten lassen, deutet darauf hin, dass der putative gefundene 

Suppressor auch maßgeblich an der Etablierung der Zellpolarität beteiligt sein 

könnte, und somit die frühen Polaritätsdefekte nach einem Funktionsverlust von 

PAR-3/6 und auch später während der Polarisierung der Epithelien eine Rolle spielt. 

Es wäre demnach du

d

P
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temperaturabhängigen Effekt auf die RNAi Effizienz hat. Dies kann durch weitere 

rfolgen, bei dem die zu induzierenden 

Defekte von der Polarität der Zellen unabhängig und das zu erwartende Ergebnis 

bekan en, ob ein let-413 

nde Wirkung 

ntes Gen 

bhängig von 

Da in dem Pilot-

creen sehr viele Linien ausgestorben sind, nachdem sie von den let-413-

 let-413 

inem Reporterstamm oder der Prozess der Ovulation als exzellente 

werden, um neue Regulationsmechanismen bei der 

e pressoren sollte 

es in Zukunft möglich kenntnisse zu dem molekularen 

let-41

Kontrollen verschiedener RNAi Experimente e

nt ist. Zudem kann nicht gänzlich ausgeschlossen werd

Suppressor der über eine erhöhte Ca2+-Konzentration wirkt, nicht auch einen Effekt 

auf die RNAi Maschinerie hat. Wenn dem so ist, muss eine supprimiere

in let-413 Mutanten getestet werden oder es wird zusätzlich ein rrf-3 muta

hineingekreuzt um die supprimierende Wirkung eines Kandidaten una

der RNAi Effizienz zu prüfen. 

Eine Wiederholung des Screens würde sich durchaus lohnen. 

S

Fütterungsplatten auf die OP50 Bakterien umgesetzt wurden, wäre es bei einer 

erneuten Durchführung besser, die Linien weiterhin auf let-413(RNAi) zu halten. So 

t es möglich, dass der Suppressor letal wirkt und nur lebensfähig ist, wennis

gleichzeitig ausgeschaltet ist.  

Darüber hinaus stellt die Spermatheka als Modell ein hervorragendes epitheliales 

Organ für postembryonale RNAi Screens dar. Dabei kann in vivo Fluoreszenz-

ikroskopie an eM

Marker eingesetzt 

Epithelentwicklung zu find n. Mit Hilfe der gefundenen let-413 Sup

sein, wichtige Er

Wirkmechanismus der 3 Genfunktion zu gewinnen.  
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4 Zusammenfassung

ige

Kontaktstrukturen entlang er Epithelzellen. Im 

t LG-1–AJM-

(DAC). Diese

C. ele

kontinuierlichen Adhäsions x aller embryonalen Epithelzellen. 

 Rahmen dieser Arbeit wurde nun zunächst die Rolle des LET-413 Proteins und 

des

der Ausbildung des Spermathek

dur  g von LET-

13 und des DAC offensichtlich nicht die Funktionen bereits während der 

klung etablierter Epithelien beeinträchtigt. Im Gegensatz dazu wird 

g „ne genese massiv gestört 

im Falle d Der DAC wird 

ie im Embryo, so auch in der Spermatheka durch LET-413 rekrutiert, was auf eine 

he Konservierung des Mechanismus der Ausbildung interzellulärer 

 wäh n

hindeutet. Die molekul

unbekannt. 

In dieser Doktorarbeit l

induzierten Phänotype  

u supprimieren. Im Falle des ipp-5 und des itr-1 Gens handelt es 

eine unktionsverlust-Mutation in einer Inositol Polyphosphat 5-

se beziehu s nszugewinn-Mutation im Inositol 

3 3/Ca2+ 

Signals bei der Rettung der let-413 und dlg-1 Phänotypen hin. Nach EMS-

Mutagenese konnten dann in einem klassischen F2-Screen weitere Suppressor-

Mutanten identifiziert werden, die den let-413(RNAi) Phänotyp unterdrücken. Die in 

dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse legen somit den Grundstein für einen neuen 

Ansatz, dessen Ziel es ist mit Hilfe weiterer Suppressor-Analysen den molekularen 

Wirkmechanismus der let-413 und dlg-1 Genfunktion endgültig aufzuklären.  

Eine herausragende E nschaft von Epithelien ist die Ausbildung interzellulärer 

 der lateralen Membrandomäne d

Nematoden Caenorhabdi is elegans rekrutiert das LET-413 Protein den D

1 Komplex 

Struktur der sog. „

r ist letztendlich für die Ausbildung der elektronendichten 

gans apical junction“ verantwortlich. Diese formt einen 

-Gürtel um den Ape

Im

 DAC während der Postembryogenese von C. elegans und dabei besonders bei 

a-Epithels analysiert. Dabei zeigte sich, dass die 

ch RNAi (RNA-vermittelte Interferenz) induzierte Herunterregulierun

4

Embryonalentwic

die Ausbildun uer Epithelien“ während der Postembryo

und führt er Spermatheka zu einer fast kompletten Sterilität. 

w

grundsätzlic

Kontaktstrukturen re d der Embryogenese und der Postembryogenese 

aren Details dieses Mechanismus sind aber weitestgehend 

ge ang es nun erstmalig die durch let-413 und dlg-1 RNAi 

n, Sterilität und embryonale Letalität, durch Mutationen in

anderen Genen z

sich dabei um 

Phosphata

F

ng weise eine Funktio

riphosphat(IP ) Rezeptor. Dies deutet auf eine wichtige Funktion des IPT
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5

iation is the formation of highly elaborate cell-cell 

nctions along the lateral membrane domain of epithelial cells. In the nematode 

complex 

) which organ zes t “C. elegans 

tio ” and nally l junctional belt around the epithelial 

the let-413 alysed by RNAi (RNA-

ediated interference) during postembryonic development of C. elegans, mainly 

 simple organ that receives and stores sperms. RNAi 

been 

alre

hypod

disturbed, which in the end causes sterility in C. elegans. The recruitment of the DAC 

y the LET-413 protein suggests a common underlying but so far unknown 

me a

elegan

This thesis for the first time demonstrates rescue of both embryonic and 

ostembryonic let-413 and dlg-1 RNAi-induced phenotypes by a loss-of-function 

 a gain-of-function mutation in itr-1 encoding for a type I 5-

pho

results

pathwa

further

4 put

sperm

RNAi 

operat

postem

 
 
 

Summary

A hallmark of epithelial different

ju

Caenorhabditis elegans, the LET-413 protein recruits the DLG-1–AJM-1 

(DAC ,  i he electron-dense structure of the so-called 

apical junc n  fi  forms a circumferentia

apex.  

In this thesis, and dlg-1 gene functions were an

m

focusing on the spermatheca, a

against let-413 and dlg-1 seems not to disrupt functions of epithelia that have 

ady formed during embryogenesis (e.g. the pharynx, the intestine or the 

ermis). However, the establishment of the spermatheca epithelium is severely 

b

ch nism that is conserved in postembryonic and embryonic development of C.

s.  

p

mutation in ipp-5 and

sphatase and the inositol 1,4,5(IP3)-triphosphate receptor, respectively. These 

 suggest that IP3/Ca2+ signals somehow trigger a so far unknown rescue 

y that nevertheless requires a minimal amount of LET-413 protein function. To 

 elucidate this pathway, a classical F2 EMS mutagenesis pilot screen identified 

ative suppressors (dus8-dus11) of the let-413(RNAi) phenotype in the 

atheca. In addition, dus8-dus11 also suppress embryonic let-413 and dlg-1 

phenotypes, further supporting the idea of a common basic mechanism 

ing during epithelial development in the embryo and during 

bryogenesis. 

 



Material und Methoden 

 

97

6 M

.1 Chemika

Sämtli

pro an

Acros,

Deutsc

Buks, Schweiz; Gibco/BRL Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland; 

russing, Filsum, Deutschland; Merck, Darmstadt, Deutschland; Riedelde 

Karlsruhe, Deutschland; Serva, 

eutschland; Boehringer/Roche Diagnostics, 

aterial und Methoden

6 lien, Materialien, Software und Geräte 

che Verbrauchschemikalien wurden, falls nicht anders erwähnt, in der Qualität 

alysis von folgenden Firmen bezogen: 

 Geel, Belgien; Baker, Deventer, Niederlande; Biomol, Hamburg, 

hland; Bio-Rad, München, Deutschland; Difco, Detroit, USA; Fluka, 

G

Haen, Seeize, Deutschland; Roth, 

Heidelberg, Deutschland; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland. 

 

Alle Lösungen wurden mit demineralisiertem Wasser (dH2O) angesetzt und, falls 

notwendig, anschließend autoklaviert. Bei Arbeiten mit RNA wurden die Lösungen 

mit Di-Ethylpyrocarbonat-Wasser (0.1% DEPC) angesetzt. 

 

Enzyme für molekularbiologische Arbeiten wurden bei folgenden Firmen bezogen: 

BioLabs, Schwalbach/Taunus, D

Mannheim, Deutschland; MBI Fermentas, St. Leon Rot, New England; Promega, 

Madison, USA.  

 

Allgemeine Geräte:
Elektrotransformationen: Gene Pulser II und Puls Controller Plus 

(BioRad, München)

: Gene Quant II (Pharma ambridge, 

land) und UV-160 (Shizm Deutschland GmbH, 

CR-Gerät: 5 (PeqLab, Erlangen, Deutschland)

entrifugen: pic  (Heraeus instruments; Düsseldorf); J21-C 

ments; Palo A A)

ikropipettenpuller  products  Hofheim)

SDS-PAGE & 

Western-Blotting:

 

Mini Protean II (BioRad, München)

UV-Spektrometer cia Biotech, C

Eng adzu 

Duisburg) 

P Primus 2

Z Biofuge o

(Beckman instru lto, US

M : Sutter P-97 (Science ,

    

Kitsysteme:
- MACS mRNA Isolation Kit, Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach 

- MAXIscript T7, Ambion, Austin, USA 

- Nucleobond AX, Machery-Nagel, Düren, Deutschland 

- NucleoSpin Extract, Machery-Nagel, Düren, Deutschland 

n, Deutschland 

- Qiagen Plasmid Maxi Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland 

- OneStep RT-PCR Kit, Qiagen, Hilde
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Mik sro kopische Beobachtungen:
Leb

Dif e

Ko

Hamamatsu ORC-ER Digitalkamera 

Flu e G, Oberkochen)  

T (Leica, Heidelberg) 

Inje io oppelt mit einem 

Mikromanipulator Piezo Manipulator PM10, Science 

products, Hofheim 

cience Products, Hofheim 

 

Ph

endbeobachtungen,   

fer ntial-Interferenz  

ntrast (DIK): Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss AG, Oberkochen), mit einer 

or szenzaufnahmen: LSM 510 Meta (Carl Zeiss A

und Leica TCS N

kt nen: Inverses Mikroskop Leica DM IRB, gek

 

- Injektionen wurden mit Druckgas (Stickstoff) durch eine pneumatische Pumpe 

(Pneumatic picopump PV820, World precision-instruments, Berlin) 

durchgeführt. 

- Nadeln für Injektionen: GB 120 F-10, S

otoarbeiten:
Rö e

En

Fixiere oentogen Superfix, Tenetal, Norderstedt

 

Softw

ntg nfilm:  Fuji SuperRX, Fuji, Tokyo, Japan

twickler: Tenetal Roentogen, Tenetal, Norderstedt

r: Tenetal R

are:
Bildbearbeitung: - Adobe Photoshop CS2 9.0 (Adobe Systems Inc., San 

Jose, Kalifornien, USA) 

- Corel Paint Shop Pro 10.01 (Corel Corporation, Ottawa, 

alifornien, USA) 

Kanada) 

- Deneba Canvas 9 (ACD Systems Inc., British Columbia, 

Kanada) 

- Quicktime Pro 6 (Apple Inc., Cupertino, K

Statistische und 

graphische Aus-

wertung: 

 

 

- Microsoft Excel 2003 

Sequenzanalysen: - Lasergene (DNAStar Inc., Madison, USA) 
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6.2 Molekularbiologische Methoden

6.2.1 Medien für Bakterien 

 

SOB-Mg2+:    2% Bactotrypton, 0,5% Bactoyeast, 10 mM NaCl, 

,5 mM KCl 

LB 1% Bactotrypton, 0,5% Bactoyeast, 1% NaCl 

LB 3 g Agar/300 ml LB 

Am c  mg/ml Stammlösung in dH2O 

Tet c  12,5 mg/ml Stammlösung in dH2O 

6.2

s wurden folgende Bakterienstämme der Spezies Escherichia coli verwendet: 

2

:     

-Agar:    6,

pi illin:    100

ra yclin:   

.2 Bakterienstämme

E

- XL1blue: (Stratagene, Heidelberg), Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 

R17 supE44 relA1 lac I  Tn10(Tetr)].  

lichen Klonierungsarbeiten wurden mit diesem Stamm 

hsd  [F´proAB lac qZ_M15

Alle herkömm

durchgeführt. 

 

- HT115[DE3]: (CGC, Minnesota), otyp: F–, mcrA, mcrB, IN(rrnD-rrnE)1, 

sogen:lacUV5 promotor-T7 polymerase). Ein 

 Stamm mit z die MCS flankie n T7-Promotoren 

n dsRNA. 

Gen

lambda–, rnc14::Tn10(DE3 ly

RNAse III-defizienter wei rende

für die Synthese vo

 

6.2.3 Vektoren 

- pBluescript II KS +/– (2.96 kB, Stratagene, Heidelberg). Hierbei handelt es 

tor u. a. für Klonierungsarbeiten, DNA-

enesen. Er besitzt einen bakteriellen 

(ColE1 ori) und einen viralen (f1-origin) Replikationsursprung, ferner lässt er 

illin-Resistenzgenes eine Antibiotikaselektion zu. Es gibt 

e cloning side“ (MCS), die singuläre Schnittstellen vieler Enzyme 

ert. Ferner besitzt der Vektor 

ept s Gen, welches durch 

re ird. So ist es möglich in 

z 

 

ird die M

A-Polym

Vektors eine strangspezifische Transkription der in den Vektor klonierten 

Fremdsequenzen ermöglicht. 

 

sich um einen Standardvek

Sequenzierungen und in vitro Mutag

aufgrund eines Ampic

eine „multipl

besitzt, hier hinein werden Fremdsequenzen kloni

ein für das !-P id der "-Galaktosidase codierende

Einfügen von F mdsequenzen zerstört w

Zusammenhang mit einem Bakterienstamm, der nur die N-terminale Sequen

der "-Galaktosidase besitzt, eine Blau-Weiß-Selektion durchzuführen.

CS von zwei Promotoren flankiert, die von den viralen T3- Weiterhin w

bzw. T7-RN erasen erkannt werden. So wird nach Linearisierung des 
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- pBluescript II SK +/– (2.96 kB, Stratagene, Heidelberg). Entspricht dem oben 

pBluescript II KS +/–, jedoch mit invertierter MCS. In diese beschriebenen 

Vektoren sind teilweise die von Y. Kohara erhaltenen cDNAs integriert. 

