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Einleitung 1

1 Einleitung

Wie entwickelt sich aus einer einzelnen Zelle, der befruchteten Eizelle, ein
vielzelliger und komplexer Organismus? Wie steuern Gene im befruchteten Ei das
Verhalten der Zellen im Embryo und somit dessen Entwicklung? Die verschiedenen
biologischen Fachgebiete, allen voran die Entwicklungbiologie, aber auch die Zell-
und Molekularbiologie, arbeiten zusammen, um Antworten auf diese Fragen zu
finden. Auch der Molekularbiologe Sydney Brenner befallte sich 1963 mit
entsprechenden Fragestellungen der Entwicklungsbiologie. Auf der Suche nach einem
idealen Modellorganismus, um die Genetik der Entwicklung des Nervensystems zu
analysieren, entschied er sich letztendlich fur die Arbeit mit dem unscheinbaren
Fadenwurm Caenorhabditis elegans. Sein 1974 erschienenes Werk “The genetics of
Caenorhabditis elegans™ (Brenner, 1974) stellte eine wegweisende Arbeit in der
Nematodenforschung dar, so dafl sich C. elegans neben Organismen wie der
Taufliege Drososphila melanogaster oder der Maus Mus musculus als
Modellorganismus fur die Entwicklungbiologie und die Genetik etablieren konnte.

1.1 Der Nematode Caenorhabditis elegans als
Modellorganismus

C. elegans ist ein etwa 1mm groRer, frei in der Erde lebender Fadenwurm, der sich
von Bakterien und Pilzen erndhrt (Wood, 1988). Im Labor ist er einfach auf mit
Bakterien (Escherichia coli) beimpften Agarplatten zu kultivieren. Der Nematode
existiert entweder als selbstbefruchtender Hermaphrodit oder als allerdings nur selten
vorkommendes Mannchen (Hodgkin und Brenner, 1977). Der adulte Hermaphrodit
besitzt eine sehr einfache Anatomie (Abb. 1). Seine duRere Hulle besteht aus einer
dreischichtigen, kollagenen Kutikula, die die darunterliegende synzytiale Hypodermis
und die 4 Quadranten der Kopermuskulatur umgibt. Das Innere stellt eine
flissigkeitsgefiillte Leibeshdhe dar, in der sich der Verdauungstrakt, bestehend aus
Pharynx, Darm und Hinterdarm und die Gonade befindet.

Alle Gewebe und Organe gehen aus Grinderzellen hervor, die wahrend der ersten 100
Minuten der Embryogenese, der sogenannten Proliferationsphase, aus in&qualen
Zellteilungen entstehen (Labouesse und Mango, 1999; Sulston et al., 1983). Diese
Zellen sind AB, MS, E, C, D und die Keimbahnvorlauferzelle P4. Wahrend der
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Morphogenesephase, die der Proliferationsphase folgt, nimmt der Embryo durch
Elongation seine Gestalt an. Hierdurch nimmt er ein vierfaches an Lange zu und wird
dafiir um zwei Drittel seines urspringlichen Durchmessers schmaler. Nach 12h bei
etwa 25°C ist die Embryogenese abgeschlossen, der Wurm schlipft und durchlduft
anschlieBend 4 Juvenilstadien, die Larvenstadien L1-L4, deren Uberginge jeweils
durch eine Hautung gekennzeichnet sind.

Pharynx Darm

)"
f eI\
“"%@f&( "

i

) -

lva
Uterus

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

Caenorhabditis elegans (modifiziert nach www.wormatlas.org)

Wahrend der Larvalentwicklung bilden sich die Gonaden (Seydoux und Schedl,
2001). Der Hermaphrodit benétigt eine Regulation von Spermatogenese und
Oogenese. Diese findet dadurch statt, dal wahrend der Larvalstadien zundchst
Spermien gebildet und in der Spermatheka gespeichert werden. Im Adulten werden
schlieBlich Oozyten produziert. Uber Selbstbefruchtung konnen so innerhalb von 4
Tagen bis zu 300 Embryonen gebildet werden (Byerly et al., 1976). 50h nach dem
Schlupfen erreicht der Wurm das Adultstadium. Nun besitzt er eine konstante Anzahl
an somatischen Zellen, der Hermaphrodit 959 und das Méannchen 1031. Die Anzahl
der Keimzellen ist jedoch von Unwelteinflissen abhéngig und somit variabel (Kimble
und Hirsh, 1979). Bedingt durch einen invarianten Zellstammbaum des Nematoden
wird es ermdglicht, die Position und somit das Schicksal jeder dieser Zellen
vorherzusagen (Sulston et al., 1983). Eine etablierte Methode hierfur stellt die
sogenannte 4D Mikroskopie dar, durch die innerhalb kirzester Zeit die komplette
Zellinie analysiert werden kann (Schnabel et al., 1997). So kdnnen, auch aufgrund der
durchsichtigen Kutikula des Wurmes, Entwicklungsvorgange mikroskopisch ohne
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Probleme beobachtet werden, Abweichungen von der Wildtypentwicklung lassen sich
leicht erkennen.

Durch Mutationsscreens, also die groRangelegte Induktion von Mutationen, z.B.
durch EMS (Ethlyenmethansulfonat), koénnen (ber einen verdnderten Phanotyp
letztendlich Gene identifiziert werden, die fur bestimmte Entwicklungsvorgange von
Bedeutung sind. So wurden durch einen entsprechenden Screen die sogenannten par-
Gene (“partitioning defective”, Zellteilungsdefekt) entdeckt, die fur die
asymmetrische erste Zellteilung von Bedeutung sind (Kemphues et al., 1988a;
Kemphues et al., 1988b). Mit Hilfe der reversen Genetik kann aber auch (ber eine
schon bekannte Sequenz die Funktion des entsprechenden Gens analysiert werden
(Plasterk, 1995). Die seit 1998 vollstandige Sequenzierung des C. elegans Genoms
(Consortium, 1998) bietet hierfir eine solide Grundlage. Mit Hilfe des
Computerprogramms Genefinder (Favello et al., 1995) wird die sequenzierte DNA
auf offene Leseraster hin analysiert und entsprechende Exon-Intron-Grenzen
vorhergesagt. Diese Transkriptionseinheiten konnen mit ansequenzierten cDNAS
einer in Japan existierenden cDNA-Bank (Dr. Y. Kohara; National Institute of
Genetics, Mishima, Japan) verglichen und somit tberprift werden. Es besteht so z.B.
die Mdoglichkeit, Wurm-Homologe von Genen zu identifizieren, die in anderen
Organismen von zentraler Bedeutung fur die Entwicklung sind. Die entsprechenden
Gene konnen dann uber RNA-vermittelte Interferenz (RNAI) ausgeschaltet werden,
um schlieBlich den Funktionsverlustph&notypen zu analysieren (s. unten).

1.2 Die Technik der RNAi in C. elegans

RNA. ist eine in C. elegans etablierte Technik, um den Verlust von Genfunktionen zu
studieren. Hierzu wird von dem Zielgen doppelstrangige RNA (dsRNA) z.B. in die
synzytiale Gonade eines jungen adulten Hermaphroditen injiziert, so dal} die
Nachkommen die Phanokopie einer Nullmutation zeigen (Grishok, 2005).
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moXogenedsRNA

RDE-2 * o
MUT-7 — N

Degradation @

Abb. 2: Hypothetischer Mechanismus der RNA-vermittelten Interferenz (RNAI) in C. elegans
(modifiziert nach Tabara et al., 2002).

Exogene doppelstrangige RNA (dsRNA) wird durch RNA-Bindeproteine (RDE-4 [RNAI-Defective])
gebunden und durch die RNAse DCR-1 (Dicer) in kleinere Fragmente, die “small interfering” RNAs
(siRNA) gespalten. Die siRNAs bilden mit RNasen und weiteren Proteinen den RISC (RNAi-induced
silencing complex), der zur Erkennung und zum Abbau der endogenen “Ziel-mRNA” fiihrt.

Ausgehend von der Methode des antisense-vermittelten *“gene silencing”, bei der
antisense  RNA Uber Hybridisierung mit der endogenen mMRNA die
Translationsreaktion blockiert, fihrten Guo und Kemphues 1995 erstmals RNAI bei
C. elegans durch (Guo und Kemphues, 1995; Izant und Weintraub, 1985). Doch zu
ihrer Uberraschung fiihrte nicht nur die antisense RNA zu einem Funktionsverlust des
entsprechenden Gens, sondern auch die eigentlich nur als Kontrolle gedachte sense
RNA. Ausgehend von diesen Beobachtungen wurde in weiteren Analysen schliel3lich
dsRNA als eigentlicher Effektor nachgewiesen, die Uber einen katalytischen Prozess
zum Abbau der endogenen mRNA fiihrt (Fire et al., 1998; Montgomery et al., 1998;
Parrish et al., 2000). Die biologische Funktion von RNAI stellt vermutlich jedoch
einen Verteidigungsmechanismus gegen fremdes genetisches Material dar (Lu et al.,
2005; Parrish et al., 2000; Wilkins et al., 2005).
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Die dsRNA wird zundchst in einen Komplex mit dem dsRNA-Bindeprotein RDE-4
(“RNAi-deficiency”), RDE-1, einem Mitglied der Argonaut-Familie, der RNase
DCR-1 (Dicer) und der Helikase DRH-1 (“Dicer related helicase”) integriert und so
durch DCR-1 in viel kleinere, 21 bp grol3e einzelstrangige siRNAs (“small interfering
RNA”) gespalten (Tabara et al., 1999; Tabara et al., 2002). Ein Proteinkomplex, u.a.
bestehend aus RNasen, bindet die sSiRNAs und bildet den sogenannten RISC (“RNA
induced silencing complex”). Der RISC erkennt die endogene “Ziel-mRNA” und ist
schliel3lich an deren Abbau beteiligt (Abb. 2, Ketting et al., 2001).

Mit der Etablierung der RNAIi als effiziente und schnelle Methode wurden
genomweite RNAI-Analysen durchgefihrt, wobei entweder dsRNA direkt in die
Gonade injiziert oder die Methode der dsSRNA Futterung (“RNAI feeding”) verwendet
wurde, bei der spezielle Bakterien dSRNA produzieren (Fraser et al., 2000; Gonczy et
al., 2000; Kamath und Ahringer, 2003; Kamath et al., 2001). In jlngster Zeit wurden
auch genomweite RNAI-Screens durchgefihrt, um z.B. Gene fur die friihe Zellteilung
oder Komponenten des RNAi-Mechansimus selbst zu finden (Kim et al., 2005;
Sonnichsen et al., 2005).

Die Tatsache, daB RNAi zum Verlust der maternalen Genfunktion, durch Abbau der
vom “Muttertier” bereitgestellten mRNA, und auch zum Abbau von zygotischer
MRNA flhrt, hat zur Folge, dal? bei RNAi-Analysen h&ufig die frilhe Funktion eines
Genes wahrend der embryonalen Entwicklung die spate tiberdeckt. So ist dies bei den
bereits erwéhnten par-Genen der Fall (Kemphues, 2000; Nance, 2005). Generell sind
sie in C. elegans fur die Polaritdt im Einzell-Embryo verantwortlich. Allerdings
zeigen sie neben einer Lokalisation im Kortex der Blastomeren auch eine Expression
im Darmepithel. Ihre Funktion hier ist aber noch unbekannt, u.a. da tber RNAIi nur
die friihe Funktion eliminiert werden kann (Bossinger et al., 2001; Leung et al., 1999;
McMahon et al., 2001; Nance et al., 2003). Im Gegensatz dazu spielen die
Homologen der par-Gene in anderen Organismen, wie z.B. Drosophila, tragende
Rollen wéahrend der Epithelentwicklung (s. unten, Kemphues, 2000; Pellettieri und
Seydoux, 2002).

1.3 Epithelien

Epithelien sind Abschlul’gewebe und bilden selektive Barrieren zwischen zwei

Kompartimenten eines Organismus, um den vektoriellen Transport von lonen und
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Molekdilen zu steuern. Ermdglicht wird dies durch einen polaren Aufbau der Zellen
im Epithelverband (Drubin und Nelson, 1996; Eaton und Simons, 1995; Nelson,
2003). So besitzt eine Epithelzelle eine apikale, eine laterale und eine basale
Membrandoméane. Wéhrend die apikale Seite hdufig ein Lumen umschlief3t und durch
Mikrovilli gekennzeichnet ist, stellen die laterale und basale Membrandoméne den
Kontakt zu anderen Zellen bzw. zur Basallamina (ein Bestandteil der extrazellularen
Matrix) her. Die Ausbildung dieser Kontakte wird durch spezialisierte Zell-Zell- und

Zell-Matrixverbindungen ermdglicht.

A B
Vertebraten Drosophila C. elegans

: cce
Zonula
adherens DAC

Septate
Junctions

Zonula
adherens

Abb.3: Zell-Zellverbindungen in Vertebraten, Drosophila melanogaster und Caenorhabditis
elegans (mdifiziert nach Cox und Hardin, 2004)

(A) Schematische Darstellung epithelialer Zell-Zellverbindungen. Wahrend in Vertebraten und
Drosophila melanogaster mehrere Zell-Zellverbindungen existieren, findet sich in Caenorhabditis
elegans nur eine Struktur, die “apical junction” (AJ) (B) Transelektronenmikroskopische Aufnahme der
AJ (Pfeil). Benutzte Abkirzungen: SAR (Subapikale Region), CCC (“cadherin-catenin-complex™),
DAC (DLG-1/AJM-1-Complex).

In Vetebraten gliedern sich die Zell-Zellverbindungen in Tight Junction (TJ), Zonula
adherens (ZA) und Desmosomen, in Invertebraten wie Drosophila finden sich die ZA
und die Septate Junctions (SJ) (Muller und Bossinger, 2003). Wahrend die ZA einen
durchgehenden Gurtel um den Apex der Zellen bildet und fur Zell-Zelladhé&sion sorgt,
stellt die TJ eine dichte Permeabilitatsbarriere zwischen den Zellen dar. Auch fir die
SJ wird eine entsprechende Barrierefunktion postuliert (Anderson, 2001; Faivre-
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Sarrailh et al., 2004; Genova und Fehon, 2003; Schneeberger und Lynch, 2004). Die
TJ bildet aulerdem eine Diffusionsgrenze zwischen der apikalen und basalen
Membrandoméne und ist apikolateral lokalisiert. Die SJ lokalisieren dagegen an der
lateralen Membran (Abb. 3).

Im C. elegans Embryo finden sich drei grofle Epithelien. Die Hypodermis, der
Pharynx, und das Darmepithel (Michaux et al., 2001; Simske und Hardin, 2001).
Obwohl auf ultrastruktureller Ebene nur eine einzelne elektronendichte Zell-
Zellverbindung nachzuweisen ist, konnte auf Immunfluoreszenz(IF)-Ebene gezeigt
werden, daB in diesen Epithelien des Nematoden zwei molekular und funktionell
unterschiedliche Komplexe existieren (Abb. 3, Asano et al., 2003; Koppen et al.,
2001; McMahon et al., 2001; Segbert et al., 2004). Sie werden zusammen die C.
elegans “apical junction” (AJ) genannt und bestehen aus Multiproteinkomplexen, die
ahnlich auch in Vertebraten und Drosophila vorkommen (Cox und Hardin, 2004;
Hardin und Lockwood, 2004; Knust und Bossinger, 2002)

Die apikale Einheit der AJ bildet der hochkonservierte Cadherin-Catenin-Komplex
(“cadherin-catenin-complex”, CCC). Er besteht aus einem klassischen E-Cadherin
(HMR-1, “hammerhead”), einem p-Catenin (HMP-2, “humpback”) und einem o-
Catenin (HMP-1) (Costa et al., 1998). Sowohl in Vertebraten als auch in Drosophila
lokalisiert der CCC in der ZA. Das membranstdndige E-Cadherin vermittelt Gber
homophile, Ca®*-abhangige Interaktion die Adhasion zu den Nachbarzellen. Es bindet
an p-Catenin, dieses wiederum an a-Catenin. a-Catenin vermittelt schliellich eine
direkte, oder indirekte Bindung Uber z.B. a-Actinin, an das Aktinzytoskelett, so dal
epitheliale Adhasivitat und Polaritat gewéhrleistet werden (Cox et al., 1996; Kemler,
1993; Knudsen et al., 1995; Larue et al., 1994; Tepass et al., 1996; Uemura et al.,
1996). Dagegen spielt der CCC in C. elegans nur eine untergeordnete Rolle. Zwar
konnte gezeigt werden, dall der Komplex wéhrend des ventralen Schluf? der
Hypodermis fiir die Verankerung von Aktinfilamenten an die AJ wichtig ist und damit
die Adhé&sion der aufeinander zuwandernden Filopodien der Hypodermiszellen
stabilisiert, jedoch hat er in den Epithelien des Wurmes keinen generellen Einfluf3 auf
die Zell-Zelladhasion und die Polaritéat (Costa et al., 1998; Raich et al., 1999).