 

- pPD129.36 (L4440 „feeding vector”, 2.79 kB, Timmons und Fire, 1998). Dieser 

 

Fremdsequenz ist hier von zwei T7-Promotoren flankiert und führt über die 

se defizienten Bakterien wird diese nicht 

erien vom Wurm aufgenommen, kann RNAi 

6.2 . elegans Population 

Um N , wird eine Platte mit Wasser in ein 

Ep n d dann für 1 min bei 5000 rpm 

zen f  und das Pellet mit 0,75 ml Wasser 

gew s um das Pellet zu waschen. Nach 

dem A  flüssigen 

tickstoff gelegt. Anschließend wird die Masse wieder aufgetaut und füllt das 

l Tl 2x Lysis Puffer zugesetzt bevor das 

eaktionsgefäß für 1 h bei 60 °C inkubiert wird. 

X Lysis Puffer:  für einen Liter: 

1,0 g 

 10 ml 

dazu eine DNA-Probe von Protein 

enol zur Nukleinsäurelösung hinzugeben und gut vortexen 

- 5 min bei 13000 rpm zentrifugieren 

ampicillinresistente Vektor wird für das sogenannte „feeding“ benutzt. Die

Transkription zu dsRNA. In RNa

abgebaut. Werden diese Bakt

erfolgen. 

.4 Isolierung genomischer DNA aus einer C

 D A einer C. elegans Population zu gewinnen

pe dorf Reaktionsgefäß abgewaschen. Dieses wir

tri ugiert, wonach der Überstand abgenommen

a chen wird. Die Zentrifugation wird wiederholt 

 bnehmen des Überstandes wird das Reaktionsgefäß für 10 min in

S

Volumen auf 100 µl mit Wasser auf. 

Dieser Mischung werden 100 µ

R

Durch anschließende 15 minütige Erhitzung auf 95 °C werden die Proteine 

deaktiviert. Das erhaltene Lysat ist für PCR Analysen geeignet, jedoch empfiehlt sich 

eine Aufreinigung mittels einer Phenol-Chloroform Extraktion. 

 

2

 5 mM MgCl2
 0,9% Nonidet P40

 0,9% Tween-20 10 ml 

 0,02% Gelatine   0,2 g 

 120 µg/ml Proteinase K 10 ml 

 Mit 2x PCR Puffer auffüllen  

 

6.2.5 Phenol-Chloroform Extraktion

Eine Phenol-Chloroform Extraktion dient 

Verunreinigungen zu befreien. Proteine werden denaturiert und sammeln sich in der 

Interphase, zwischen oberer hydrophiler und unterer hydrophober Phase, an. In der 

hydrophilen Phase reichert sich die DNA an und kann mit einer Fällung aus ihr 

extrahiert werden. 

- 1 Vol Ph

 



Material und Methoden 

 

101

- obere Phase abnehmen und in ein neues Reaktionsgefäß überfuhren  

- 1 Vol Chloroform hinzugeben und gut vortexen 

- 5 min bei 13000 rpm zentrifugieren 

- erneut die obere Phase abnehmen und in ein neues Reaktionsgefäß 

überführen 

- 1 Vol Chloroform hinzugeben und gut vortexen 

- 5 min bei 13000 rpm zentrifugieren 

- obere Phase abnehmen und mit Zugabe von Alkohol fällen 

.2.6 DNA Fällung

r D e, welche, während der 

ie te Konzentration DNA µg/ml verdünnt werden kann. 

 d

- für 1 h bei -20 °C oder ü.N inkubieren 

- Probe 30 min bei 13000 rpm zentrifugieren 

- Überstand verwerfen  

ür 15 min bei 13000 rpm zentrifugieren 

schließend das Pellet unter einer 

Probe

 über die Messung der optischen Dichte 

von 260 nm mit Hilfe eines Photometers erfolgen. Die 

bert-Beer’schen Gesetz ermittelt: 

 die optische Dichte (Extinktion) bei 260 nm, $ der 

d d die Dicke der Küvette ist. 

usätzlich kann aus dem Quotienten der optischen Dichte bei 260 und 280 nm 

0) d stimmt werden. Dieser Wert sollte für 

1,8 r Leerwert der Küvette mit Hilfe des 

 Oligonukleotide („Primer"), die an homologe 

den und den Teil der Sequenz flankieren, welcher 

spezifische Bindungen der Primer zu vermeiden, wird 

eine möglichst hohe „Annealing-Temperatur" gewählt (in Abhängigkeit vom Tm-Wert 

 

6

Mit der Fällung de  NA erhält man eine sehr reine Prob

Resuspension, auf d  gewünsch

1 Vol Isopropanol auf ie Probe geben, Gemisch zweimal invertieren. 

- 70% EtOH hinzugeben und f

- Den Überstand wieder verwerfen und an

Hitzequelle trocknen  

- DNA in dH2O oder DEPC Wasser (bei anschließenden RNA Arbeiten) 

resuspendieren  

Nun kann die Konzentration bestimmt und ggf. verdünnt werden. 

 

6.2.7 Bestimmung der Konzentration einer DNA

Die Konzentration einer DNA-Lösung kann

(OD) bei einer Wellenlange 

Konzentration wird nach dem Lam

E260 = $ x c x d, wobei E

Extinktionkoeffizient, c die Stoffmengenkonzentration un

Z

(E260/28 ie Reinheit der Nukleinsauren be

DNA bei  liegen. Wichtig ist das zuvor de

vorliegenden Lösungsmittels bestimmt wird. 

 

6.2.8 „Polymerase-chain-reaction“ (PCR)

Die PCR dient zur Amplifizierung einzelner Sequenzen. Voraussetzung ist allerdings 

die Anwesenheit spezifischer

Sequenzen der DNA bin

amplifiziert werden soll. Um un

 



Material und Methoden 

 

102

der verwendeten Primer). Diese Primer dienen wiederum als Startermoleküle für das 

Enzym Taq-Polymerase, einer Polymerase, die aus dem hitzebeständigen Bakterium 

Thermus aquaticus isoliert wurde. Taq-Polymerase ist für die PCR hervorragend 

 sie bei hohen Temperaturen sehr aktiv ist bzw. nicht denaturiert wird. 

 Standard PCR Ansatzes:

geeignet, da

 

Übersicht eines  

 10 µl 

- Vorwärts Primer 1 µl 

- Rückwärts Primer 1 µl 

- 5x PCR Puffer

- 25 mM MgCl2 4 µl 

- dNTPs 1 µl 

- Template (50 ng DNA) 1 µl 

- auf 50 µl mit autoklaviertem dH2O auffüllen 

- Taq-Polymerase 0,25 µl 

 

Standard PCR Programm: 

Schritte Temperatur (°C) Dauer

1. I ianit le Aktivierung 92 2 min 

2. Den 15 s aturierung der DNA 95 

3. A n 1:30 min n ealing der Primer 49 - 55 

4. D A 1min pro kB N -Neusynthese  72 

5. Wiederholung der Schritte 2 bis 4   

6. D n 15 s e aturierung der DNA  95  

7. A n 1 min n ealing der Primer  50-65 

8. D AN -Synthese  72 1 min pro kB +20 s 

9. Wiederholung der Schritte 6 bis 8 (20 Zyklen) 

10. Finale DNA-Synthese  72  8 min 

11. Reaktionsende  4  endlos 

Tab.: MM1: Ablauf des Standard PCR Programms 

 

6.2.9 Primer

Für die Sequenzierung der RNAi Fütterungskonstrukte: 

„vorwärts“ GATAACCGTATTACCGCCTTTG pPD129.36 

pPD129.36 „rückwärts“ GTAAAACGACGGCCAGT 
 

Für die Herstellung einer jac-1 cDNA (T7 Promotor Sequenz ist unterstrichen): 

jac-1 „vorwärts“ TAATACGACTACCTATAGATCCGAACTATGATCCTGCG

jac „-1 rückwärts“ TAATACGACTACCTATAGATCGTGAAGCTCCTTGTGCT
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6.2 0

Be e  Vektor 

klo r n C. 

Se e ise zur Verfügung gestellt.  

Fol n  Rahmen dieser Arbeit verwendet:  

 

- 

- 

- , XhoI–SacI Fragment) 

- hmp-2 (yk493f7; 0,7 kB, HindIII Fragment) 

 

Die

(Gene

 

Zur Kontrolle wurden alle Konstrukte sequenziert und das Ergebnis über der 

ormbase Blast (http://wormbase.org/db/searches/blast_blat) mit dem C. elegans 

rglichen. Die Ergebnisse der Sequenzierungen sind im Anhang 

 

Gelelektrophorese

ckgrats 

neg hode (dem Minuspol) zur 

An e abhängig von der 

For

Viskosität und der Feldstärke. Die DNA wird in Agarosegelen aufgetrennt. Agarose 

ist 

Agaros st, desto feinmaschiger ist sie und desto kleinere DNA-

Fra

Die r in der Mikrowelle aufgekocht, auf 70 °C 

abg

verset n im Durchschnitt immer 1%, horizontale Agarosegele gegossen. 

ls Laufpuffer diente 1x TAE. Die Elekrophorese wurden bei durchschnittlich 100 V 

durchgeführt. 

.1 Konstrukte

i d n RNAi Fütterungs-Konstrukten wurde die cDNA in den pPD129.36

nie t. Sofern nichts anders angeben wurde, wurden die Konstrukte vo

gb rt, M. Hoffmann oder D. v. Fürden freundlicherwe

ge de RNAi Fütterungs-Konstrukte wurden im

Kontrolle pPD129.36 ohne Insert 

- mklp-1 (s. Powers et al., 1998) 

- crb-1 (yk74b1; 0,85 kB, XhoI Fragment) 

dlg-1 (yk128b7; 1,5 kB, XhoI Fragment) 

- erm-1 (yk257f5; 1,6 kB, XhoI Fragment) 

hmp-1 (yk675e4; 1,5 kB

- hmr-1 (yk611f6; 2,0 kB, XhoI–SacI; Fragment) 

- let-413 (yk524b7; 2,5 kB, XbaI Fragment) 

- par-3 (yk6c1; 1,0 kB, XhoI–HincII Fragment) 

- par-6 (Freundlicherweise von D. v. d. Ecker zur Verfügung gestellt) 

 RNAi Konstrukte für cmd-1, cyb-3 und itr-1 wurden der Ahringer RNAi Bibliothek 

service Limited) entnommen. 

W

Genom ve

einzusehen (s. 8.3). 

6.2.11 DNA 

Bei der Elektrophorese wandert die DNA, da sie aufgrund des Phosphatrü

ativ geladen ist, in einem elektrischen Feld von der Kat

od  (dem Pluspol). Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei 

m und Größe der DNA, ihrer Ladung, dem pH-Wert, der Temperatur, der 

ein Polysaccharid, welches eine netzförmige Struktur ausbildet. Je höher die 

e konzentriert i

gmente lassen sich dadurch auftrennen.  

 Agarose wird mit 1x TAE Puffe

ekühlt und mit 1 µl einer Ethidiumbromid(EtBr)-Stammlösung auf 100 ml Gel 

zt. Es wurde

A
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In die DNA-Proben wird als Auftragspuffer Bromphenolblau und Xylencyanol 

gegeben, welche als Lauffront sichtbar sind. Ist die Auftrennung lange genug erfolgt, 

den. Das 

nten definierter Größe auf dem Gel 

mit f

Standa

Als r I Fermentas, 

St. o

50 x TAE-Puffer:  2 M Tris-acetat; 0,1 M EDTA; pH 7,7

EtB S

6 x

cerin

6.2

6.2

Um D t Restriktionsendonukleasen, welche 

rsprünglich aus Bakterien stammen, geschnitten werden. Die Restriktionsenzyme 

 genannte Palindrome, mit einer Länge von 4-8 

n. rhängende 

ky n auch glatte Enden (blunt ends). 

rdre rmaßen aus: 

x µl DNA-Lösung (je nach Konzentration) 

- 1 µl 10x Restriktionspuffer 

eschnittene DNA-Fragmente mit kompatiblen Enden können miteinander verknüpft 

 der ATP-abhängigen T4-DNA-Ligase. Von 

t ahl des korrekten molaren Verhältnisses zwischen Vektor 

Insert. D ß eingesetzt 

en. Folg verhältnisse 

setzt wer

 ng (Vektor) x kB (Insert) 

B (Vektor) x 3 = Y ng (Insert) 

kann das Ergebnis unter UV-Licht ($=312 nm) betrachtet wer

Ethidiumbromid, ein DNA Interkalator, wird durch das UV-Licht angeregt und so wird 

die DNA auf dem Gel sichtbar. Zur Größenbestimmung der DNA-Fragmente lässt 

man einen Größenstandard mit DNA-Fragme

lau en, so kann man anschließend die Laufstrecke der DNA mit der des 

rds vergleichen. 

 G ößenstandard wurden der Gene-RulerTM 1 kB DNA-ladder (MB

 Le n Rot, New England) verwendet. 

r- tammlösung: 10 mg/ml

 Auftragspuffer:  0.25% Bromphenoblau; 0.25% Xylencyanol; 40% 

Gly

 

.12 Manipulation von DNA

.12.1 Restriktionsverdau von DNA

NA zu analysieren, kann diese mi

u

erkennen spezifische Sequenzen, so

Basenpaare  Viele Enzyme schneiden versetzt und hinterlassen übe

Enden (stic ends), einige wenige verursache

Ein Standa aktionsansatz sieht folgende

- 

- 1 µl Enzym (10 U pro µg DNA) 

- auf 20 µl mit dH2O auffüllen 

Der Restriktionsansatz wird bei 37 °C für 2 h inkubiert. 

 

6.2.12.2 Ligation von DNA-Fragmenten

G

werden. Dies geschieht mit Hilfe

Bedeutung is  dabei die W

und as Insert sollte in etwa 3-fachem molaren Überschu

werd ende Faustformel kann zur Berechnung der Mengen

einge den: 

X

k
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Das Reaktionsvolumen sollte möglichst klein gehalten werden (10–30 µl). Die 

 µl 10x Puffer 

m DNA aufzukonzentrieren, wird diese mit Ethanol bzw. Isopropanol in Gegenwart 

ällt. Ethanol bzw. Isopropanol verhindern die Ausbildung von 

ng ionisch vorliegenden Salze wird die 

Die ä

ol (-20 °C) oder 1 Vol Isopropanol (RT) und 

triumacetat pH 5,2 

 –20 °C oder 2 h bei –70 °C 

 rpm 

 und im Agarose-Gel der Größe nach aufgetrennt, die Fragmente 

t en aus der Agarose isoliert 

act (Machery-Nagel, Düren) 

urchgeführt. 

hsen lassen 

Inkubation erfolgt grundsätzlich über Nacht bei 16 °C im Wasserbad. Ein Standard-

Ligationsansatz sieht folgendermaßen aus: 

X µl Vektor 

Y µl Insert 

1

1 µl T4-DNA-Ligase 

auf 10 µl mit dH2O auffüllen 

 

6.2.12.3 Fällung von DNA 

U

monovalenter Salze gef

Hydrathüllen, indem sie der DNA die Wassermoleküle entziehen und so für ihre 

Aggregation sorgen. Durch die in der Lösu

DN sA chließlich stabilisiert. 