Die basale Einheit der AJ stellt der DLG-1/AJM-1-Komplex (DAC) dar, welcher aus
den Proteinen DLG-1 (Discs Large), einem Mitglied der MAGUK
(Membranassoziierte-Guanylatkinase)-Proteinfamilie (Dimitratos et al., 1999) und
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AJM-1 (“apical junction molecule”), einem “coiled-coil” Protein, besteht. AJM-1 ist
ein neuartiges Protein und im Gegensatz zu DLG-1 sind keine Homologen aus
Vertebraten und Drosophila bekannt (Bossinger et al., 2001; Firestein und Rongo,
2001; Koppen et al., 2001; McMahon et al., 2001).

In Drosophila lokalisiert Discs Large in der SJ und reguliert die Bildung der ZA und
somit die apikobasale Polaritat (Woods et al., 1996). Auch in C. elegans hat DLG-1
eine tragende Funktion fiur die Etablierung der AJ. So ist DLG-1 fir die Ausbildung
der elektronendichten Struktur der AJ verantwortlich, auBerdem sorgt es Uber eine
direkte Interaktion fur die korrekte Verteilung von AJM-1. Andersherum reguliert
auch AJM-1 die Ausbildung der elektronendichten AJ-Struktur (Bossinger et al.,
2001; Firestein und Rongo, 2001; Koppen et al., 2001; McMahon et al., 2001). Im
Darmepithel konnte aulRerdem gezeigt werden, dall AJM-1 fur die Lokalisation von
DLG-1 verantwortlich ist (Segbert et al., 2004). Anders als in Drosophila spielt der
DAC jedoch keine Rolle fur die Lokalisation des CCC oder fir die Polaritat der
Epithelzellen (Bossinger et al., 2001; Firestein und Rongo, 2001; Koppen et al., 2001;
McMahon et al., 2001; Segbert et al., 2004; Woods et al., 1996).

Eine generelle Funktion fir die apikobasale Polaritat zeigt das LAP(*Leucin-rich-
repeat and PDZ” [PSD-95, Discs Large, ZO-1])-Protein LET-413 (“lethal”), das
Drosophila Scribble-Homolog in C. elegans (Bilder und Perrimon, 2000; Legouis et
al., 2000; Legouis et al., 2003; McMahon et al., 2001). LET-413 findet sich,
entsprechend Scribble, an der basolateralen Membrandoméne und ist verantwortlich
fur die Lokalisation des DAC. Es verhindert aulRerdem eine Expansion von apikalen
und AJ-Komponenten nach lateral und stabilisiert somit die apikale Position der
elektronendichten AJ-Struktur. Somit sorgt es fir den Erhalt der apikobasalen
Polaritat (Bilder und Perrimon, 2000; Bossinger et al., 2004; Koppen et al., 2001;
Legouis et al., 2000; McMahon et al., 2001).

In Drosophila spielen zwei Komplexe eine zentrale Rolle fur die Etablierung der
apikobasalen Polaritat. Beide befinden sich in der subapikalen Region (SAR), also
apikal von der ZA: der Bazooka/DmPAR-6/DaPKC-Komplex und der
Crumbs/Stardust/DPatj-Komplex. Wahrend Crumbs direkt fir die Ausbildung der ZA
verantwortlich ist, zeigt der Bazooka-Komplex einen indirekten Einflul3, indem er die
Polaritat von apikalen Komponenten, also auch Crumbs, steuert (Bachmann et al.,
2001; Petronczki und Knoblich, 2001; Tepass, 1996; Tepass et al., 1990; Wodarz et
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al., 2000). Der PAR-3/PAR-6/PKC-3-Komplex in C. elegans wurde urspriinglich als
Regulator fur die erste asymmetrische Zellteilung der Zygote entdeckt. Er lokalisiert
im anterioren Kortex der Blastomeren und ist auch an der apikalen Membrandoméane
des Darmepithel zu finden. Hier konnte ihm bisher jedoch keine Funktion zugeordnet
werden (Bossinger et al., 2001; Kemphues et al., 1988b; Leung et al., 1999;
McMahon et al., 2001; Nance et al., 2003).

Auch das C. elegans Crumbs-Homolog CRB-1 scheint keinen Einflull auf die
Epithelentwicklung zu haben, obwohl gezeigt werden konnte, dal} es im Darmepithel,
entsprechend wie Crumbs in den Epithelien von Drosophila, durch DLG-1 lokalisiert
wird. So ist es auch subapikal im Darmepithel zu finden (Bilder et al., 2000;
Bossinger et al., 2001; Segbert et al., 2004). In Drosophila bindet Crumbs an das
Protein DMoesin, welches zur Ezrin-Radixin-Moesin-(ERM)-Proteinfamilie gehort.
Der Crumbs-DMoesin Komplex stabilisiert das apikale F-Aktinzytoskelett, in dem es
BHeavy-Spektrin rekrutiert, so dal es schlielich zur Ausbildung der ZA kommt
(Medina et al., 2002). Das DMoesin ist das einzige ERM-Protein in Drosophila und
auch C. elegans besitzt nur ein einzelnes ERM-Protein, das ERM-1 (s. unten, Gobel et
al., 2004; van Firden et al., 2004).

1.4 Die Ezrin-Radixin-Moesin(ERM)-Proteinfamilie

Die ERM-Proteinfamilie in Vertebraten besteht aus den drei eng verwandten
Proteinen Ezrin, Radixin und Moesin, die urspriinglich als strukturelle Komponenten
des Zellkortex identifiziert wurden (Abb. 4, Bretscher et al., 2002; Ivetic und Ridley,
2004) In der Literatur als “crosslinker” von Zellmembran und Aktinzytoskelett
beschrieben, sind sie fur viele fundamentale Prozesse, wie Determination von
Zellform und Zelloberflachenstruktur, Zell-Zelladhdsion und Beweglichkeit, von
Bedeutung. Die ERM-Proteine gehoren zur Superfamilie der B4.1(Band4.1)-Proteine,
deren erstmalig beschriebener Prototyp das Erythrozytenprotein Band 4.1 ist (Hoover
und Bryant, 2000). Allen gemeinsam ist die N-Terminale B4.1- bzw. FERM(Band
Four one, Ezrin, Radixin, Moesin)-Doméne, welche eine direkte Bindung an
Transmembranproteine vermittelt (Granes et al., 2000; Helander et al., 1996; Serrador
et al., 1997; Tsukita et al., 1994). Die Bindung kann aber auch indirekt Uber
Adaptermolekiile erfolgen (Reczek et al., 1997). C-Terminal besitzen ERM-Proteine
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eine F-Aktinbindestelle, die auf die letzten 34 Aminosauren bestimmt werden konnte
(Pestonjamasp et al., 1995; Turunen et al., 1994).

PolyPro
468—-474 585

a-helix I C-ERN

Abb.4: Schematische Darstellung der Struktur eines ERM(Ezrin-Radixin-Moesin)-Proteins
(modifiziert nach Mangeat et al., 1999).

Ein typisches ERM-Protein besitzt eine N-Terminale FERM-Doméne (blau) und eine C-Terminale
Aktinbindestelle (griin), die eine Bindung zwischen Zytoplasmamembran und Aktinzytoskelett
bewerkstelligen. ERM-Proteine weisen eine a-helikale Sequenz im mittleren Bereich des Proteins auf,
der C-terminale Bereich wird auch C-ERMAD (ERM-Assoziationsdoméne) genannt, da er mit der
FERM-Doméne (auch N-ERMAD) wechselwirken kann und somit zur Inaktivierung des Proteins flhrt
.(Bretscher et al., 2002). Einige ERM-Proteine besitzen einen prolinreichen Abschnitt (PolyPro), dem
bislang noch keine Funktion zugeordnet werden konnnte (Matsui et al., 1999).

Die Vertebraten ERM-Proteine sind generell in apikalen Domdanen von polarisierten
Zellen exprimiert und mit Mikrovilli assoziiert (Amieva et al., 1994; Berryman et al.,
1993). Aufgrund ihrer hohen strukturellen Identitat 4Rt sich vermuten, daf} sie
ahnliche oder sogar redundante Funktionen haben. So konnte durch Suppression der
Proteinsynthese in Zellkultur gezeigt werden, dal erst Ezrin, Radixin und Moesin
zusammen wichtig fur Zelladhdsion und Mikrovillibildung sind (Takeuchi et al.,
1994). Und obwohl in der Maus Ezrin fir die Morphogenese der Mikrovilli
notwendig ist, weisen Knockout-Mutanten von Moesin und Radixin alleine keine
signifikanten Phanotypen auf (Doi et al., 1999; Kikuchi et al., 2002; Saotome et al.,
2004). Dagegen zeigt das DMoesin von Drosophila komplexe Funktionen, wie die
Organisation des Aktinzytoskeletts in der Oozyte und in den Né&hrzellen. Hier kommt
es nach Funktionsverlust zu einer abnormen Zellform der N&hrzellen und zu Defekten
in der anterior-posterior Polaritat der Oozyte (Jankovics et al., 2002; Polesello et al.,

2002). AuBerdem konnte gezeigt werden, dal DMoesin ebenfalls in somatischen
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Geweben, speziell in der Flugelimaginalscheibe, fir epitheliale Polaritét

verantwortlich ist (Speck et al., 2003).

1.5 Mechanismen der Tubulogenese

Der Darm von C. elegans stellt ein simples System fir die Erforschung der
Epithelentwicklung dar. Er geht klonal aus der sogenannten E-Zelle hervor und formt
letztendlich eine einfache RoOhre aus 20 Zellen, die mit ihrer apikalen
Membranoberfldche das Lumen umgeben, wéhrend die basale Membrandomaéne in

Kontakt zur extrazelluldren Matrix steht (Leung et al., 1999; Sulston et al., 1983).
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Abb. 5: Morphologische Prozesse wahrend der Ausbildung von epithelialen Réhren (modifiziert
nach Lubarsky und Krasnow, 2003)

Die Ausbildung eines epithelialen Lumens kann in verschiedene Prozesse eingeteilt werden. Hier
dargestellt sind: “wrapping”, wobei ein Teil einer epithelialen Schicht einwandert; “budding”, d.h. eine
Gruppe von Zellen einer bereits bestehenden Rohre wandert aus und bildet eine neue Rohre;
“cavitation”, wobei aus einer zylindrischen Zellmasse durch Zelltod im Zentrum eine Rohre entsteht
und “cord hollowing”, bei dem ein Lumen “de novo” zwischen zwei Zellen gebildet wird, so wie es
auch bei dem Darmlumen von C. elegans der Fall ist.

In der Literatur sind mehrere Wege beschrieben, wie epitheliale Rohren entstehen
koénnen (Abb. 5, Lubarsky und Krasnow, 2003). So bildet sich das Neuralrohr von
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Vertebraten durch “wrapping”, ein ProzeB, der die Invagination und das
anschlieBende Einrollen ganzer Zellschichten des Neuralplattenepithels beschreibt
(Colas und Schoenwolf, 2001). Durch Knospung (“budding”) formen sich
Verzweigungen aus einer schon bestehenden epithelialen Rohre, wie es z.B. bei den
Drosophila Tracheen der Fall ist (Metzger und Krasnow, 1999). Im Gegensatz dazu
kdnnen tubulére Epithelien auch aus zundchst nicht polarisierten Zellen hervorgehen.
Hier wadre “cavitation” zu nennen, wobei ein Lumen im Inneren einer zylindrischen
Zellmasse durch Zelltod entsteht. Dieses kann wahrend der Entwicklung von
Speicheldrisen in Vertebraten beobachtet werden (Melnick und Jaskoll, 2000).

Der Vorgang des “cord hollowing” kennzeichnet sich dadurch, dal
gegentberliegende Zellen ein Lumen ohne Zellverlust bilden. In MDCK-Zellen
fusionieren z.B. Vesikel an der zukunftigen apikalen Membrandoméne zwischen zwei
Zellen und formen so das Lumen (Pollack et al., 1998). Auch die Tubulogenese des C.
elegans Darms kann in diese letzte Kategorie eingeteilt werden (Leung et al., 1999).
Wahrend der Organogenese des Darmes gibt es 2 wichtige Schritte fur die Ausbildung
eines polar aufgebauten Epithels. Zunéchst die zytoplasmatische Polarisierung, in der
die Zellkerne von gegenuberliegenden Zellen zum zukunftigen apikalen Pol wandern,
wéhrend Zytoplasmakomponenten, wie der Golgi-Apparat, nach basal gelangen. Am
zukinftigen apikalen Pol werden zu diesem Zeitpunkt mehrere Mikrolumen sichtbar,
die mit dem gleichzeitigen Erscheinen von apikalen Vesikeln einhergehen und als
Vorlaufer des Darmlumens betrachtet werden kdnnen. Die epitheliale Polarisierung
schlieBt sich direkt an die zytoplasmatische Polarisierung an und kennzeichnet sich
dadurch, dal auf IF-Ebene Komponenten der AJ, wie z.B. DLG-1 und HMR-1, am
zukinftigen apikalen Pol akkumulieren. Wéhrend der Ausbildung des Darmlumens
gelangt die AJ schlieBlich nach apikolateral, wo sie das Lumen umschlief3t und die
Darmzellen miteinander verbindet (Leung et al., 1999).
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Abb. 6: Organogenese des C. elegans Darmepithel (modifiziert nach Leung et al., 1999).

Der Darm von C. elegans geht klonal aus der E-Zelle hervor und besteht letztendlich aus 20 Zellen, die
rohrenformig das Lumen umschliefen. Wéhrend der Organogenese des Epithels kdnnen die
zytoplasmatische und anschlieRende epitheliale Polarisierung beobachtet werden. Hierdurch kommt es
zunéchst zu einer polaren Verteilung von Zytoplasmakomponenten und schlieBlich zur apikalen
Anreicherung von Markern der “apical junction” und apikalen Proteinen.
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1.6 Aufgabenstellung

Die Bildung eines Lumens ist eng verkniipft mit der korrekten Ausbildung von Zell-
Zellverbindungen. Diese sind neben der Zell-Zelladhasion auch fur die Regulation des
parazellularen Transports innerhalb des Epithels verantwortlich.

Das Darmepithel des Nematoden Caenorhabditis elegans stellt hierbei ein ideales
Modellsystem dar, um mehr Uber die zugrundeliegende Mechanismen und
Signaltransduktionswege der Lumenbildung und Zell-Zelladh&sion zu erfahren. Mit
ERM-1, dem einzigen Ezrin-Radixin-Moesin Homolog in C. elegans, wurde ein
Protein identifiziert, dessen Funktion auf einen engen Zusammenhang zwischen der
korrekten Ausbildung des Lumens und der Zell-Zellverbindung (der C. elegans
“apical junction”, AJ) schlie3en l&ft.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunéchst geklart werden, wie es in einem erm-
1(RNAI)-Hintergrund entlang der anterior-posterior Achse zu Verschliissen
beziehungsweise Verengungen des Darmlumens unter Beteiligung der AJ kommt.
Danach sollten mit der Analyse des nicht-muskularen Aktin-Myosinnetzwerks im C.
elegans-Embryo weitere Proteine identifiziert werden, die nach Ausschaltung einen
erm-1(RNAIi)-ahnlichen Phanotyp hervorrufen. Im Hefe-Zwei-Hybrid-System sollte
dann versucht werden Bindungspartner von ERM-1 zu identifizieren, deren Analyse
weitere Rickschlisse Uber die Funktionsweise des Proteins erlauben. Im letzten Teil
dieser Arbeit sollte gepruft werden, inwiefern die Zell-Zelladh&sion im Darmepithel
von C. elegans durch redundante Mechanismen vermittelt wird, die neben dem
Cadherin-Catenin-Komplex  weitere  Molekile aus der Superfamilie der

Immunglobuline erfordern.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Materialien und Geréte

Samtliche Verbrauchschemikalien wurden, falls nicht anders erwahnt, in der Qualitéat
pro analysis von folgenden Firmen bezogen:

Acros, Geel, Belgien; Baker, Deventer, Niederlande; Biomol, Hamburg; Bio-Rad,
Minchen; Difco, Detroit, USA; Fluka, Buks, Schweiz, Gibco/BRL Life
Technologies, Karlsruhe, Grussing, Filsum; Merck, Darmstadt; Riedel-de Haen,
Seeize; Roth, Karlsruhe; Serva, Heidelberg; Sigma-Aldrich, Steinheim.