 F llung verläuft folgendermaßen: 

than- Zugabe von 2,5 Vol 100% E

jeweils 1/10 Vol 3 M Na

ei- Fällung über Nacht b

- Zentrifugation für 30 min bei 13000

- Überstand verwerfen, Pellet in eiskaltem 70% Ethanol waschen 

- Zentrifugation für 15 min bei 13000 rpm 

- Überstand verwerfen und Pellet lufttrocknen lassen 

- Pellet in einem geeignetem Volumen dH2O bzw. DEPC-dH2O aufnehmen und 

resuspendieren 

6.2.13 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

ür Klonierungsarbeiten werden DNA-Moleküle mit geeigneten Restriktionsenzymen F

geschnitten

gewünschter Größe können mi

werden. Sämtliche Elutionen wur

entsprechenden Method

pin Extrden mit NucleoS

d

 

Lösungen: 

Die Durchführung folgte den Herstellerangaben. Es wurden die mitgelieferten Puffer 

benutzt. Zur Elution der DNA wurden 30 µl dH2O (auf 65 °C vorgeheizt) verwendet. 

6.2.14 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

- 50 ml SOB-Medium mit einer Einzelkolonie animpfen und über Nacht bei 37 

°C inkubieren. 

- 7,5 ml dieser Bakteriensuspension zu 500 ml SOB-Medium hinzufügen und 

bis zu einer optischen Dichte von 0,6 (bei 550 nm; OD550) anwac
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- Die Bakterienkultur wird auf zwei 250 ml Zentrifugenbecher verteilt und für 15 

min auf Eis abgekühlt 

- Zentrifugation bei 3600 rpm und 4 °C für 15 min; Überstand verwerfen 

- Bakterienpellets in je 200 ml Glycerin (10%) vollständig resuspendieren 

- Zentrifugation bei 3800 rpm und 4 °C für 15 min 

- Wiederholung der letzten beiden Schritte 

- Überstand verwerfen, Bakterienpellets in je 20 ml Glycerin (10%) 

resuspendieren und Suspension in zwei JA20-Röhrchen überführen 

- Zentrifugation bei 5000 rpm und 4 °C für 10 min; Überstand verwerfen 

- Ein Pellet in 3 ml Glycerin (10%) resuspendieren, mit dem zweiten Pellet 

vereinigen und dieses ebenfalls resuspendieren 

- In Volumen von je 50 µl aliquotieren, in flüssigem Stickstoff schockgefrieren 

m die Kompetenzrate der so gewonnenen Bakterien zu testen (sie sollte 

ation mit Te cript, 1 ng/l) 

usplattieren latte) auf LB-Agar mit 50-100 µg/ml 

 

t kurz abzentrifug Überstand bis auf ca. l abziehen, Pellet im 

Restvolumen resuspendieren und ebenfalls ausplattieren (90%-Platte) 

Kompetenz (bezogen g Vektor) = Anzahl der Kolonien (10%-Platte) x 

10 x 1000 

: 

0% Glycerin SOB-Mg2+: 2% Bactotrypton, 0,5% Bactoyeast, 10 mM NaCl, 2,5 

und bei –70 °C lagern. 

 

U

mindestens 5x106 betragen), wird folgendermaßen vorgegangen: 

- Transform stvektor (pBlues

- 50 µl a (10%-P platten 

Ampicillin

- Res ieren,  100 µ

-  auf 1 µ

Lösungen

1

mM KCl 

 

6.2.15 Elektrotransformation kompetenter Zellen mit Plasmid DNA 

- 50 µl kompetente Bakterien auf Eis auftauen lassen 

- Zugabe von 1 µl einer verdünnten DNA-Lösung (~20 ng/µl) 

- Ansatz in die Elektroküvette füllen, so dass das Volumen zwischen den 

Kondensatorplatten ausgefüllt ist. 

- Elektroschock der Bakterien mit 1,8 kV, Zeitkonstanten von 4,8 bis 5,0 ms 

sind akzeptabel 

- Dem Ansatz 450 µl LB-Medium hinzufügen 

- 20-30 min bei 37 °C inkubieren 

- Ansatz auf antibiotikahaltigen Agarplatten ausplattieren und ü.N. bei 37 °C 

inkubieren 
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6.2.16 Isolierung von Plasmid-DNA

6.2.16.1 Schnellpräparation von Plasmid-DNA (Mini-Präparation) 

 enthalte

sogenannte „Minipräparation“ durchgeführt. Diese erfolgt nach einem modifizierten 

ery und Nagel (Düre

- Einzelkolonie ü.N. in ca. 3 ml LB 

hochwachsen lassen 

- ü.N.-Kultur (~ 1,5 ml) für ca. 2 min bei 13000 rpm zentrifugieren 

- Bakterienpellet in 300 µl Puffer S1 resuspendieren 

n und 5 min bei RT inkubieren 

 trocknen lassen und in 20 µl dH2O 

resuspendieren 

 

ellerangaben) 

1, S2, S3: siehe oben 

2: 100 mM Tris/H3PO4, 15% Ethanol; 900 mM KCl, pH 6,3 

3: 100 mM Tris/H3PO4, 15% Ethanol; 1150 mM KCl, pH 6,3 

5: 10 mM Tris/H3PO4, 15% Ethanol; 1000 mM KCl, pH 8,5 

Um Bakterien schnell auf die ne Plasmid-DNA zu testen, wird eine 

Rezept der Firma Mach n). 

(mit dem entsprechendem Antibiotikum) 

- 300 µl Puffer S2 hinzugeben und 5x invertiere

lassen 

- 300 µl Puffer S3 hinzugeben und 5x invertieren 

- 15 min bei 13000rpm zentrifugieren und Überstand in ein frisches Eppendorf-

Gefäß überführen 

- Fällung mit 300 µl Isopropanol 

- 30 min bei 13000 rpm zentrifugieren und Überstand verwerfen 

- Pellet in 100 µl kaltem 70% Ethanol waschen und 15 min bei 13000 rpm 

zentrifugieren 

- Überstand verwerfen, Pellet

Lösungen: (laut Herstellerangaben) 

Puffer S1: 50 mM Tris/HCl (pH 8), 10 mM EDTA, 100 µg/ml RNAse A 

Puffer S2 200 mM NaOH, 1% SDS (w/v) 

Puffer S3: 2,8 M Kaliumacetat, pH 5,1 

 

6.2.16.2 Gewinnung größerer Plasmidmengen

Um größere Mengen an Plasmid-DNA aus Bakterien zu isolieren, wird eine 

„Midipräparation“ durchgeführt. Hierbei wurde das Kitsystem der Firma Machery und 

Nagel (Düren) verwendet und nach dem Protokoll des Herstellers gearbeitet. Im 

Durchschnitt lag die DNA-Ausbeute bei 500 ng-1 µg pro µl, die DNA wurde in 50 µl 

dH2O aufgenommen. 

 

Lösungen: (laut Herst

S

N

N

N
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6.2.17 In vitro Transkription

gehend von den 

 

Die eigentliche Transk

der a

Es folgt eine Inkubation für 2-4 h bei 37 °

DN e  inkubiert. Es folgt eine Zugabe von 115 µl 

DE

Rea

die asser 

res p

Die N

 

Lös

Am

 

S-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

u  

nn r 

inetischen Erscheinung rung gelöster und geladener 

n im elektrischen Feld. tes wird die Elektophorese als 

analytisches Trennverfahren angewendet. Es wird zwischen dem großporigen 

AA) und dem

t im Sammelg

Doppelsträngige RNA für RNAi-Experimente wird aus

ütterungskonstrukten (s. 6.2.10), welche 2 T7-Promotoren besitzen, oder einerF

cDNA die mit Primern hergesellt wurde, welche die T7-Promotorsequenz besitzen, in 

jeweils einer Reaktion durch in vitro Transkription hergestellt. 

 

Herstellung des Templates: 

Das Template für die Transkriptionsreaktion wird mittels einer Standard-PCR-

Reaktion (s. 6.2.8) mit für den “Feedingvektor” pPD129.36 spezifischen Primern (s. 

2.2.10) hergestellt. Es werden für die Reaktion ca. 2-3 µl der unaufgereinigten PCR 

eingesetzt. 

 

Tra kns riptionsreaktion: 

riptionsreaktion erfolgt mit dem MAXIscriptTM T7 Kit (Ambion), 

 Tr nskriptionsansatz sieht wie folgt aus: 

- 2 µl 10x Transkriptionspuffer 

- je 1 µl rNTP´s (also 4 µl gesamt) 

- 1 µg (2-3 µl) Template-DNA 

- 0,2 µl RNAse Inhibitor 

- 2 µl T7-Polymerase 

- auf 20 µl mit DEPC-H2O auffüllen 

C. Dann werden je Ansatz 1 µl RNase freie 

as  hinzugeben und 45 min bei 37 °C

PC-Wasser und eine Zugabe von 15 µl Ammoniumacetat-Stopplösung zum 

ktionsstopp und zum Fällen der RNA. Nach Zugabe von 1 Vol Isopropanol fällt 

 RNA ü.N. bei –20 °C (siehe 6.2.12.3) und wird in 15 µl DEPC-W

us endiert. 

 R A wird schließlich in Aliquots von 2 µl bei – 70 °C aufbewahrt. 

ungen: 

moniumacetet-Stoplösung: 5 M Ammoniumacetat,  

100 mM EDTA 

6.2.18 SD

Die SDS-PAGE dient daz

Molekulargewicht aufzutre

, die Proteine aus dem Gemisch nach ihrem

en. Die Elektrophorese beruht auf eine

elektrok

Teilche

, nämlich der Wande

Aufgrund dieses Effek

Sammelgel (5% P

wobei der pH-Wer

 engporigen Trenngel (8-18% PAA) unterschieden, 

el bei 6,8 und im Trenngel bei 8,8 liegt. 
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Das Proteinhomogenisat wird  behandelt, 

elches über hydrophobe Wechselwirkungen einen Bindungscharakter zu den 

roteinen besitzt. Dadurch erhält der Protein-SDS-Komplex einen anionischen 

sch verhalten, da sie entfaltet vorliegen und dieselbe Menge an SDS 

ebunden haben. Größere Proteine besitzen aufgrund ihrer Fähigkeit mehr SDS zu 

binden eine höhere Ladung und sollten sich im elektrischen Feld schneller bewegen 

als kleinere Proteine. Allerdings sinkt die Mobilität mit zunehmender Molekülgröße, 

da die immer kleiner werdende Porengröße den größeren Molekülen einen 

steigenden Widerstand entgegenbringt, so dass im Endeffekt die Proteine nach ihrer 

Masse getrennt im Gel vorliegen. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Trenngelen gearbeitet, die einen Anteil von 10% 

Polyacrylamid/Bisacrylamid (30%; 29:1, BioRad) besaßen. 

 

Folgende Tabelle zeigt die Komponenten von Trenn- und Sammelgel: 

 mit dem anionischen Detergens SDS

w

P

Charakter. Wird Spannung an das Gel gelegt, so kommt es zu einer Wanderung der 

Proteine in Proportionalität zu ihrer Masse zur Anode. Dabei sollten sich gleichgroße 

Proteine identi

g

Komponenten Trenngel 10% Sammelgel 5% 

Acrylamid/Bis- 2,5 ml 310 µl 

1M Tris/Cl pH* 2,8 ml 235 µl 

10% SDS 76 µl 20 µl 

 

dH2O 2,1 ml 1,3 ml 

 

10% APS 30 µl 10 µl 

TEMED 8 µl 5 µl 
 

Tab. MM2: Gezeigt ist die Zusammensetzung der Komponenten in Trenn- und Sammelgel. 
pH*: Trenngele: pH 8,8; Sammelgel: pH 6,8). 

 

Zur Durchführung der SDS-PAGE wurde die Apparatur Mini Protean II oder III 

(BioRad, München) verwendet. Die Glasplatten, Abstandhalter und der Kamm 

werden mit Ethanol gereinigt und zusammengebaut. Das gewünschte Trenngel wird 

zwischen die Glasplatten bis ca. 1,5 cm unterhalb des unteren Randes des Kamms 

gegossen. Die Lösung wird, um ein Austrocknen zu verhindern, mit ca. 0,5 ml 

Isopropanol überschichtet. Vor Zugabe des Sammelgels wird das Isopropanol 

entfernt. Anschließend wird der Kamm luftblasenfrei in das Sammelgel eingehängt. 

Die Polymerisation des Sammelgels dauert ca. 30-45 min. Anschließend wird das 

polymerisierte Gel in die Laufkammer gehängt, mit 1x SDS-Elektrophoresepuffer 

überschichtet und der Kamm entfernt. Die Proteinproben, falls erforderlich, auf Eis 

auftauen lassen, mit dem gleichen Volumen 2x SDS-Probenpuffer mischen und für 5 

min bei 100 °C im Wasserbad erhitzen. Anschließend direkt auf Eis abkühlen lassen. 

Das Proteingemisch wird in die Probentaschen gefüllt (Konz.: ~40 µg 

Proteingemisch/Probentasche). Ebenfalls aufgetragen wird ein Protein-
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Größenstandard (Benchmark Prestained, Gibco; Standard Protein ladder, BioRad). 

Der G 0 V. 

5 M Tris und 1% (w/v) 

el in Haushaltsfolie mit etwas Wasser 

 Die Größen der Proteinbanden lassen sich anhand des 

mit la

6.2 0

De roteinen aus einem Gel auf eine 

Anordnung wie auf dem Gel. Durch die Übertragung sind die Proteine für die 

nschließende Immunofärbung durch spezifische Antikörper leichter zugänglich. Die 

uft nach elektrophoretischem Muster, d.h. es wird eine 

rung

Im Rahmen d  Mini Protean 

II/IIIApparatur bran 

nd 4 Lagen Filterpapier werden auf die Größe des Trenngels zurechtgeschnitten. 

wird erst in dH2O und anschließend in 1x Western- 

ffer für je 2 m  

Sammelgel entfernt und l nach folgendem Schema in die Blotting- 

 

 

ellauf erfolgt für ca. 60 min bei 20

Lösungen: 

10x SDS-Elektrophoresepuffer: 1,92 M Glycin; 0,2

SDS 

2x SDS-Probenpuffer: 100 mM Tris/Cl pH 6,8; 200 mM 

Dithiothreitol; 4% (w/v) SDS; 0,2% 

Bromphenolblau und 20% Glycerin 

 

6.2.19 Coomassie-Färbung von Proteingelen

Um Proteinbanden in einem SDS-Gel deutlich sichtbar zu machen, wird dieses mit 

Coomassie-Farbstoff (Roti-Blue; Carl Roth GmbH & Co; Karlsruhe) gefärbt. Zu 60 ml 

Wasser werden 20 ml Methanol und 20 ml Coomassie unter Rühren hinzu gegeben. 