Samtliche Losungen wurden mit demineralisiertem Wasser (dH,O) angesetzt und
gegebenenfalls autoklaviert bzw. sterilfiltriert. Bei Arbeiten mit RNA wurden
Ldsungen mit Diethylpyrocarbonat-Wasser (0.1% DEPC) angesetzt.

Enzyme flr molekularbiologische Methoden wurden von folgenden Firmen bezogen:
Boehringer/Roche Diagnostics, Mannheim; MBI Fermentas, St. Leon Rot; Promega,
Madison, USA.

Allgemeine Gerate:
Elektrotransformationen: Gene Pulser 11 und Puls Controller Plus
(BioRad, Munchen)

UV-Spektrometer: Gene Quant Il (Pharmarcia Biotech, Cambridge,
England)
und UV-160 (Shizmadzu Deutschland GmbH,
Duisburg)
UV-Quervernetzung: UV Stratalinker 2400 (Stratagene, Heidelberg)
Zentrifugen: Biofuge pico (Heraeus instruments, Disseldorf); J21-C
(Beckman instruments, Palo Alto, USA)
Mikropipettenpuller: Sutter P-97 (Science products, Hofheim)
Ultraschallgerét: Labsonic U (Braun Biotech, Melsungen)
SDS-PAGE &
Western-Blotting: Mini Protean Il (BioRad, Munchen)
PCR-Gerat: PTC-200 (MJ Research, Watertown, USA)
Kitsysteme:

-  uMACS mRNA Isolation Kit, Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach
- MAXIscript T7, Ambion, Austin, USA

- Nucleobond AX, Machery-Nagel, Diiren

- NucleoSpin Extract, Machery-Nagel, Diren

- Qiagen Plasmid Maxi Kit, Qiagen, Hilden

- OneStep RT-PCR Kit, Qiagen, Hilden

Mikroskope:

- Zeiss Axiophot 2 (Zeiss, Oberkochen), gekoppelt mit einer Sony 3 CCD Color
Videokamera und einem JVC-Timelapse Videorekorder

- konfokales Lasermikroskop Leica TCS NT (Leica, Heidelberg)

- inverses Mikroskop Leica DM IRB, gekoppelt mit einem Mikromanipulator Piezo
Manipulator PM10, Science products, Hofheim
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Injektionen wurden mit Druckgas (Stickstoff) durch eine pneumatische Pumpe
(Pneumatic picopump PV820, World precision-instruments, Berlin) durchgefthrt.
Nadeln fir Injektionen: GB 120 F-10, Science Products, Hofheim

Photoarbeiten:

Rontgenfilm: Fuji SuperRX, Fuji, Tokyo, Japan
Entwickler: Tenetal Roentogen, Tenetal, Norderstedt
Fixierer: Tenetal Roentogen Superfix, Tenetal, Norderstedt

Bildverarbeitung:

Bilder wurden auf einem Mcintosh PowerPC (Apple, Ismaning) mit den
Bildverarbeitungsprogrammen Adobe Photoshop CS (Adobe Systems, San Jose;
USA) und Canvas 9 (Deneba Systems, Miami, USA) bearbeitet.

Sequenzanalysen:

Sequenzanalysen wurden mit Hilfe des Programms Lasergene (DNASTAR Inc.,
Madison, USA) durchgefihrt.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Generelle Medien

2.2.1.1 Medien fir Bakterien

SOB-Mg?*: 2% Bactotrypton, 0.5% Bactoyeast, 10mM NacCl,
2.5mM KClI

LB: 1% Bactotrypton, 0.5% Bactoyeast, 1% NaCl

LB-Agar: 6.3g Agar/300ml LB

Ampicillin: 100mg/ml Stammldsung in dH,O

Kanamycin 50mg/ml Stammldsung in dH,O

Tetracyclin 12.5mg/ml Stammlésung in dH,O

2.2.1.2 Medien fiir Hefen

YPDA: 20g/l Difco peptone, 10g/l Hefe-Extrakt, 300mg/l L-
Adenine hemisulfat Salz

YPDA-Agar: 15g Agar pro Liter YPDA

SD: 6.7g Difco “yeast nitrogene base without amino acids”

in 850ml dH,O auflosen, autoklavieren, 100ml 10x
Dropout Losung und 50ml  40%iger Glukose
hinzufugen; ggf. 10ml 100x Histidin und/oder 10ml
100x Leucin und/oder 10ml 100x Tryptophan zugeben

SD-Agar: 15g Agar pro Liter SD

10x Dropout LOsung: 300 mg/l L-Isoleuzin, 1500mg/l L-Valin, 300mg/l L-
Adenine hemisulfat Salz, 200mg/l L-Arginin HCI,
300mg/l L-Lysin HCI, 200mg/l L-Methionin, 500mg/I
L-Phenylalanin, 2000mg/l L- Threonin, 300mg/l L-
Tyrosin, 200mg/l L-Urazil

100x Histidin: 2000mg/I L-Histidin HCI monohydrate

100x Leucin: 10g/l L-Leucin

100x Tryptophan: 2000mg/I L-Tryptophan
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2.2.2 Bakterienstamme
Es wurden folgende Bakterienstdmme der Spezies Escherichia coli verwendet:

XL1blue (Stratagene, Heidelberg), Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
SupE44 relAl lac [F'proAB lacl®Z M15 Tn10(Tet)]. Alle herkémmlichen
Klonierungsarbeiten wurden mit diesem Stamm durchgefiihrt.

SolR (Stratagene, Heidelberg), Genotyp: e 14-(mcrA-) D(mcrCB-hsdSMR-mrr)171
endAl supE44 thi-1 sbcC uvrC umuC::Tn5(Kan") rec] gyrA96 recAl lac [F proAB
lacl%Z DM15]c. Stamm fiir Phagenaufarbeitung.

M15[pREP4] (Qiagen, Hilden): Dieser Stamm basiert auf dem E.coli-Stamm K12
(Nal®, Str®, Rif®, Lac’, Ara, Gal’, Mtl', F, RecA*, Uvr*, Lon") und besitzt zusatzlich
das Plasmid pREP4. Er dient zur Expression von Fusionsproteinen.

HT115(Dg) (CGC, Minnesota), Genotyp: F~, mcrA, mcrB, IN(rrnD-rrnE),, lambda,
rncl4::Tn10(DE; lysogen:lacUVs promotor-T7 polymerase). Ein RNAselll-defizienter
Stamm mit zwei die MCS flankierenden T7-Promotoren fur die Synthese von dsRNA.

2.2.3 Hefestamme
Es wurden folgende Hefestdimme der Spezies Saccharomyces cerevisiae verwendet:

AH109 (Clontech, Palo Alto, USA), Genotyp: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52,
hiS3-200, gaI4A, gal80A, LYS2::GAL1yas-GALL1aTa-HIS3, GAL2yas-GAL21aTA-
ADE2, URA3::MEL1yas-MEL17ata-lacZ. Stamm, der fir den Yeast Two Hybrid
Screen eingesetzt wurde. Reportergene: HIS3, ADE2, lacZ, auxotrophe Marker: trpl,
ura3, leu2.

Y190 (Clontech, Palo Alto, USA), Genotyp: MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101,
lys2-801, trpl1-901,, leu2-3, 112, gald4A, gal804, cyhr2, LYS2::GALlyas-HIS3tatA-
HIS3, MEL1 URA3::GAL1yas-GAL-1rata-lacZ. Stamm, der fur den Test von direkten
Interaktionen eingesetzt wurde. Reportergene: HIS3, lacZ, auxotrophe Marker: trpl,
ura3, leu2

2.2.4 Vektoren

pBluescript 11 KS +/— (2.96kB, Stratagene, Heidelberg). Hierbei handelt es sich um
einen Standardvektor u.a. fur Klonierungsarbeiten, DNA-Sequenzierungen und in-
vitro Mutagenesen. Er besitzt einen bakteriellen (ColEL ori) und einen viralen (f1-
origin) Replikationsursprung, ferner 4Rt er aufgrund eines Ampicillin-Resistenzgenes
eine Antibiotikaselektion zu.