Das Gel wird anschließend für ca. 1 h in der Färbelösung (ca. 40 ml) inkubiert. Um 

die gefärbten Proteinbanden gegen den, ebenfalls gefärbten Hintergrund 

hervorzuheben, wird das Gel anschließend für ca. 2 h in 20% Methanol (ca. 40 ml) 

bei RT entfärbt. Anschließend wird das G

eingeschweißt.

ge ufenen Standards abmessen. 

.2 Immuno-Blotting (Western-Blotting) 

r Western Blot dient zur Transferierung von P

Nitrocellulose-Membran. Die auf die Membran übertragenen Proteine besitzen die 

gleiche 

a

Übertragung verlä

Transferie  über das Anlegen von Strom bewirkt. 

ieser Arbeit wurden sämtliche Western Blots mit der

(BioRad; München) durchgeführt. Eine Lage Nitrozellulosemem

u

Die Nitrozellulosemebran 

Transferpu in äquilibriert. Nach Beendigung des Gellaufs wird das

das Trennge

Apparatur eingelegt: 
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Abb MM1: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Western Blots. 

e Apparatur is ransferpuffer überschichtet. Die Polarität 

der Elektroden ist seitlich mit (+) angegeben. Bei Stromfluß werden die im Gel 

aufgetrennten Proteine a ulosemembran (NC-Membran) übertragen. 

r bilden z  Klammer, in die die übrigen Komponenten 

d. Wichtig ftblasen zwischen Filter, Gel und 

embran befinden. Die B  die Transferkammer gehängt und 

mit 1x Western- Transferpuffer überschicht

it 100 V bei 4 °C durchg endigung des Blottings wird die Apparatur 

abgebaut und wie folgt vorgegangen: 

acrylamid-Partikel zu 

er abzusättigen 

s in der entsprechenden Verdünnung mit 

sfolie 

acht bei 4 

r eine Stunde bei RT mit Zweit-Antikörperlösung inkubieren 

- 3x5 min in TBST bei RT waschen 

end des ersten Waschgangs Chemilumineszenssubstrate (3 ml) mischen 

 lassen 

der Membran 

Chemilumineszens Blotting Substrate 

Mannheim) für 1 min. 

 

Die gesamt t mit 1x Western-T

uf die Nitrocell

Beide Blot-Halte

ingespannt sin

usammen eine

e

M

 ist, dass sich keine Lu

rd inlotting-Apparatur wi

et. Der Immunoblot wird für eine Stunde 

m eführt. Nach Be

- NC-Membran mit Wasser waschen, um vorhandene Poly

entfernen 

- Blocken der Membran in 50 ml Blockierlösung 1 h bei RT, um unspezifische 

Bindestellen für den Antikörp

- Mischen des gewünschten Antikörper

3 ml Blockierlösung 1 

- Entfernen der 50 ml Blockierlösung 1 und Einschweißen von Membran und 

Antikörperlösung in Haushalt

- Inkubation des ersten Antikörpers für 2 bis 3 h bei RT oder über N

°C 

- 3x5 min in TBST bei RT waschen 

- Zweit-Antikörper (HRP-gekoppelt) 1:10000 in 50 ml Blockierlösung 2 

verdünnen 

- Membran fü

- Währ

und auf RT erwärmen

- Inkubation mit dem Chemilumineszenssubstrat (BM 

(POD), Boehringer Roche Diagnostics, 
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- Membran in Frischhaltefolie verpacken und auf Röntgenfilm exponieren. 

 

3% fettfreies Milchpulver; 1% BSA; 0,02% 

Natriumazid; gelöst in TBST 

Blockierlösung 2: wie Blockierlösung 1; ohne Natriumazid 

Lösungen: 

10x Western-Transferpuffer: 1,92 M Glycin, 1,5 M NaCl; für 1x Puffer mit 20%-

Methanol verdünnen 

TBST: 20 mM Tris/Cl pH 8,0 

150 mM NaCl 

0.2% Tween 20 

Blockierlösung 1: 

 

 

Die quatitative Analyse des Western-Blots, wurde mit Hilfe eines Las3000 

Photoimagers (Fuji) und mittels ImageQuant 5.2 Software (Molecular Dynamics) 

durchgeführt. 
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6.3 Zellbiologische Methoden

6.3.1 Verwendete C. elegans-Stämme und Haltung 

r Stamm N2 (Varietät Bristol) als Wildtypstamm 

)IV) (Clandinin et al., 1998), WM27 (rde-

(ne219) V), (freundlicherweise vom Caenorhabditis Genetic Center, CGC zur 

Verfügung gestellt), OLB11 (rde-1(ne219); elt-2::rde-1+; McGhee et al., 2009; Pilipiuk 

esse und FJ. 

0)rol-3(e754);ipp-5(sy605)  

kle  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde de

verwendet. Er wird unter Standardbedingungen (Brenner, 1974) im Labor auf 

Agarplatten entweder bei 15 °C, 18 °C oder zur Beschleunigung des Wachstums bei 

25 °C gehalten. Als Nahrungsquelle dient der Uracil bedürftige E.coli-Stamm OP50. 

Die Stämme SU93 ajm-1::gfp (jcIs1 IV), NL2099 (rrf-3(pk1426) II), NL2098 (rrf-

1(pk1417) I), (Sijen et al.,2001); und PS3653 (ipp-5(sy605) X), (Bui und Sternberg, 

2002), NL2099 (rrf-3(pk1426)II), (Simmer et al., 2002); SU180 (itr-1(jc5) jcIs1 IV), 

und PS2582 (itr-1(sy290) unc-24(e138

1

et al., 2009); FZ223 dlg-1::gfp (freundlicherweise von M. Labou

Zwartkruis zur Verfügung gestellt); let-413::cfp Reporterstamm trägt das pML801 

Plasmid (freundlicherweise von M. Labouesse zur Verfügung gestellt) und wurde 

stabil ins Genom integriert (Pilipiuk, 2006).  

Die Mutanten  

- dpy-11(e224) let-413(s128)unc-42(e270)/rol-3(e754);ipp-5(sy605)  

- dpy-11(e224) let-413(s14531)/unc-42(e270)rol-3(e754);ipp-5(sy605)  

- dpy-11(e224) let-413(s1451)/unc-42(e270)rol-3(e754);ipp-5(sy605)  

- dpy-11(e224) let-413(s1455)/unc-42(e27

- ipp-5(sy605); Is[let-413::gfp;rol-6(su1006)]  

wurden über klassische Kreuzungen generiert (Christophe Lefebvre; Pilipiuk et al., 

2009). 

 

ine Agarplatten:

pro it ,5 g Pepton 140 

ung B; 1 ml Lösung C; 25 ml Lösung D 

 

ang e

 L er: 20 g Agar, 3 g NaCl, 2

Nach dem Autoklavieren werden noch hinzu gegeben:  

1 ml Lösung A; 0,5 ml Lös

er icherte Agarplatten: 

pro Liter: wie kleine Agarplatten, jedoch zusätzlich 5g Bact

Hefeextrakt 

Lösungen (per Liter):  

Lösung A: 5 g Cholesterin in EtOH  

Lösung B: 110,8 g CaCl

o-

2

Lösung C: 246,5 g MgSO4 x 1H2O 

Lösung D: 108,3 g KH2PO4; 36 g K2HPO4
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6.3.2 Einfrieren zur Konservierung von C. elegans Stämmen

Zur dauerhaften Kryokonservierung werden mehrere Tiere auf eine NGM-Platte 

überführt und solange inkubiert bis kein Futter mehr auf der Platte befindet 

möglichst viele L1- und L2-T

und 

iere vorhanden sind. Die Würmer wurden mit 2 ml M9 

uffer von den NGM-Platten gespült, in 5 Kryoröhrchen mit jeweils 300 µl überführt. 

d wird jeweils 300 µl Einfriermedium in die Kryoröhrchen gegeben, 

in einer Styr roporbox 

des 

ag spä sigen Stickstoff überführt. Bei Bedarf wird der Inhalt 

r

Würmer nach zwei Ta tzt. 

Lösungen: 

M9-Puffer: 

PO

Cl 

Einfriermedium 

 

/v) 

0,3 mM MgSO4

6.3.3 Synchronisierung einer C. elegans-Population

Um eine semi-synchrone C. elegans-Population zu erhalten wird eine Platte mit 

vielen adulten Hermaphroditen mit PBS abgewaschen, in ein Reaktionsgefäß 

überführt und wie folgt behandelt: 

- 1 min bei 2000rpm zentrifugieren 

- der Überstand wird verworfen 

- 1 ml PBS und 500 µl frisch angesetzte Synchronisierungslösung hinzu geben  

- Für 8 min inkubieren lassen 

- für 2 min bei 2000 rpm zentrifugieren und der Überstand verworfen 

Mit dieser Methode werden die Embryonen aus den adulten Tieren isoliert und 

Larven, bzw. Adulte werden zersetzt. Das erhaltende Pellet, welches lebensfähige 

Embryonen enthält, wird einmal mit PBS gewaschen und nach einer weiteren 

Zentrifugation auf frische Agarplatten verteilt (z.B. 2 µl für eine kleine RNAi 

Fütterungsplatte). 

 

Lösungen: 

P

Anschließen

welche oporbox bei -70 °C eingefriert werden. Durch die Sty

wird ein schonen

Tiere einen T

Einfrieren gewährleistet. Zur permanenten Lagerung werden die 

ter in flüs

eines aufgetauten K yoröhrchens auf mehrere NGM-Platten verteilt und die lebenden 

gen auf frische Platten umgese

 

41 mM Na2HPO4

25 mM KH2 4

10 mM NaCl 

20 mM NH4

200 mM NaCl 

100 mM KPO4 (pH 6,0) 

60% Glycerin (v

 

 

Synchronisierungslösung: 3 Vol 13% NaOCl, 2 Vol 4 M NaOH 

PBS (pro Liter): 8 g NaCl; 0,2 g KCl; 1,44 g Na2HPO4; 0,24 g 

KH2PO4, pH 7,4 
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6.3.4 Herstellung Agarose-beschichteter Objektträger und Deckgläser

.3.4.1 Für in vivo-Beobachtung

 bac önnen (s. n rose-

ete Ob er trans Agaroselösung in dH2O 

in der Mikrowelle aufgekocht und ein Tropfen dieser Lösung auf einen Objektträger 

n. Durch en eine n Objektträg ird die Ag

ärten der Agaros bjektträger durch 

und Herschieben entfernt. 

Mikroinjektion

Für die Mikroinjektion (s. 6 den Agarose-beschich eckgläser 

rfür lls % Agaroselö 2O a

wird auf einem Deckglas gesp i 70 °C bis zur A knung der 

Agarose inkubiert. 

ellung

Für Antikörperfärbungen an Embryonen (s. 6.3.6; 6.3.9) werden die

beschichtete Objektträger transferiert. Durch die positiv geladene

ie Em n aufg r Wechselw mit negativ geladenen 

Komponenten der Eihülle des Embryos am Objektträger kleben. 

werden folgendermaßen angefertigt: 

dH  e

sen 

 CrK  x 12H2O hinzufügen und gut vermischen 

sin mischen 

- Lösung für 12 h bei 4 °C stehen lassen 

uf einem sauberen Objektträger 

leichmäßig ausgestrichen und luftgetrocknet. Gegen Staub geschützt werden die 

Objektträger im Kühlschrank aufbewahrt und können so mehrere Monate benutzt 

6

Um Embryonen in vivo beo hten zu k 2.3.7) werde sie auf Aga

beschicht jektträg feriert. Hierfür wird eine 2-3% 

gegebe  Aufleg s zweite

e wird der zweite O

ers w arose gespreizt. 

vorsichtiges Hin- Nach dem Erh

 

6.3.4.2 Für 

.3.11.1) wer tete D

benötigt. Hie wird ebenfa eine 2-3

reizt und 2-3 h be

sung in dH ufgekocht. Diese 

ustroc

 

6.3.5 Herst Polylysin-beschichteter Objektträger 

se auf Polylysin-

 Polylysinschicht 

bleiben d bryone rund de irkung 

Die Objektträger 

- 200 ml 

- 400 mg Gelatine darin lösen und auf 40 °C abkühlen las
2O auf 60 °C rwärmen 

- 40 mg

- Jeweils 1 ml dieser Lösung mit 1mg Polyly

(SO)2

Ein Tropfen der gebrauchsfertigen Lösung wird a

g

werden. 

 

6.3.6 Präparation von Embryonen

Um Embryonen zu präparieren, werden adulte Hermaphroditen von einer Agarplatte 

in einen Tropfen dH2O auf einen Objektträger transferiert. Mit Hilfe eines Skalpells 

werden die Würmer zerschnitten, so dass durch den Innendruck im Nematoden die 

Embryonen freigesetzt werden. Unter Beobachtung mit dem Binokular werden die 

isolierten Embryonen mit einer fein ausgezogenen Pasteurpipette, an die einem 

Schlauch plus Mundstück gekoppelt ist, aufgesaugt und für weitergehende 
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Untersuchungen auf einen Agarose- bzw. Polylysinbeschichteten Objektträger 

überführt. 

6.3.7 In vivo-Beobachtunge

Für in vivo-Beobachtungen wer

dH2O auf einen mit Agarose be ersiegeln 

ird ein mit Vase

Druck auf die Ränder des Deck ie Embryonen und Larven etwas 

cht, so dass eine optim chtung gewährleistet ist. 

rential-Interfere erden 

eob

 

6.3.8 Antikörperfärbung an Embryonen/Larven/Gonaden

olylysin-beschichtete 

Ob t

was d

Deckg urch Absaugen des Wassers unter 

dem ieser Punkt ist 

bes ryonen bei zu starkem Quetschen platzen und bei zu 

sch

keine F

Sofort nach dem Quetschen wird der Objektträger für einige Minuten in flüssigen 

Stic t ckglas mit einem Skalpell weggesprengt, wobei 

die ih

Danac

 

- l bei –20 °C 

 –20 °C 

T 

Der pr  Bedarf verdünnt und in einem 

Vo ktträger gegeben. Die Inkubation erfolgt in einer 

feu t s wird der 

r für 2x5 min bei RT in TBST gewaschen. Der Sekundärantikörper, 

lt mit einem Fluorochrom

Objektträger gegeben (ebenfalls 

Kammer für 2 h bei RT. Anschließend wird der Objektträger wieder für 2x5 min bei 

schen. Ist eine l 

min 

Schließlich wird ein Tropfen Mow ktträger gegeben und mit einem 

n

den präparierte Embryonen und Larven mit etwas 

schichteten Objektträger gegeben. Zum V

des Präparates w line umrandetes Deckglas aufgelegt. Durch leichten 

glases werden d

gequets ale mikroskopische Beoba

Mit Hilfe der Diffe nz-Kontrast-Mikroskopie (DIK-Mikroskopie) w

die Embryonen und Larven b achtet. 

Präparierte Embryonen werden mit einem Tropfen dH2O auf P

jek träger transferiert. Nach kurzer Zeit kleben die Embryonen am Polylysin fest, 

urch Anstrudeln der Embryonen zu überprüfen ist. Anschließend wird ein 

las aufgelegt. Die Embryonen werden d

 Deckglas mit Hilfe eines Zelltuches leicht gequetscht. D

onders kritisch, da die Emb

wachem Quetschen anschließend die Eihülle nicht weggesprengt wird und so 

ixierung des Embryos ermöglicht wird. 

ks off getaucht und dann das De

 E ülle und Vitellinmembran entfernt werden.  

h folgt die Fixierung: 

- 10 min in Methanol bei –20 °C

- 20 min in Aceton bei –20 °C 

5 min in 90% Ethano

- 5 min in 60% Ethanol bei

- 5 min in 30% Ethanol bei R

- 2x 10 min waschen in TBST bei RT 

imäre Antikörper wird in Blockierlösung nach

lumen von 30-45 µl auf den Obje

ch en Kammer über Nacht bei 4 °C oder für 2 h bei RT. Im Anschlus

Objektträge

gekoppe , wird 1:200 in Blockierlösung verdünnt und auf den 

30-45 µl). Die Inkubation erfolgt in einer feuchten 

RT in TBST gewa DNA-Färbung erwünscht, wird das Präparat in 30 µ

DNA-Färbelösung für 30-40 inkubiert und erneut 2x5 min in TBST gewaschen. 

iol auf den Obje
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Deckglas versiegelt. Die Präparate werden bei 4 °C gelagert. Als Sekundärantikörper 

werden Cy2, Cy3 bzw. Cy5 gekoppelte Antikörper aus dem Esel verwendet (Jackson 

ese e Auswertung der Präparate erfolgte am 

- 5 g Elvanol (Höchst) in 20 ml 1xPBS pH 7,4 lösen  

ImmunoR arch, Soham, England). Di

konfokalen Lasermikroskop. 

 

Lösungen: 

TBST: 20 mM Tris/Cl pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,2% Tween 20 

Blockierlösung: 

  

1% BSA; 1% fettfreies Milchpulver; 0,02% Natriumazid, gelöst 

in TBST 

DNA-Färbelösung: YOYO-1 (1 mM, 1: 40000; Molecular Probes, USA) und RNAse 

H (1 mg/ml, 1:10000) in TBST 

Mowiol: 

- 16 h rühren  

- 10 mg Glycerin hinzufügen 

- 16 h rühren 

- 15 min bei 12000 rpm zentrifugieren und Überstand 

abnehmen  

- Jeweils eine Spatelspitze DABCO (1.4-

Diazabicyclo[2,2,2]octan) als Ausbleichschutz unter je 1 ml 

Mowiol mischen.  
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Folgende Tabelle zeigt eine Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten 

Antikörper: 

 

Bezeichnung Ursprung Erkennt Eingesetzt Referenz 

anti-4A1 Maus !-Tubulin 1:50 Piperno und 

Fuller, 1985 

MH27 Maus AJM-1 1:10 Francis und 

(anti-AJM-1) Komponente der 

CeAJ 

Waterston, 1985

MH33 Intermediärfilament 1:100 Francis und Maus 

(anti-IFB-2) IFB-2, apikale 

Lokalisation in den 

Darmzellen 

Waterston,1985; 

Bossinger et al., 

2004 

anti-DLG-1 Kaninchen DLG-1 

Komponente der 

CeAJ 

1:16000 Segbert et al., 

2004 

anti- ERM-1 Kaninchen ERM-1 1:200 van Fürden et 

al., 2004 

anti-GFP Kaninchen GFP-1 1:100 Molecular 

Probes, Leiden; 

NL 

anti-GFP Maus GFP-1 1:100 Molecular 

Probes, Leiden; 

NL 

anti-LET-413 Kaninchen LET-413 1:1000 Aono et al., 

2004 

anti-PAR-3 Maus PAR-3 1:50 Nance et al., 

2003 
 

Tab. MM3: Tabelle der verwendeten primären Antikörper

cithin. Danach werden die Embryonen 

 und mindestens 1 h in FITC-Phalloidin (Sigma, 

n. 

nschließend werden die Embryonen erneut 2x10 min in PBST gewaschen und 

6.3.9 Aktinfärbung an Embryonen

Präparierte Embryonen werden in einem Tropfen dH2O auf einen 

Polylysinbeschichteten Objektträger transferiert und für 2min in einer Fixierlösung mit 

4% Paraformaldehyd und 0,1 mg/ml Lysolecithin (Sigma) zum Andauen der Eihülle 

inkubiert. Anschließend erfolgt eine 20-minütige Inkubation in der Fixierlösung mit 

4% Paraformaldehyd, jedoch ohne Lysole

2x10 min in PBT gewaschen

verdünnt 1:1000 in PBST) bzw. Alexa Fluor® 488 Phalloidin (Molecular Probes, 

verdünnt 1:25 in PBST) inkubiert. Das Phalloidin, ein Toxin aus dem 

Knollenblätterpilz bindet an Aktinfilamente und verhindert deren Depolymerisatio

A
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schließlich mit 10 µl ProLong® Anitfade Kit (Molecular Probes) eingedeckelt. Die 

 

ixierlösung: 4% Paraformaldehyd in 60 mM Pipes; 25 mM 

Hepes; 10 mM EGTA; 2 mM MgCl2; pH 6,8; 

e, USA) 

n

f einen mit Poly-L-Lysin 

eschichteten Objektträger transferieren 

00 µl) geben, mit einem Deckglas (18x18 mm) bedecken und 30 min bei 

-20 °C inkubieren 

- 2x10 min mit PBST waschen 

- bzw. Alexa-Phalloidin (1:25 in PBST) 

ei RT achfärben (ca. 0 µl pro Präparat) 

- 2x 10min mit PBST waschen 

prechend in PBST verdünnen und ca. 50 µl auf den 

ösungen 

Methanol p.a., 3,7% Paraformaldehyd und 

Eugene,USA) 

Auswertung erfolgt am konfokalen Lasermikroskop.
 

Lösungen: 

F

zusätzlich 0,1 mg/ml Lysolecithin (Sigma) 

PBS (pro Liter): 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPO4, 0,24 g 

KH2PO4, pH 7,4 

PBST: PBS plus 0,1% Tween 20 

FITC-Phalloidin: 0,1 mg/ml in PBS (Sigma Aldrich, Steinheim) 

Alexa Fluor® 488 Phallodin 200 U/ml in Methanol (Molecular Probes, Inc., 

Eugen

6.3.10 Doppelfärbung eines Antikörpers mit Phalloidi

- Adulte Würmer in einem Tropfen dH2O zerschneiden, Embryonen mit einer 

ausgezogenen Pasteurpipette aufsaugen und au

b

- Embryonen gut quetschen und in flüssigen Stickstoff tauchen 

- Deckglas absprengen 

- Sofort auf den noch gefrorenen Objektträger das Fixativ/Phalloidin-Gemisch 

(ca. 1

1 h mit FITC-Phalloidin (1:100 in PBST) 

b  n  5

- Antikörper ents

Objektträger geben 

- ü.N. bei 4 °C inkubieren 

- 2x10 min in PBT waschen 

- Sekundärantikörper in BSA/Milchpulver verdünnen, ca. 50 µl auf jedes 

Präparat geben und 2 h bei RT inkubieren 

- 2x10 min in PBST waschen 

- mit 10 µl ProLong® Antifade Kit (Molecular Probes) eindeckeln 

L

Fixativ: 75% 

1:100 FITC-Phalloidin bzw. 1:25 Alexa-Phalloidin in 

dH2O 

FITC-Phalloidin: 1 mg/ml in PBS gelöst (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

Alexa Fluor® 488 Phallodin 200 U/ml in Methanol (Molecular Probes, Inc., 
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6.3.11 Die Technik der „RNA-mediated interference“ (RNAi) 

6.3.11.1 RNAi per Mikroinjektion 

Um in C. elegans mit Hilfe der RNAi Technik ein bestimmtes Gen auszuschalten, 

wird in die Gonade dsRNA injiziert (Fire et al., 1998). Für die Mikroinjektion diente 

das inverse Mikroskop Leica DM IRB, durch welches das Präparat auf dem 

Objekttisch frei zugänglich für die Injektionsnadel ist. Für die Injektionen werden 

nfacher Vergrößerung in die 

ierlichen Ausstrom der dsRNA 

NAi kann über das Füttern spezieller RNase III-defizienter Bakterien (HT115[DE3], 

t al., 2001). Diese Bakterien müssen die Zielsequenz der 

 bestimmten Vektor (pPD129.36, s. 6.2.3) enthalten. Zur Induktion der 

n 40 µl IPTG (1 mM Endkonzentration) auf einer kleinen Agarplatte 

urchmesser 5,3 cm; Ampicillin- und Tetracyclin-Selektion) ausgestrichen. 

Anschließend werden 120 µl einer ü.N. Kultur der HT115[DE3]-Zellen auf diese 

 Nacht bei RT inkubiert.  

spezielle Nadeln benötigt (GB 120 F-10, Science Products, Hofheim), die in einem 

Mikropipettenpuller (Sutter P-97; Science products, Hofheim) fein ausgezogen 

werden. Die Nadeln sollten möglichst immer „frisch gezogen“ werden. Sie werden mit 

einer fein ausgezogenen Pasteurpipette von hinten mit der dsRNA gefüllt und in den 

Halter eingespannt. 

L4-Larven oder junge Adulte mit wenig Embryonen im Uterus werden zunächst von 

der Agarplatte in einen Tropfen dH20 überführt. Hier werden sie von den E.coli

gesäubert. Dann wird ein Wurm auf ein mit Agarose beschichtetes Deckglas 

gegeben, auf dem sich ein Tropfen Voltalef-Öl (10S) befindet. Mit Hilfe einer an einer 

Pipette klebenden Wimper wird der Wurm auf die Agarose gedrückt, dadurch 

dehydratisiert und somit immobilisiert. Nun wird das Deckglas auf dem Objekttisch 

der Injektionsapparatur fixiert und der Wurm bei zeh

Fokusebene des Mikroskops gebracht. Die Injektionsnadel wird so justiert, dass sie 

sich in der Nähe der Gonade befindet. Die Injektion erfolgt schließlich bei 40-facher 

Vergrößerung. Hierbei wird die Nadelspitze in die gleiche Fokusebene wie die Rachis 

(der Versorgungskanal der Gonade) gebracht und mit Hilfe eines Piezo 

Mikromanipulators in den Wurm gestochen. Die Injektion erfolgt mit Hilfe von Druck 

(Stickstoff), wobei es zu einem langsamen, kontinu

kommen sollte. Nach beendeter Injektion wird der Wurm in einen Tropfen 1x PBS 

gebracht, wo er rehydriert und wieder anfängt sich zu bewegen. Mit Hilfe einer fein 

ausgezogenen Pasteurpipette wird der Wurm aufgesaugt und auf eine frische 

Agarplatte überführt. 

 

6.3.11.2 RNAi über Fütterung von Bakterien 

R

s. 6.2.2) erfolgen (Kamath e

RNAi in einem

dsRNA werde

(D

IPTG-Agarplatten gegeben und über

Um ein embryonales RNAi Experiment zu starten werden L4-Larven auf die Platten 

gegeben und für mindestens 24 h bei 15 °C gehalten und auf neue Platten 

umgesetzt. Die auf diesen Platten abgelegten Embryonen wurden weiter 

ausgewertet. Im Gegensatz dazu wird ein postembryonales RNAi Experiment mit L1-
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Larven oder einer semi-synchronen Embryonenpopulation (s. 6.3.3) gestartet und 

nach 72 h auf neue Platten überführt. Die Larven nehmen nach dem Schlüpfen die 

Bakterien auf und zeigen ggf. während der Postembryogenese Defekte, die weiter 

beobachtet und dokumentiert werden können. Als Kontrolle wurden die Embryonen 

uf Platten mit HT115[DE3] Bakterien angesetzt, die den RNAi Vektor (pPD129.36; 

Kamath et al., 2001) ohne eine Zielsequenz trugen, und entsprechend ausgewertet. 

ommen

ittels der postembryonalen RNAi kann man einen Phänotyp im adulten 

ermaphroditen erzeugen. Dafür werden Embryonen auf RNAi-Platten gegeben und 

pätestens nach 72 h auf frische Platten umgesetzt, da sonst ein schwächerer RNAi 

folgte standardmäßig bei 15 °C. Nach 

insgesamt 102 h Entwicklungszeit waren die Tiere späte L4-Larven bzw. junge 

Adulte. Dann wurden sie zu je 3 Tieren auf neue Platten gesetzt. Nach weiteren 67 h 

werden die Adulten von den Platten herunter gesammelt und ihre Nachkommen 

ausgezählt. 

Diese Auszählungen wurden vom jeweiligen Versuch öfter durchgeführt und von 

diesen Zahlen wurde ein Mittelwert pro Hermaphrodit berechnet. Die 

Standardabweichung wurde mit Hilfe von Microsoft® Office Excel 2003 errechnet. 

Die Ergebnisse wurden schließlich graphisch mittels Excel ausgewertet. 

 

 

Mittelwertberechnung: 

 

a

 

6.3.12 Ermittlung der Sterilitätsrate mittels statistischer Auszählung der 
Nachk

M

H

s

Effekt zu beobachten war. Die Haltung er

 
 

Standardabweichung:  

  
 

Da unterschiedliche genetische Hintergründe (z.B. in mutanten Stämmen) der 

Durchschnitt der produzierten Nachkommen variieren kann, war es nötig die 

Ergebnisse in prozentualen Raten umzurechnen. Dabei war die durchschnittliche 

Nachkommenzahl der Kontrolle der Grundwert. Somit konnte die Veränderung der 

Nachkommenproduktion nach postembryonaler RNAi auch in verschiedenen 

Stämmen miteinander verglichen werden.  

Dies wurde wie folgt errechnet. 

 



Material und Methoden 

 

122

Jedes Ergebnis einer Auszählung wurde m

und mit 100 multipliziert. Damit errec

it dem Durchschnitt der Kontrolle geteilt 

hnete sich die Fertilitätsrate in %. Die 

Sterilitätsrate ist die Differenz des Grundwerts (100%) und der Fertilitätsrate in %. 

G = G

E = An inzelexperiment 

 

Stamm XY legte im Durchschnitt 150 Embryonen und Stamm YZ nur 80 unter 

unters

prozentualen Angaben der RNAi Auswirkungen. Stamm XY produzierte nach RNAi 

Diese ie Ergebnisse durch den Grundwert 

dividiert und in Prozent umgerechnet.  

Stamm

 

t-Test 

t-Test:

Versuc

Stichp  von Excel 

 

rundwert = Durchschnittliche Nachkommenproduktion der Kontrolle 

zahl der Nachkommen im E

F = Fertilitätsrate in % = Ex100 / D  

S = Sterilitätsrate in % = 100-((D/E)x100) = 100-F 

Beispiel zum Verständnis: 

gleichen Bedingungen. Um die Auswirkung einer postembryonalen RNAi 

uchen zu können, gelten diese Durchschnittswerte als Grundwert für die 

noch in einem Experiment 30 Nachkommen. Stamm YZ legte 35 Embryonen ab. Um 

Werte vergleichen zu können, werden d

Stamm XY = 30/150x100 = 20% Fertilität = 80% Sterilität 

 YZ = 35/85x100 = 43,8% Fertilität = 56,2% Sterilität  

Dies wurde für jedes Einzelexperiment durchgeführt um Standardabweichungen und 

zur Signifikanzberechnung durchführen zu können.  