Es gibt eine ,multiple cloning side”“ (MCS), die singuldre Schnittstellen vieler
Enzyme besitzt, hierein werden Fremdsequenzen kloniert. Ferner besitzt der Vektor
ein fir das a-Peptid der p-Galaktosidase codierendes Gen, welches durch Einfiigen
von Fremdsequenzen zerstort wird. So ist es moglich in Zusammenhang mit einem
Bakterienstamm, der nur die N-terminale Sequenz der p-Galaktosidase besitzt, eine
Blau-WeiR-Selektion durchzufiihren.

Weiterhin wird die MCS von zwei Promotoren flankiert, die von den viralen T3- bzw.
T7-RNA-Polymerasen erkannt werden. So wird nach Linearisierung des Vektors eine
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strangspezifische Transkription der in den Vektor klonierten Fremdsequenzen
ermdoglicht.

pBluescript Il SK +/- (2.96kB, Stratagene, Heidelberg). Entspricht dem oben
beschriebenen pBluescript Il KS +/-, jedoch mit invertierter MCS. In diese Vektoren
sind teilweise die von Y. Kohara erhaltenen cDNAs integriert.

pPQE (3.4kB, Quiagen, Hilden). Ampicillinrestistente Vektoren zur Erzeugung von
Fusionsproteinen in E.coli. Downstream der MCS befindet sich ein ,, Tag*“ aus 6
Histidinresten, so dal3 nach Klonierung von Fremdsequenzen in das Leseraster der
MCS ein His-,,getaggtes” Fusionsprotein exprimiert werden kann. Die Expression
wird Uber den bakteriellen Ts-Promotor geregelt, der durch das Substrat-Analogon
IPTG (Isopropylthiogalactosid) induziert wird.

pREP4 (3.74kB, Qiagen, Hilden). Das Plasmid pREP4 besitzt neben einem
Resistenzgen fur Kanamycin einen konstitutiv exprimierten lac-Repressor, der durch
das bakterielle lacl-Gen auf dem Plasmid kodiert ist. Damit die ektopische Expression
des Proteins im Bakterium nicht zu maoglichen pathologischen Effekten flhrt, ist es
erwunscht, das Protein kontrolliert zu exprimieren. Durch Zugabe von IPTG wird der
Repressor inaktiviert.

pPD129.36 (L4440 *“feeding vektor”, 2.79kB, Timmons und Fire, 1998). Dieser
ampicillinresistente  Vektor wird fir das sogenannte ,Feeding” benutzt. Die
Fremdsequenz ist hier von zwei T7-Promotoren flankiert und fuhrt Uber die
Transkription zu dsSRNA. In RNase defizienten Bakterien wird diese nicht abgebaut.
Werden diese Bakterien vom Wurm aufgenommen, kann RNAI erfolgen.
pMEI18S-FL3 (3,392kB, Suzuki und Sugano, 2003). Vektor mit Ampicillinresistenz,
in den teilweise die von Y.Kohara erhaltenen cDNAs verpackt sind.

pGBT9 (5.5 kB, Clontech, Heidelberg). Hefe-Expressionsvektor, der es ermdglicht
Fusionsproteine mit der DNA-Bindedoméne von GAL4 zu erzeugen. Neben einer
Ampicillinresistenz codiert der Vektor fur trpl, so daR auxotrophe Hefen auf
Tryptophan-Mangelmedium wachsen konnen. Die Expression wird Uber den
konstitutiv aktiven ADH1-Promotor geregelt.

pGBKT7 (7.3kB, Clontech, Heidelberg). Hefe-Expressionvektor, der ebenso wie
pGBT9 die Epxression von Fusionsproteinen mit der GAL4-Bindedoméne
ermdglicht, wobei zuséatzlich ein Myc-Epitop an das Fusionsprotein gekoppelt wird.
Der Vektor besitzt Kanamycinresistenz und codiert fur trp. Auch hier wird die
Expression Gber den ADH1-Promotor gesteuert.

pACT?2 (8.1kB, Clontech, Heidelberg). Hefe-Expressionsvektor zur Herstellung von
Fusionsproteinen mit der Aktivierungsdomane von GAL4. Er besitzt
Ampicillinresistenz und das Gen leu2, so dalR auxotrophe Hefen auf Leucin
Mangelmedium wachsen konnen. Die Expression erfolgt auch tber den ADH1-
Promotor.

2.2.5 Konstrukte

In Tabelle I sind alle in dieser Arbeit hergestellten Konstrukte aufgelistet, wobei die
Klonierung nach den unten beschriebenen Standardmethoden erfolgte. Die
Amplifizierung des “Inserts” erfolgte Uber PCR bzw. RT-PCR, welches, ebenso wie
der Vektor mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut wurde. Es erfolgte
eine Ligationsreaktion und eine Transformation in E.coli.

Die Inserts der “Feedingkonstrukte” wurden aus den entsprechenden Vektoren
(pBluescript SK bwz. pME18S-FL3) in den pPD129.36 umkloniert.
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Vektor Insert Cig%f;e Template| 5’RE | 3'RE | Verwendung
QE30 ERM-1 1068 257f5 |BamH1|BamHL1| Proteinsynthese
P C-Terminus y
QE32 LAD-1 285 1335e06 |BamH1|Hindlll| Proteinsynthese
P C-Terminus y
DLG-1 freundlicherweise von M.Hoffmann . )
PGBKT? PDZ 1, 2+3 (Dusseldorf) zur Verfugung gestellt Hefeinteraktionen
DLG-1 freundlicherweise von M.Hoffmann Hefeinteraktionen
PDZ- 1-3 (Dusseldorf) zur Verfligung gestellt
ERM-1 1691 257f5 |BamH1|BamH1|Hefeinteraktionen
Full length
Hefeinteraktionen,
ERM-1 FERM 665 257f5 |BamH1|BamH1| Two-Hybrid
Koder
ERM-1 Hefeinteraktionen,
. 1070 257f5 |BamH1|BamH1| Two-Hybrid
C-Terminus N
Koder
ERM-1 ) )
pGBT9 1691 257f5 |BamH1|BamHL1 |Hefeinteraktionen
Full length
ERM-1 FERM 665 257f5 |BamH1|BamH1|Hefeinteraktionen
ERM'.l 1070 257f5 |BamH1|BamH1|Hefeinteraktionen
C-Terminus
TAG-60 . )
C-Terminus 980 1727b06 |BamH1|BamH1 |Hefeinteraktionen
ACTII CRB-1 116 74b1 BamH1| Xhol |Hefeinteraktionen
P C-Terminus
ERM-1 1691 257f5 |BamH1|BamH1|Hefeinteraktionen
Full length
ERM-1 FERM 665 257f5 |BamH1|BamH1|Hefeinteraktionen
HMP-2
N-Terminus + 1344 4737 EcoRl | Xhol |Hefeinteraktionen
arm repeats
HMR-1 poly A+ . .
C-Terminus 365 RNA BamH1| Xhol |Hefeinteraktionen
LAD-1 AESAV 272 1335e06 | EcoRI | Xhol |Hefeinteraktionen
LAD-1 . )
C-Terminus 285 1335e06 | EcoRI | Xhol |Hefeinteraktionen
NHX'.Z 534 1279f5 | EcoRI | EcoRIl |Hefeinteraktionen
C-Terminus
SDN-1 359 174c3 |BamH1| Xhol |Hefeinteraktionen

C-Terminus
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TAG-60

C-Terminus 979 1727p06 |BamH1| Xhol |Hefeinteraktionen
pPD129.36 act-5 MRC Klon RNAI "Feeding"
apm-1 785 774e02 | Ncol | Ncol | RNAI "Feeding"
apm-2 1099 328e9 Ncol | Bglll | RNAI "Feeding"
dlg-1 1340 128b7 Xhol | Xhol | RNAI "Feeding"
erm-1 1638 25715 Xhol | Xhol | RNAI "Feeding"
hmp-1 1468 675e4 Xhol | Sacl | RNAI "Feeding"
hmp-2 748 493f7  |Hindlll|Hindlll| RNAI "Feeding"
hmr-1 1665 611f6 Xhol | Sacl | RNAI "Feeding"
let-413 2202 524b7 Xbal | XBal | RNAI "Feeding”
let-502 2223 9b4 Xhol | Xhol | RNAI "Feeding"
mel-11 1818 571h10 | Sacl | Xhol | RNAI "Feeding"
mic-4 395 572b4 | Hincll | Sacl | RNAI "Feeding"
nmy-1 829 201b7 Sall Sall | RNAI "Feeding"
nmy-2 811 312e4 Xhol | Xhol | RNAI "Feeding"
vig-1 600 Hefeklon | Ncol | Xhol | RNAI "Feeding"
Y55F3AM.13 750 Hefeklon | Ncol | Xhol | RNAI "Feeding"
pas-4 1200 Hefeklon |Hindlll |Hindlll | RNAI "Feeding"
lec-1 1700 Hefeklon |Hindlll |Hindlll | RNAI "Feeding"
F47G4.2 2000 Hefeklon |Hindlll |Hindlll | RNAI "Feeding"
map-1 2000 Hefeklon |Hindlll |Hindlll | RNAI "Feeding"
eft-3 1500 Hefeklon |Hindlll |Hindlll | RNAI "Feeding"
K10C2.4 750 Hefeklon |Hindlll |Hindlll | RNAI "Feeding"
pgn-46 1500 Hefeklon |Hindlll [Hindlll| RNAI "Feeding"
hcf-1 750 Hefeklon | Xhol | Xhol | RNAI "Feeding"
ubg-1 500 Hefeklon | Xhol | Xhol | RNAI "Feeding"
clp-4 750 Hefeklon | Ncol | Xhol | RNAI "Feeding"
col-144 900 Hefeklon | Ncol | Xhol | RNAI "Feeding"
ZK1055.7 750 Hefeklon | Ncol | Xhol | RNAI "Feeding"
C13B9.3 900 Hefeklon | Ncol | Xhol | RNAI "Feeding"
ifa-4 1700 Hefeklon |Hindlll |Hindlll | RNAI "Feeding"
ZK1098.5 1200 Hefeklon |Hindlll |Hindlll | RNAI "Feeding"
ran-2 2000 Hefeklon | Xhol | Xhol | RNAI "Feeding"
unc-101 (22;'7192)69 814e10 | Xhol | Xhol | RNAI "Feeding"

Tab.I: Uberblick tiber die im Rahmen dieser Doktorarbeit hergestellten Konstrukte.
Benutzte Abkirzungen: RE Restriktionsenzym.
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2.2.6 Oligonukleotide

/V}Z(r)\?vztr:gﬁ:]g Primer Oligonukleotidsequenz (5°- 3")
pQE30 erm-1C- | vorwarts| ACGGATCCATCCGCAACAAAAAGGGAACT
Terminus rickwartsy CAGGATCCTTACATATTTTCGTATTGATC
PQE32_lad-1 vorwarts| CTGGATCCTTGTCTGCCGTCAACGTGGAC
C-Terminus rickwarts) ATAAGCTTCTAGACAAACGTCGACGTTGA
pGBKT7/pGBT9/pACT| vorwarts | TAGGATCCTGTCGAAAAAAGCGATCAATG

I, ERM-1 “full length”

rickwarts

CAGGATCCTTACATATTTTCGTATTGATC

PGBKT7/pGBTY, |vorwirts | TTGGATCCAAATCCGCAACAAAAAGGGAA
ERM-1 C-Terminus  \riickwartsy CAGGATCCTTACATATTTTCGTATTGATC
PGBKT7/pGBT9/pACT| vorwarts| TTGGATCCAAATCCGCAACAAAAAGGGAA

I, ERM-1 FERM

rickwarts

CAGGATCCTTACATATTTTCGTATTGATC

pGBT9, TAG-60
C-Terminus

vorwarts

TTGGATCCGACTTGCTGAATTGAACAAAG

rickwértsy] GAGGATCCTTACATGTTGCTGACCAATTG
pACTII, LAD-1 vorwérts| CTGAATTCTTGTCTGCCGTCAACGTGGAC
C-Terminus rickwarts) ATCTCGAGCTAGACAAACGTCGACGTTGA
pACTII, LAD-1 vorwarts| CTGAATTCTTGTCTGCCGTCAACGTGGAC
AESAV rickwarts: ACCTCGAGCGACGTTGATCCTTTCTCGGG
pACTII, TAG-60 vorwérts | TTGGATCCGACTTGCTGAATTGAACAAAG
C-Terminus riickwarts: GACTCGAGTTACATGTTGCTGACCAATTG
pACTII, HMR-1 vorwérts | GAGGATCCTGTATACGAGACGATCGCCTG
C-Terminus rickwartsy TCCTCGAGTTATTGGGCACTTTCGATACT
PACTII, HMP-2  vorwarts| CCGAATTCCCATGCTTCTTCACTCTACC
N-Terminus+ arm 3 3
repeats rickwirtss GTCTCGAGAAGTGCACTATTTCTAATAAC
PACTII, NHX-2 vorwérts | AGGAATTCAAAAGAATGTTCACTCAAAGA
C-Terminus rickwartsy] TAGAATTCCTATACTCTTTCGTGGAAGCT
pACTII, CRB-1 vorwérts| CCGAATTCCCATGCTTCTTCACTCTACC
C-Terminus rickwartsy] TTCTCGAGTCAGATAAGACGTTCTTGAGG
pACTII, SDN-1 vorwarts TGGGATCCAGAATATTCATAATGA
C-Terminus rickwarts AGCTCGAGTTACGCGTAAAATTCTTT
pPD129.36, generelle |vorwarts GATAACCGTATTACCGCCTTTG
Sequenzierung/PCR  \rijckwarts CGATTAAGTTGGGTAACGCCA

lad-1(ok1244)
Sequenzierung

vorwarts

GCTCTCCAAGGAAATCAACACAAA

rickwarts

GCATCCGAAGAATTTGGATCACCT
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Tab. I1: Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide, die fur PCR/RT-PCR-
Reaktionen eingesetzt wurden.

Die fettgedruckten Sequenzen stellen die kinstlich eingefihrten Erkennungssequenzen fiir die
Restriktionsenzyme dar.

2.2.7 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinséduren

2.2.7.1 Photometrische Konzentrationshestimmung

Bei einer Wellenlange von 260 nm wird die Extinktion (E) der Nukleinsdureldsung
gemessen und so die Konzentration der Nukleinsduren bestimmt. Die Nukleinsauren
werden dabei in A.dest. verdinnt (RNA in Nuklease-freiem Wasser) und ihre
Extinktion im Photometer gegen Wasser als Referenz gemessen. Hierbei gilt das
Lambert-Beer'sche Gesetz, welches die Beziehung zwischen Extinktion und
Stoffkonzentration wiedergibt:

Exo = X ¢ x d, wobei E die Extinktion bei der entsprechenden Wellenlange ist,
der Extinktionskoeffizient, ¢ die Stoffkonzentration und d die Dicke der Kuvette.

Die Reinheit der Nukleinsduren lait sich weiterhin durch den Quotienten Ezso/s0
bestimmen, bei fast proteinfreien Nukleinsaurelosungen liegt der Quotient bei 1.8 fir
DNA und 2.0 fir RNA.

2.2.7.2 Konzentrationsbestimmung durch Gelelektrophorese

Bei dieser Methode wird ein Teil der zu bestimmenden Nukleinsdure auf ein
Agarosegel aufgetragen und die Konzentration wird im Vergleich zu einem
Langenstandard bekannter Konzentration aufgrund der Bandendicke abgeschétzt.

2.2.8 DNA-Gelelektrophorese

Bei der Elektrophorese wandert die DNA, da sie aufgrund des Phosphatriickgrats
negativ geladen ist, in einem elektrischen Feld von der Kathode (dem Minuspol) zur
Anode (dem Pluspol). Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei abhéngig von der
Form und Gr6lRe der DNA, ihrer Ladung, dem pH-Wert, der Temperatur, der
Viskositat und der Feldstéarke. Die DNA wird in Agarosegelen aufgetrennt. Agarose
ist ein Polysaccharid, welches ein maschiges Netz ausbildet, je hoher die Agarose
konzentriert ist, desto feinmaschiger ist sie und desto kleinere DNA-Fragmente lassen
sich dadurch auftrennen.