 

Es wurde ein Zweistichproben t-Test durchgeführt, da 2 unabhängige 

hsreihen auf Signifikanz getestet wurden. Da die Varianz der zwei 

roben ungleich war (heteroskedastisch) wurde folgende Formel

verwendet: 

      
 

6.3.13 EGTA Test

Chelat fluss auf 

20 mM

das EGTA in Wasser löslich ist, musste NaOH hinzugeben werden. Anschließend 

Gieße

 

EGTA (=Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N,N#N#-Tetraessigsäure) ist ein Ca2+-

or und wurde den C. elegans Fütterungsplatten hinzu gegeben um Ein

den Ca2+-Haushalt der Zellen zu nehmen. Die Endkonzentration in den Platten sollte 

 betragen. Dazu wurde zunächst eine 500 mM Stammlösung angesetzt. Damit 

wurde der pH-Wert auf 7,5 mit HCl eingestellt. Das EGTA wurde direkt vor dem 

n der Platten in das warme Medium zugesetzt. 
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6.3.14 EMS-Mutagenese-let-413-Suppressor-Screen

hmen dieser Arbeit wurde Ethylmethansulfonat (EMS) verwendet, um Im Ra

Mutationen im C. elegans Genom hervorzurufen. EMS verursacht vornehmlich 

In dem

behan

Generation zwei separat mutagenisierte haploide Chromosomensätze aufweist. 

ausge

Demzu

Phänotyps untersucht.  

Popula 9-

wurde  von ca. 47 mM zu 

erhalten. Die Würmer wurden so für 4 h bei Raumtemperatur in einem 

gekom

gesammelt und ansc ung dekontaminiert. 

 mit 

Ansch uf 10 große NGM-Platten 

überführt und lies diese bei 25 °C für ca. 6 h Embryonen ablegen. Nach 3 Tagen ist 

L1-Lar viele F2-Eier auf der 

auf let

Nach 

Suppre wurden auf kleine 

Linien 

RNAi in Genen die für die RNAi 

 

20% N

 

Punktmutationen. 

 hier durchgeführten Screen wurden L4-Larven der P0-Gereration mit EMS 

delt, was in deren Keimbahn Mutationsereignisse erzeugt, so dass die F1-

Rezessive Mutationen werden dementsprechend erst in der F2-Generation 

prägt, da dann die Mutationen erstmals homozygot auftreten können. 

folge wurde die zweite Filialgeneration auf die Suppression des let-413(RNAi) 

Zunächst wurden große NGM-Agarplatten benötigt, welche eine möglichst dichte 

tion von vornehmlich jungen L4-Stadien aufwiesen. Die Tiere wurden mit M

Medium von den Platten in ein 15 ml Reaktionsgefäß überführt, zweimal mit M9 

gewaschen und schließlich in einem Endvolumen von 4 ml aufgenommen. Dazu 

n nun 20 µl EMS gegeben, um eine Endkonzentration

Taumelschüttler unter einem Abzug inkubiert. Alle mit EMS in Berührung 

menen Spitzen, Handschuhe und Reaktionsgefäße wurden gesondert 

hließend in einer EMS- Inaktivierungslös

Nach der Inkubation wurde die EMS-Lösung abgenommen und die Tiere zweimal

M9-Medium gewaschen. Die Tiere wurden nun auf 2 große NGM-Agarplatten verteilt 

und für mindestens 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. 

ließend wurden jeweils 10-15 junge Adulte a

diese F1 Generation adult und beginnt die F2 abzulegen. Die Adulten und die ersten 

ven werden von den Platten gewaschen um möglichst 

Platte zu hinterlassen. Einen Tag später wurden die frisch geschlüpften L1-Larven 

-413(RNAi) Fütterungsplatten Platten verteilt.  

3 Tagen konnten die Platten nach fertilen Tieren überprüft werden um so 

ssionsmutanten zu finden. Die gefundenen fertilen Tiere 

NGM-Platten vereinzelt um so Screen-Linien erhalten zu können. Die erhaltenen 

wurden auf 24er Mikrotiterplatten mit mkpl-1(RNAi) Fütterungsbakterien auf 

Resistenz getestet, um so die Mutationen 

Maschinerie nötig sind, aus zu sortieren. Übrig gebliebene potentielle let-413(RNAi) 

Suppressoren wurden wiederholt auf let-413(RNAi) getestet. 

EMS-Inaktivierungslösung: 

0,1 M NaOH 

aS2O3
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6.3.15 Elektronenmikroskopie

 dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse mittels Elektronenmikroskopie wurden 

stophe Lefebvre aus dem Labor von Renau

Die in

von unserem Kollaborationspartner Chri d 

beschr

platzie s Fixativ durchlässig gemacht. Die 

Osmiu

Philips führt. 

6.3.16

Alle Auswertungen mit DIK-, Fluoreszenz oder hochauflösender konfokaler 

durchg

 

Legouis durchgeführt. Die Fixierung erfolgte wie in der Arbeit Legouis et al., 2000. 

ieben. Die Tiere werden auf Agarose-Objektträger mit 4% Glutaraldehyde 

rt und mittels Laser-Perforation für da

Fixierung wird ü.N. inkubiert. Anschließend erfolgen weitere Fixierungsschritte mit 

mtetroxide und Uranylacetat. Die anschließende Auswertung wurde an einem 

 EM208 Mikroskop durchge

 

Anzahl der Auswertungen

Lasermikroskopie wurden, wenn nicht anders erwähnt, mindestens 30-mal 

eführt. 
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8 Anhang 

8.1 Die Zah er einz p teils

8.1.1 Auszählungen der Nachkomm des N2 Wildtyp Stammes

len d elnen Ex erimente des Ergebnis

en

Stamm N2 

RNAi Kontrolle dlg-1(RNAi)

let-

413(RNAi)

  265 201 0 
  432 228 0 
  672 185 3 
  531 89 4 
  287 324 10 
  596 248 0 
  639 219 0 
  673 156 0 
  770 144 0 
  713 359 0 
  797 491 0 
  397 185 3 
  369 131 0 
  539 95 0 
  679 220 0 
  596 96 0 
  588 177 0 
  632 40 3 
  508 145 0 
  442 133 0 
  5 33121  2 
  591 315 0 
  6  297 0 10  
  5  207 7 17  
  5  230 0 31  
  4  188 0 81  
  5  197 6 33  
  4  111 0 80  
  6  172 0 02  
  5  207 0 51  
  487 137 3 
  557 0 0 
  531 113 0 
  592 181 0 
  602 132  
  519 258  
  531 175  
  562 244 
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  503 94 
  597 58   
  100   556 
  93   561  
  502 17   
  550 252   
  489 30   
  586    
  542    
  563    
  527   
  581   
  598     
  613    
  602    
  584    
  541    
  592    
  517    
  536    
  548    
  559    
  613    
  497    
  535    
  456    
  468    
  524    
  423    
  562    
  566    
  576    
  605    
  528    
  418    
  514     

 

Tab. Anhang I: Originalza en der Nachk enauszäh en des N2 Wildtyp Stammes.hl omm lung
Ein Experiment wurde mit 3 Tieren bei 15 °C durch führt. Nach 102 h postembryonaler ge
Entwicklungszeit wurden aphrod u je 3 Ti  auf neue Platten umgesetzt. Nach die Herm iten z eren
weiteren 67 h wurden die a elegten Nach en ausgezählt. bg komm
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8.1.2 Auszählungen der Nachkommen der ipp-5(sy605) Mutante

Stamm ipp-5 (sy605) 

RNAi lle dlg-1(RNAi)

let-

413(RNAi)Kontro

  376 282 158 
  348 513 23 
  266 368 95 
  369 380 210 
  437 425 119 
  432 236 444 
  404 125 378 
  266 219 232 
  413 131 474 
  325 292 274 
  388 187 152 
  288 247 125 
  193 271 103 
  194 379 45 
  238 186 108 
  264 436 353 
  402 263 206 
  241 
  270   
  3   12 
  311   
  3     82  

 

Tab. Anhang II: O inalzahlen de hkommen ählungen p-5(sy605) Mutante.rig r Nac ausz der ip

Ein Experiment wurde mit 3 T rchgeführt. Nach 102 h postembryonaler ieren bei 15 °C du
Entwicklungszeit wurden die Herm  zu Tieren au e Platten umgesetzt. Nach aphroditen je 3 f neu
weiteren 67 h wurd  die abgelegte chkommen ezählt. 
 

en n Na  ausg
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8.1.3 Auszählungen der Nachkommen der itr-1(sy290) Mutante

Stamm itr-1 (sy290) 
RNAi Kontrolle dlg-1(RNAi) let-413(RNAi)

  13 32 47 5 
  16  443 142  
  14 157 04  
  127 259 17 
  129 204 12 
  192 224 3 
  148 130 0 
  33 72 05  
  336 128 4 
  42   24 8 
  377    
  351   
  460    
  26    5   

 

Tab. Anhang III: Originalzahlen der Nachkommenauszählungen der itr-1(sy290) Mutante.
Ein Experiment wurde mit 3 Tieren bei 15 durchgeführt. Nach 102 h postembryonaler °C 
Entwicklungszeit wurden die Hermaphroditen zu 3 Tieren a neue Platten umgesetzt. Nach  je uf 
weiteren 67 h wurden die abgelegten Nachkomme sgezählt. 
 

 

8.1.4 Auszählungen der Nachkommen des N mmes und der itr-

1(sy290) Mutante nach Verdünnung von let-413(RNAi)

n au

2 Sta

Stamm N2 itr-1(sy290)

RNAi
let-413/Kontrolle

1:2
let-413/Kontrolle

1:2

  4 16 
  159 186 
  2 157 
  58 47 
  21 137 
  70 12 
  4 60 
   79  

 

Tab. Anhang IV: Originalzahlen der Nachkommenauszählungen des N2 Wildtyp Stammes und
der itr-1(sy290) Mutante nach Verdünnung der let-413(RNAi) Fütterungskulturen.
Ein Experiment wurde mit 3 Tieren bei 15 °C durchgeführt. Nach 102 h postembryonaler 
Entwicklungszeit wurden die Hermaphroditen zu je 3 Tieren auf neue Platten umgesetzt. Nach 
weiteren 67 h wurden die abgelegten Nachkommen ausgezählt. 
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8.1.5 Auszählungen der Nachkommen der rrf-1(pk1417) Mutante

Stamm rrf-1(pk1417) 
RNAi Kontrolle dlg-1(RNAi) let-413(RNAi)

  6 598 477 78 
   5 404 609 63 
  46 4  494 5 83
  33 5  354 5 60
  71 5  150 4 39
  02 5  228 4 22
  74 6  382 5 32
  3  482 568 77
  4  501 570 02
  98 5  546 5 27
  6  605 431 69
  5  518 517 81
  5  598 582 12
  4362 37 356 
  4387 83 387 

 4  446 424 28

 5  452 473 17

 4  412 502 12 
 

Tab. Anhang V: Originalzahlen der Nachkommenauszählu rrf- 417) Mutante.ngen der 1(pk1

Ein Experiment wurde mit 3 Tieren bei 15 °C durchg Nach h postembryonaler eführt. 102 
Entwicklungszeit wurden die Hermaphroditen zu je 3 Tier f neue Platten umgesetzt. Nach en au
weiteren 67 h wu gten Nachkommen ausgezäh

 
 

8.1.6 Auszählungen der Nachkommen der k142 utante

rden die abgele lt. 

rrf-3(p 6) M

Stamm rrf-3(pk1 26) 4

RNAi Kontrolle dlg-1(RNAi)

  31 5 3
  15 317 
  4342 2 
   2339 2 
  8 341 
  13 332 
  11 340  

 

Tab. Anhang VI: Originalzahlen der Nachkommenauszählungen der rrf ) Mutante.-3(pk1426

Ein Experiment wurde mit 3 Tieren bei 15 °C durchg  Nach h postembryonaler eführt. 102 
Entwicklungszeit ermaphroditen zu je 3 Tier f neue Platten umgesetzt. Nach  wurden die H en au
weiteren 67 h wu  die abgelegte n ausgezäh

 
 

 

rden n Nachkomme lt. 
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8.1.7 Auszählungen der Nachkommen des OLB11 St esamm

Stamm OLB11 

RNAi ntrolle d

let-

413(RNAKo lg-1(RNAi) i)

  26 3  325 3 42
  20 3  317 3 17
  3  311 317 24
  29 3  332 3 30
  37 3  309 3 05
  4  441 489 28
   4 29 502 30 4
   4 437 517 24 
  3  399 468 66
  3  403 491 58 

 

Tab. Anhang VI n r Nachkommenauszäh n des OI: Originalzahle de lunge LB11 Stammes.
Ein Experiment wurde mit 3 Tieren bei 15 °C durchgeführt. Nach 102 h postembryonaler 
Entwicklungszeit wurden die Hermaphroditen zu je 3 Tieren auf neue Platten umgesetzt. Nach 
weiteren 67 h wurden die abgelegten Nachkommen ausgezählt. 
 

 

8.1.8 Auszählungen der Nachkommen der rde-1(ne219) Mutante

Stamm rde-1(ne219)

RNAi Kontrolle dlg-1(RNAi)

let-

413(RNAi)

  539 418 420 
  437 433 398 
  479 367 323 
  483 436 502 
  498 451 473 
  520 441 485 
  453 476 491 
  433 488 486 
  399 497 501 
  412 487 479  

 

Tab. Anhang VIII: Originalzahlen der Nachkommenauszählungen der rde-1(ne219) Mutante.
Ein Experiment wurde mit 3 Tieren bei 15 °C durchgeführt. Nach 102 h postembryonaler 
Entwicklungszeit wurden die Hermaphroditen zu je 3 Tieren auf neue Platten umgesetzt. Nach 
weiteren 67 h wurden die abgelegten Nachkommen ausgezählt. 
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8.1.9 Auszählungen der Nachkommen nach Kreuzung mit N2 Wildtyp

Männchen

Anzahl der NachkommenVerpaarung mit 
wildtypischen

Kontrolle
let-

413(Männchen RNAi)

 Ansatz 57 1 0 
  59 0 
  9 4 0 
  58 0 
  60 0 
  62 0 
  68 0 

 57 0 

 58 0 

 61 3 

Ansatz 2 78 0 
 75 0 

 72 0 

 73 0 

 73 0 

 69 0 

 74 0 

 77 0 

 65 0 

 68 0  
 

Tab. Anh g VIV: Originalzahlen der N auszä N2 Wildtyp Stammes an achkommen hlungen des
nach Kreuzung mit wildtypischen Männchen.
Hermaphroditen im L4-Larvenstadium wurden mit N2 Männchen verpaart. Im ersten Ansatz wurde 
die Verpaarung für 24 h, im zweiten Ansatz für 48 h bei 15 °C zusammen gehalten. Danach wurden 
die Hermaphroditen für 24 h vereinzelt und die Nachkommen ausgezählt.   
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8.1.10 Auswertung der Letalität von N2, itr-1(jc5), ipp-5(sy605) und itr-

(s let1 y290) nach -413(RNAi)

Stamm RNAi % Letalität n

N2 Kontrolle 0 578 
 0 656 
 0 445 
 0 343 
 0 417 
 0 54 
 0 597 

itr-1(jc5)  21,8 339 
 24,7 178 
 17,3 191 

ipp-5(sy60  0 5) 600 
 0 154 

itr-1(sy290)  0 462 

N2 let-413 (unverdünnt) 100,0 790 
 100,0 448 

itr-1(jc5)  100,0 541 
 100,0 281 

ipp-5(sy60  90,2 5) 387 
 94,6 466 
 100,0 288 
 88,4 199 

itr-1 (sy290)  100,0 309 

N2 let-413 (1:1) 81,7 958 
 91,3 368 
 99,0 936 

itr-1 (jc5)  100,0 409 
 100,0 229 

ipp-5(sy60  97,2 427 5)

 90,2 420 
 72,6 552 

itr-1 (sy290)  93,3 698 

N2 let-413 (1:2) 81,5 728 
 60,4 364 

itr-1 (jc5)  98,9 469 
 95,7 188 

ipp-5(sy60  67,1 5) 301 
 24,9 205 
 11,9 226 

itr-1 (sy290)  19,8 313 

N2 let-413 (1:3) 79,1 870 
 47,0 230 
 88,9 198 
 42,6 176 

itr-1 (jc5)  99,6 539 
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 89,1 129 
 98,5 133 

ipp-5(sy60  8,1 111 5)

 0,0 118 

N2 let-413 (1:5) 11,2 875 
 38,6 407 
 51,7 267 

itr-1 (jc5)  84,6 512 
 87,8 148 
 95,7 69 

ipp-5(sy605)  0,0 197 

N2 let-413 (1:8) 2,9 642 
 17,9 285 

itr-1 (jc5)  78,0 287 
 80,5 226 

ipp-5(sy60  0,0 286 5) 
 

Tab. Anhang Einzelergebnisse der Letalitätsauszählungen des N2 W , der itr-X: ildtyp Stammes
1(jc5), ipp-5(sy605) und itr 290) Mutanten nach Verdünnu 3(RNAi)-1(sy ng der let-41

Fütterungsk ren.ultu
Die let-413(RNAi) Bakterienkultu en mit Bak r Kontrolle verdünnt (HT115[DE3] ren wurd terien de
pPD129.36 o  Insert). Experi den bei 18 geführt. L rven wurden auf die hne mente wur  °C durch 4-La
RNAi Platten h gelassen, bevo eitere 24 h Platten um esetzt wurden. Von den  24 r sie für w auf neue g
abgelegten E yonen wurde ein Tag später die Letalitätsrate bestimmt. mbr
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8.1.11 Auswertung der Letalität durch let-413 und dlg- RNAi mit Zugabe

von EGTA 

1

Letalität %
RNAi mit oder ohne EGTA N2 ipp-5(sy605)

Kontrolle - EGTA 0) 0 (>500) 0 (>80
0 (>800)  (>600) 0
0 (>500)  (>400) 0

Kontrolle + EGTA 0 (>700) 0 (>600) 
  0 (>700) 0 (>500) 
  0 (>700) 0 (>300) 

let-413(RNAi) 1:2 - EGTA 91,6 (1469 82,2 (1408))  
81,5 (1732) 72,7 (752) 
49,4 (646) 7,1 (246) 1

let-413(RNAi) 1:2 + 98,7 (1630) 93,5 (1423)) EGTA
  100 (300) 88,1 (1077) 
  86,9 (350) 59,5 (126) 
  82,4 (721) 61,9 (126) 
  84,8 (598)  

dlg-1(RNAi) 1:1 - EG 99,9 (1352 82,8 (1225)TA )  
100 (150) 93,7 (678) 
46,9 (482) 5,8 (818) 1
54,3 (339) 1,8 (280) 1
71,8 (156) 34,9 (218) 

dlg-1(RNAi) 1:1 + E 100 (222) 100 (19GTA 8) 
  100 (178) 100 (152) 
  93,3 (641) 24,1 (449) 
  100 (430) 41,8 (505) 
  92,1 (367) 42,7 (178)  

 

Tab. Anhang XI: Einzelergebnisse der Letalitätsauszählungen des N2 Wildtyp Stammes und
der ipp-5(sy605) Mutante nach let-413 und dlg-1 RNAi mit und ohne Zugabe von EGTA. 
Experimente wurden bei 18 °C durchgeführt. L4-Larven wurden auf die RNAi Platten 24 h gelassen, 
bevor sie für weitere 24 h auf neue Platten umgesetzt wurden. Von den abgelegten Embryonen 
wurde ein Tag später die Letalitätsrate bestimmt. Die Zugabe vom EGTA erfolgte mit einer 
Endkonzentration von 20 mM im Plattenmedium. 

 

 

 

 



Anhang 

 

147

8.1.12 Detailierte Ergebnisse des let-413 Suppressor Screens 

# Screen 
Linie

let-413(RNAi)

Platte Nr. RNAi Kon
Wiederholung
let NAi)trolle sonstiges-413(R

1 2 Sensitiv STERIL
2 2 ens IS itiv STER L
3 2 s ERISen itiv ST L
4 2 L l a P50eta uf O
5 4 s ERISen itiv ST L
6 5 s ERISen itiv ST L
7 5 Sensitiv STERIL
8 6 antRNAi Mut e
9 6 ns iv TERISe it S L
10 6 s ERI Sen itiv ST L
11 6 s ERI Sen itiv ST L
12 7 s tiv Sen i STERIL
13 8 s tiv Sen i STERIL
14 s I 9 Sen itiv STER L
15 10 Letal au 50f OP
16 10 L a 50 etal uf OP
17 10 L a 50 etal uf OP
18 11 s I Sen itiv STER L
19 12 s RI Sen itiv STE L
20 12 s tiv Sen i STERIL
21 12 L a 50etal uf OP
22 12 L a 0 etal uf OP5
23 12 s I Sen itiv STER L
24 13 s tivSen i STERIL
25 14 STERIL Sensitiv
26 14 Sensitiv STERIL
27  L a 50 14 etal uf OP

28 14 Sens ivit SUPPRESSOR
29 14 s iv TERI Sen it S L
30 14 s RI Sen itiv STE L
31 14 L a 50 etal uf OP
32 14 L a 50 etal uf OP
33 17 s Sen itiv
34 18 Letal au 50f OP
35 18  Sensitiv STERIL
36 18 s iv TERI Sen it S L
37 s RI 18 Sen itiv STE L
38 18 s tiv Sen i STERIL
39 18 s I Sen itiv STER L
40 18 s tiv Sen i STERIL
41 18 L l a 50 eta uf OP
42 18 L a 50 etal uf OP
43 19 Letal au 50f OP

44 19 Sens ivit ENHANCER
45 19 L a 50 etal uf OP
46 19 s iv TERI Sen it S L
47 21 s iv TERI Sen it S L
48 22 s iv TERI Sen it S L
49 22 L l a P50 eta uf O
50 22 Sensitiv STERIL
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51 24 L a 50 etal uf OP
52 24 s iv TERI Sen it S L
53 17 L a 50 etal uf OP
54 14 Letal au 50f OP
55  s iv TERI 14 Sen it S L
56 12 s iv TERI Sen it S L
57 10 ant RNAi Mut e
58 9 s iv TERI Sen it S L
59 27 s iv TERI Sen it S L
60 35 s iv TERI Sen it S L

61  s iv ER 35 Sen it ENHANC
62 35 ant RNAi Mut e
63 35 Sensitiv STERIL
64 35 s iv TERI Sen it S L
65 33 Sensitiv STERIL
66 26 Sensitiv STERIL
67 26 Letal auf OP50
68 30 Sensitiv
69 30 Letal auf OP50
70 30 Letal auf OP50
71 25 Letal auf OP50
72 28 Sensitiv STERIL
73 28 Sensitiv STERIL
74 28 Sensitiv STERIL
75 28 Letal auf OP50
76 28 Sensitiv STERIL
77 29 RNAi Mutante
78 29 Sensitiv STERIL

79 33 Sensitiv SUPPRESSOR
80 33 Letal auf OP50
81 33 Letal auf OP50

82 33 Sensitiv SUPPRESSOR
83 33 Letal auf OP50
84 33 Sensitiv STERIL
85 33 Letal auf OP50
86 33 RNAi Mutante
87 35 Sensitiv STERIL
88 35 Sensitiv STERIL
89 35 Letal auf OP50
90 35 Letal auf OP50
91 35 Sensitiv STERIL
92 35 Letal auf OP50
93 35 Sensitiv STERIL
94 35 Sensitiv STERIL
95 35 Sensitiv STERIL
96 35 Letal auf OP50
97 35 Letal auf OP50
98 35 Sensitiv STERIL
99 35 Sensitiv STERIL
100 35 Sensitiv STERIL
101 35 Sensitiv STERIL
102 35 Sensitiv STERIL
103 42 Letal auf OP50
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104 42 RNAi Mutante
105 42 RNAi Mutante
106 42 STERIL Letal auf OP50
107 26 Sensitiv
108 26 STERIL Letal auf OP50
109 26 STERIL Letal auf OP50
110 40 STERIL Letal auf OP50
111 40 RNAi Mutante
112 40 Sensitiv STERIL
113 40 Sensitiv STERIL
114 39 Sensitiv STERIL

115 39 Sensitiv ENHANCER
116 39 Sensitiv STERIL
117 39 Letal auf OP50
118 39 Sensitiv
119 41 Sensitiv STERIL
120 41 Sensitiv STERIL
121 41 Sensitiv STERIL
122 41 Letal auf OP50
123 41 Letal auf OP50
124 41 Letal auf OP50
125 36 Letal auf OP50
126 36 Sensitiv
127 38 Letal auf OP50
128 37 Sensitiv STERIL
129 37 Sensitiv STERIL
130 37 Letal auf OP50

131 37 Sensitiv ENHANCER
132 37 Sensitiv STERIL
133 37 Sensitiv STERIL
134 37 Letal auf OP50

Tab. Anhang XII: Detailierte Ergebnisse des let-413 Suppressor Screens. 
Bei dem let-413(RNAi) Suppressor Screen wurden 134 fertile und adulte Tiere auf OP50 
Bakterienplatten vereinzelt um die Linien zu erhalten. Die Kontrolle ob die beobachtete let-

413(RNAi) Suppression durch eine Mutation in einem RNAi Gen hervorgerufen wurde, wurden alle 
Linien auf mklp-1(RNAi) getestet. Dabei stellten sich acht Linien als RNAi resistent heraus und 
wurden demnach als uninteressante Kandidaten verworfen. Die verbliebenen Linien wurden erneut 
postembryonal auf let-413(RNAi) Fütterungsplatten gesetzt und untersucht. Viele Linien (42) waren 
bei der Wiederholung steril und wurden somit aussortiert. Linien, die weiterhin eine Rettung der let-

413(RNAi) induzierten Sterilität zeigten, und Linien, die eine auffällige Verstärkung des 
Sterilitätsphänotyps zeigten, wurden für weitere Untersuchungen eingesetzt. 
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8.1.13 Auswertung der Suppressoren

N2 dus8 dus9 dus10 dus11

RNAi
Te
mp. let % n let % n let % n let % n let % n

Kontrolle 15°C 0,0 259 0,0 179 0,0 427 0,0 327 2,7 111 

0,0 61 0,0 181 1,1 290 2,2 90 0,0 52 

18°C 0,0 578 0,0 245 0,0 327 1,3 309 0,0 197 

0,0 343 0,0 211 0,0 192 0,0 86 0,0 57 

0,0 597 1,7 344 0,0 163 

0,0 54         0,0 327 0,0 334 

25°C 0,0 603 0,0 259 0,0 327 0,0 48 1,5 131 

0,0 471 0,0 61 2,2 90 0,0 597 3,6 110 

0,0 384 0,5 202 8,0 264 

0,0 103     0,0 287 12,1 481 

let-413(RNAi) 15°C 100,0 371 100,0 514 100,0 611 18,9 53 92,7 82 

93,5 107 100,0 366 96,5 523 96,2 494 59,4 133 

100,0 426 50,0 202 76,4 271 

18°C 100,0 758 100,0 1043 100,0 1048 12,0 432 19,3 746 

98,4 440 98,8 323 75,5 417 0,0 56 87,7 57 

100,0 589 78,5 297 77,6 335 

    11,2 930 68,6 660 

25°C 100,0 512 100,0 490 100,0 479 86,4 132 100,0 444 

100,0 103 100,0 81 100,0 228 8,9 157 100,0 186 

100,0 236 70,4 142 100,0 187 

    100,0 199 100,0 438 

dlg-1(RNAi) 15°C 100,0 243 99,5 402 97,1 307 13,5 266 58,0 305 

100,0 273         17,4 461 84,5 322 

99,7 784         9,9 669 86,3 600 

18°C 100,0 407 100,0 688 90,5 718 1,1 618 26,5 648 

99,9 677         3,0 603 53,1 595 

92,5 281         0,0 422 65,4 231 

25°C 100,0 342 92,8 432 100,0 251 99,6 260 100,0 325 

95,3 450         100,0 473 100,0 460 

100,0 401         100,0 361 100,0 316 

hmp-1(RNAi) 15°C 99,8 437 100,0 144 96,5 86 25,6 39 14,5 69 

97,1 170 67,0 103 87,1 31 

18°C 93,7 554 100,0 270 100,0 315 67,6 275 2,3 258 

100,0 504 62,4 173 92,4 131 

25°C 100,0 129 96,6 261 82,3 277 9,1 99 94,1 222 

100,0 409 79,8 391 99,7 361 

par-6(RNAi) 15°C 100,0 180         100,0 128 66,7 66 

100,0 85         35,2 154 67,0 188 

100,0 120         53,7 156 82,5 160 

18°C 100,0 170         45,6 57 0,0 43 

99,4 155         49,2 126 7,7 91 

99,5 191         51,8 83 8,1 62 
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25°C 100,0 164         50,4 131 33,3 102 

99,4 172         100,0 251 38,5 126 

96,7 120         100,0 300 47,8 123 

par-3(RNAi) 15°C 92,1 152         97,4 392 42,4 191 

100,0 398         9,0 268 31,4 185 

18°C 100,0 631         22,2 230 60,0 515 

100,0 313         37,0 809 29,3 99 

25°C 99,7 603         78,4 333 4,8 21 

100,0 312         81,9 281 53,3 210 

cyb-3(RNAi) 15°C 100,0 574         37,3 67 100,0 217 

100,0 417         26,0 242 100,0 112 

95,3 107         84,5 387 100,0 510 

    82,5 120         38,3 298 100,0 153 

18°C 100,0 481         35,5 682 82,4 426 

100,0 264         73,7 156 100,0 93 

93,5 429         59,8 318 100,0 210 

96,1 311         58,5 347 97,4 231 

25°C 100,0 526         100,0 468 100,0 217 

100,0 511         92,9 126 100,0 112 

100,0 332         100,0 412 100,0 199 

100,0 341         100,0 381 100,0 106 

mklp-1(RNAi) 15°C 100,0 427 100,0 527 100,0 282 88,0 659 100,0 338 

100,0 281         100,0 288 100,0 289 

18°C 100,0 614 100,0 477 100,0 481 100,0 568 100,0 499 

   100,0 411         100,0 321 100,0 281 

25°C 100,0 531 100,0 325 100,0 332 100,0 453 100,0 141 

100,0 632         100,0 371 100,0 273 

 

Tab. Anhang XIII: Ergebnisse der Temperatur-abhängigen RNAi Analyse der 
Suppressoren.
Die Linien wurden bei 18 °C gehalten und gezüchtet. Mit Beginn des Experiments wurden L4-
Larven auf die die RNAi Fütterungsplatten gesetzt und dann entweder auf 18 °C weiter 
gehalten oder auf 15, bzw. 25 °C umgestellt (=Temperaturshift). 
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8.2 Sequenzen der eingesetzten RNAi Fütterungskonstrukte 

8.2.1 Kontrolle pPD129.36 (ohne Insert) 

G T G A G C G C G C G T A T A C G A C T C A C T A T A G G G C G A A T T G G G T A C C G G G C C C C C 

C C T C G A G G T C G A C G G T A T C G A T A A G C T T G A T A T C G A A T T C C T G C A G C C C G G 

G G G A T C C A C G C G T C A C G T G G C T A G C C A T G G A A C C G G T G G A T C C A C T A G T T C 

T A G A G C G G C C G C C A C C G C G G T G G A G C T C G A A T T C A T C G A T G A T A T C A G A T C 

T G C C G G T C T C C C T A T A G T G A G T C G T A T T A A T T T C G A T A A G C C A G G T T G C T T C 

C T C G C T C A C T G A C T C G C T G C G C T C G G T C G T T C G G C T G C G G C G A G C G G T A T C 

A G C T C A C T C A A A G G C G G T A A T A C G G T T A T C C A C A G A A T C A G G G G A T A A C G C A 

G G A A A G A A C A T G T G A G C A A A A G G C C A G C A A A A G G C C A G G A A C C G T A A A A A G 

G C C G C G T T G C T G G C G T T T T T C C A T A G G C T C C G C C C C C C T G A C G A G C A T C A C 

A A A A A T C G A C G C T C A A G T C A G A G G T G G C G A A A C C C G A C A G G A C T A T A A A G A T 

A C C A G G C G T T T C C C C C T G G A A G C T C C C T C G T G C G C T C T C C T G T T C C G A C C C 

T G C C G C T T A C C G G A T A C C T G T C C G C C T T T C T C C C T T C G G G A A G C G T G G C G C 

T T T C T C A T A G C T C A C G C T G T A G G T A T C T C A G T T C G G T G T A G G T C G T T C G C T C 

C A A G C T G G G C T G T G T G C A C G A A C C C C C C G T T C A G C C C G A C C G C T G C G C C T T 

A T C C G G T A A C T A T C G T C T T G A G T C C A A C C C G G T A A G A C A C G A C T T A T C G C C A 

C T G G C A G C A G C C A C T G G T A A C A G G A T T A G C A G A G C G A G G T A T G T A G G C G G T 

G C T A C A G A G T T C T T G A A G T G G T G G C C T A A C T A C A G C T A C A C T A G A A G A A C A G 

T A T T T G G T A T C T G C G C T C T G C T G A A G C C A G T T A C C T T C G G A A A A A G A G T T G G 

T A G C T C T T G A T C C G G C A A C A A A C C A C C G C T G G T A G C G G T G G T T T T T T T G T T T 

G C A A G C A G C A G A T T A C G C G C A G A A A A A A G G A T C T C A A G A G A T C C  

 

8.2.2 crb-1

A G C C G A C G A C C G A G C G C A G C G A G T C A G T G A G C G A G G A A G C A A C C T G G C T T A 

T C G A A A T T A A T A C G A C T C A C T A T A G G G A G A C C G G C A G A T C T G A T A T C A T C G A 

T G A A T T C G A G C T C C A C C G C G G T G G C G G C C G C T C T A G A A C T A G T G G A T C C A C 

C G G T T C C A T G G C T A G C C A C G T G A C G C G T G G A T C C C C C G G G C T G C A G G A A T T 

C G A T A T C A A G C T T A T C G A T A C C G T C G A C C T C G A G T T C T G T A A G A A T G G T G C A 

A A A T G T C G A G A T A A G A T C A A C G A T T A T G A G T G T G T T T G T G A T G G A A C T G G A T T 

T G A A G G A A G A A A C T G C A C A A C T G A C A T C A A C G A A T G T G C A A A T C C A A A C A A C 

T G C A T C A A C G G A G A A T G T A C G A A T A C T C T T G G A A A C T A T A A G T G T G C T T G T C 

G C A A T G G C T T C A T T G G T C C T C G C T G C T C G G T T C G G A A C C C T T G C A C C G C G C 

A A A T C G C A T C A A A C A A C A T C T C A A G T G T C A C T T G T G T A C A T G G A A A A T G C G T 

G A A C C C C G T T G T C C A A A T T G A G A A A A A C C G C G A A G T G G C G A A A T A C G A G T G 

C G C C T G C G A T C G A G G T T A T A C G G G G C C T A C G T G T T C G C A A A G A A T A A A A G A 

G T C A G C C A T G T C A A A C A T C A G C T A T T T G T T C G G A C C A A T T A T T G C G G T T G T C A 

T C G T G T T T G C C A T A T T G G G A T G T C T G C T G C T G T T C T T T G T G A T A C G G G G C A A 

T A A C G C C A T G C A T G G T C A T T A T A G C C C A A G T T C G C A C G A A T T C A C A C A G A A T 

C G A A T G G C G A T G C C A A C T G T G A T C A A A C T T C C A C C T C A A G A A C G T C T T A T C T 

G A A C C C T G A A T A C C T G A A T T A T T T G C T C A A A A A G T G T G T A T T T T T G C C C C C C C 

C C C C C C A C T C A C C T T  
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8.2.3 cmd-1

G T G A G C G C G C G T A T A C G A C T C A C T A T A G G G C G A A T T G G G T A C C G G G C C C C C 

C C T C G A G G T C G A C G G T A T C G A T A A G C T T G A T T T G A G A G A A A A G G T G T T G G T G 

A T T C G C A A A C G A T A C G G C G G C T T C A G A T C C C G A T T G G T G T G A T T T A C T T G G T 

T G T C A T C A T G G T G A C G A A C T C T G A A A T A T G G G A A A T T T G A T G A A A T T T C G A A A 

A A A A A A G G T C T T G T A A G G A C T C A C C C T C A T A A T T G A C T T G T C C A T C T C C G T C G 

A T A T C G G C T T C A C G G A T C A T C T C G T C G A C C T C T T C G T C C G T T A G C T T C T C T C 

C C A A G T T G G T C A T G A C G T G G C G C A G T T C A G C G G C C G A G A T G A A G C C A T T T C 

C G T C C T T G T C G A A A A C C T G C A A A T A G G A A G A T T T G A A T G A G A T T T T C T A T A C T 

A C A T G A G G C T T C T C T A T A G T G A A T C A A A A A T G A A T T T A T A A A T T T C C A C A A A T C 

T C T T A C T C G G A A C G C C T C A C G A A T C T C C T C C T C A C T G T C C G T G T C C T T C A T C 

T T G C G G G C C A T C A T C G T C A A G A A C T C T G G G A A A T C G A T G G T T C C G T T T C C G T 

C A G C G T C C A C T T C G T T G A T C A T G T C C T G A A G C T C G G C T T C A G T C G G A T T T T G 

T C C C A A A G A C C G C A T A A C A G T T C C C A A T T C C T T G G T G G T G A T T G T G C C A T C G 

C C G T C C T T G T C G A A C A A A C T G A A T G C C T C C T T G A A C T C T G A A A A T T T G G C A A 

A A T T G A T T T G G T T T T T T C T C G A A T T T T G T A G T T T T T T A T A C A A T T G T T G A T A G A 

T T T T T C G C C G C G A G A A C C A G C C A A C A T C T G G A A T A A A A C A C A C A A A A A T A G T 

G G C G C T A T A C A T C T G C T G C T A C G G C T A A T G T T T C A T C C A T T A A A T T T A A A T T T 

C T A C G C C G C G C C G C T G G G T T T C T G C T C A A T T C G C T T C G A A A T G A G A G A G G A T 

T A G A T T T C T T C A A T C T C C C G G T C C T C C G T C C A T C A A T C A G A A T T T A A A A A A G T 

A C C G G C A A T T T G C T C  

 

8.2.4 cyb-3

A G C G C G C G T A T A C G A C T C A C T A T A G G G C G A A T T G G G T A C C G G G C C C C C C C T 

C G A G G T C G A C G G T A T C G A T A A G C T T G A T T T G G G A A A G T C G A G A A C G A G T A G 

A C G A G A C G T C G A G A A C C T T C C A C C G C A A A A G T C C A G A T A T G T T G A C C C G T G T 

C C T C A T T A C G A T T A C G A C C T C G A G G A G G C C G G A A A C C C G G A C A G T A T C T C G 

G A C T A T G C T C A A G G G A T T T T T G A C T A C T A C A G A C A C C G A G A A G T T C A C T T T C 

G A G T G A G A A A G T A C C T T C A C A A A C A T C C G G A G G T T G A C G T C A A G A C T C G T G C 

T A T C C T C A T T G A C T G G A T G G T T G A G A T T C A G G A G A C A T T T G A G C T C A A C C A C 

G A G A C C C T T T A C A A C G C C G T T A A G C T C A C G G A T A T G T A C T T G T G C A A G A C G A 

A G A A T G T T G A C A A A A A C A C C A T T C A G G T G A G A T A A A A T C C A A A G T A G T C T A T T 

A T T T T T A T C A A T A A A T T T T C A G A A G C T T G C A T G T G T C G C C A T C T T C A T T G C C G 

C C A A G T A C G A T G A G C G A T C T C C A C C A C T C G T C G A T G A T C T C A T C T A C C T T T C 

C G G A G A T C G C T T C T C C C G C G A T G A G C T T C T T G C C A T G G A G C G T G A A C T C T T C 

G C C A C C G T C G G A T A T G A T C T C G G C T C A C C A C T G A G C T A T C G G T A T C T T C G C C 

G C T T C G G T C G T G T C T G T C G T G T C G A T A T G A A G A C A C T C A C C A T G G G A C G C T T 

C A T T C T G G A G A C A T C A C T G A T G G T C T A C G A A T A C G C T A T G G T C T C A C A A T C C 

C G T C T T G C C G C C G C C G C T T T C G T C T T G G C C A T G C G T A T G C T C G A C A A G A A T A 

A T G A G T A C G A G T G G A A T C C A G T G C T C G A G A A G T A T T C T G G A T T C A C T G G A G A 

G G A G G T G A T G C C A C T G G T G G A G C A C A T G A A C C A C A T T C T T C A T T T T T C G A A G 

G A C A A G T G G G C T C A A C T C A C A T C C G T T C G C C A G A A G  
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8.2.5 dlg-1

G A C C G A G C G C A G C G A G T C A G T G A G C G A G G A A G C A A C C T G G C T T A T C G A A A T 

T A A T A C G A C T C A C T A T A G G G A G A C C G G C A G A T C T G A T A T C A T C G A T G A A T T C 

G A G C T C C A C C G C G G T G G C G G C C G C T C T A G A A C T A G T G G A T C C A C C G G T T C C 

A T G G C T A G C C A C G T G A C G C G T G G A T C C C C C G G G C T G C A G G A A T T C G A T A T C 

A A G C T T A T C G A T A C C G T C G A C C T C G A G T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T G C A A T 

A A A A T C T T T A T T C A A G A T A A T T T G T A T A A A A A G T T T T T A A A A A T A A T T A A A A A A A 

A A A A G T T T G G A A C C A A T G G A T G A A A A T A A A A T G C T C T C A G A G T A A T A A A A G T C 

C C A A A A A A T A A A A A T G A G C C G A A G T T T T T C A T C A G T A G A G A G T C G G G A A T A T 

G A T A A T G A T T T G C G G T T A G T A G A G A C A A A T G A A G C G T T G A G A A T A T C A C A A A 

C T G T C C C A A T T T C A A G T A A A A A G T G A A T T G A G T T G G G G G A G G A A G G A G A G G 

G A A A A A G G A A G G A A A G C T G G G G C G G A T T A T A A A A T G C A A G T A T T T G T A A G G G 

G A A T T T C A A G A T A A A A T G G G C T G T A A A G A A A A C A G G C A G T A C  

 

8.2.6 erm-1

C G A C C G A G C G C A G C G A G T C A G T G A G C G A G G A A G C A A C C T G G C T T A T C G A A A 

T T A A T A C G A C T C A C T A T A G G G A G A C C G G C A G A T C T G A T A T C A T C G A T G A A T T 

C G A G C T C C A C C G C G G T G G C G G C C G C T C T A G A A C T A G T G G A T C C A C C G G T T C 

C A T G G C T A G C C A C G T G A C G C G T G G A T C C C C C G G G C T G C A G G A A T T C G A T A T 

C A A G C T T A T C G A T A C C G T C G A C C T C G A G T T T T T T T T T T T T T T T T T C A C G T A T T C 

A T A T T T A T C A T A A T A T C A T G A G T C A T A G T T G A A T A A C T G T G T T T A A A C A A C G C A 

T A A A T G G G A A A A T A G A A G A G T C G A A T A T T T A G A T T T G A A T A A T A T C A T A A T T A A 

T A A A A T A A A A T A G A T A A A C A T T T T C A G G G G G A T G T C G A G A G T T T G A T G G G G A 
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8.3 Film-Sequenzen 

Die Filme befinden sich auf der beiliegenden CD im „Audio Video Interleave“- (AVI)-

Format. 

 

Film 1: DIK-mikroskopische Dokumentation der ersten Ovulation eines jungen, 

wildtypischen Hermaphroditen. Nach 5-10 s wurde jeweils ein Bild 

aufgenommen und mit Hilfe von Quicktime Pro 6 (Apple Inc., 

Cupertino, Kalifornien, USA) zu einem Film mit 15 Bilder/s umgewandelt (86 

Bilder; 15 Bilder/s; Aufnahmenzeitraum 7 min; Filmdauer 5 s). 

Film 2: DIK-mikroskopische Dokumentation der blockierten Ovulation eines jungen, 

let-413(RNAi) Hermaphroditen. Nach 5-10 s (während der beobachteten 

Kontraktionen) bzw. nach 60s wurde jeweils ein Bild aufgenommen (86 Bilder; 

15 Bilder/s; Aufnahmenzeitraum 45 min; Filmdauer 5 s). 
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