Die Agarose wird mit 1x TAE in der Mikrowelle aufgekocht, auf 70°C abgekuhlt und
mit 1ul einer Ethidiumbromid(EtBr)-Stammldsung auf 100ml Gel versetzt. Es wurden
im Durchschnitt immer 1%, horizontale Agarosegele gegossen. Als Laufpuffer diente
1x TAE. Die Gellaufe wurden bei durchschnittlich 100 V durchgefihrt.

In die DNA-Proben wird als Auftragspuffer Bromphenolblau und Xylencyanol
gegeben, welche als Lauffront sichtbar sind. Ist das Gel weit genug gelaufen, kann es
unter UV-Licht ( =312nm) betrachtet werden. Das Ethidiumbromid, ein DNA-
Interkalator, wird durch das UV-Licht angeregt und so wird die DNA auf dem Gel
sichtbar.  Zur GrolRenbestimmung der DNA-Fragmente a8t man einen
GroRenstandard mit DNA-Fragmenten definierter Grolle auf dem Gel mitlaufen, so
kann man anschlief3end die Laufstrecke der DNA mit der des Standards vergleichen.
Als GroRenstandard wurden der -DNA-HindlIlI/EcoR1 Marker 3 oder der Gene-
Ruler™ 1kB DNA-ladder (beide MBI Fermentas, St. Leon Rot) verwendet.

LGsungen:
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50 x TAE-Puffer: 2M Tris-acetat; 0.1M EDTA; pH7.7

EtBr-Stammldsung : 10mg/ml

6 x Auftragspuffer: 0.25% Bromphenoblau; 0.25% Xylencyanol; 40%
Glycerin

2.2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient zur Amplifizierung einzelner Sequenzen. VVoraussetzung ist allerdings
die Anwesenheit spezifischer Oligonukleotide ("Primer™), die an homologe
Sequenzen der DNA binden. Um unspezifische Bindungen der Primer zu vermeiden,
wird eine mdoglichst hohe "Annealing-Temperatur” gewéhlt (in Abhangigkeit vom
Tm-Wert der verwendeten Primer). Diese Primer dienen wiederum als

Startermolekile fir das Enzym Tag-Polymerase, einer Polymerase, die aus dem
hitzebestdndigen Bakterium Thermus aquaticus isoliert wurde. Tag-Polymerase ist fur
die PCR hervorragend geeignet, da sie bei hohen Temparaturen sehr aktiv ist bzw.
nicht denaturiert wird. Allerdings besitzt die Tag-Polymerase keine 3'-5'-Exonuclease,
ist also nicht zum Korrekturlesen fahig, so daR eine statistische Wahrscheinlichkeit
von Fehleinbau gegeben ist. Es werden deshalb auch Polymerasen verwendet, die
diese Korrekturlese-Funktion besitzen (z.B. Pfu-Polymerase aus Pyrococcus
furiosus).

Die PCR lauft generell in drei sich wiederholenden Schritten ab:

1. Denaturierung (ca. 93°C) zur Herstellung von Einzelstrang-Templates.

2. Annealing (variable Temparatur, s.0.) der "sense-" und "anti-sense-Primer™ an die
DNA-Einzelstrange.

3. Elongation der Primer (ca. 72°C) durch die entsprechende Polymerase.

Pro Zyklus (=Abfolge aller drei Schritte, s.0.) wird die Menge der DNA-Strange
verdoppelt.

PCR-Reaktionen wurden in einem Volumen von 50ul angesetzt.

Folgende Mengen bzw. Konzentrationen wurden dem PCR-Ansatz zugefugt:

Template: Xul (1-10ng; abhéngig von der Konzentration des Templates)
Primer: 0.5ul (je Primer; Konzentration: 50pmol/ul)

dNTP’s: 1.0ul (aus einem dNTP-Mix; Konzentration: 25mmol/ul)

10 x Pfu/Tac-Puffer: 5.0ul

MgCl: 5.0ul (nur fir Tac-Polymerase, Konzentration 25mM)
Pfu/Tac-Polymerase: 1.0ul (10U/ul)

dH,0: Xul (mit dH20 auf 50ul Gesamtvolumen auffiillen)

Auf Uberschichtung des Ansatzes mit Mineralol wurde verzichtet. Stattdessen wurde
der Deckel beheizt.

PCR-Reaktionen wurden mit folgendem Programm durchgefihrt:

Schritte Temperatur (°C) Dauer

1. Initiale Aktivierung 92 2min

2. Denaturierung der DNA 94 15sek

3. Annealing der Primer 50-65 1min

4. DNA-Synthese 72 pro kB 1min

5. Wiederholung der Schritte 2 bis 4 (10 Zyklen)
6. Denaturierung der DNA |94 | 15sek
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7. Annealing der Primer 50-65 1min

8. DNA-Synthese 72 pro kB 1min + 20 sek
9 Wiederholen der Schritte 6 bis 8 (20 Zyklen)

10. Finale DNA-Synthese 72 8min

11. Reaktionsende 4 endlos

Tab. 111: Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete PCR-Programm.

2.2.10 RT(Reverse-Transkription)-PCR

Bei der RT-PCR geht der eigentlichen PCR eine reverse Transkription (RT) voraus, in
der ausgehend von polyA*-RNA einzelstrangige DNA gebildet wird. Erméglicht wird
dies durch reverse Trankriptasen aus RNA-enthaltenden Retroviren wie z.B. dem
avian myeloblastosis virus (AMV), dem Monoley murine leukemia virus (MMLYV)
oder dem human immunodeficiency virus (HIV). Neben ihrer RNA-abhéngigen
DNA-Polymerase-Funktion besitzen diese eine RNase H-Aktivitdat zum Abbau der
RNA im entstehenden RNA-DNA-Hybrid. Zundchst wird die RNA in der
eigentlichen RT-Reaktion revers transkribiert, entweder die gesamte polyA’-RNA-
Population mithilfe eines Oligo-dT-Primer oder nur die gewunschte Subpopulation
durch den Einsatz eines genspezifischen Primer, gefolgt von einer PCR mit
genspezifischen Primern. Die Firma Qiagen, Hilden, hat ein System entwickelt, um
beide Schritte auf einen zu reduzieren. Dieses ,,OneStep RT-PCR* System wurde
nach Herstellungsangaben verwendet. Das anschlieBende PCR-Programm wurde aus
dem OneStep RT-PCR Kit, Qiagen, Hilden, tbernommen.

Nachfolgend ist ein typischer Reaktionsansatz dargestellt:

- 1ul Template-RNA (ca. 1ug)

- 2wl dNTP-Mix (je 10mM)

- 10ul 5x Quiagen OneStep RT-PCR Puffer
- 0.5ul spezif. vorwarts "Primer’ (25uM)

- 0.5ul spezif. riickwérts “Primer’ (25uM)

- 2ul Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix
- 0.5ul RNase Inhibitor
- 13ul RNase freies dH,0 (DEPC-H,0)

Schritte Temperatur (°C) Dauer

1. Reverse Transkription 50 30min

2. Initiale Aktivierung 95 15min

3. Denaturieren der DNA 94 30sec

4. Annealing der Primer 50-65 1min

5. DNA-Synthese 72 pro kB 1min

6. Wiederholung der Schritte 3 bis 5 (35 Zyklen)
7. Finale DNA-Synthese 72 10min

8. Reaktionsende 4 endlos

Tab. 1V: Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete RT-PCR-Programm.

Um die Ausbeute zu erhdhen wurde im Anschluss an dieses Programm hdufig noch
eine weitere PCR (siehe 2.2.9) angewendet.
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2.2.11 Manipulation von DNA

2.2.11.1 Restriktionsverdau von DNA

Um DNA zu analysieren, kann diese mit Restriktionsendonukleasen, welche
urspringlich aus Bakterien stammen, geschnitten werden. Die Restriktionsenzyme
erkennen spezifische Sequenzen, sogenannte Palindrome, mit einer Lange von 4-8
Basenpaaren. Viele Enzyme schneiden versetzt und hinterlassen tiberhdngende Enden
(sticky ends), einige wenige verursachen auch glatte Enden (blunt ends).

Ein Standardreaktionsansatz sieht folgendermafen aus:
- xXul DNA-L6sung (je nach Konzentration)

- 1pl 10x Restriktionspuffer

- 1ul Enzym (10U pro ug DNA)

- auf 20ul mit dH20. auffillen

Der Restriktionsansatz wird bei 37°C fir 2h inkubiert

2.2.11.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Geschnittene DNA-Fragmente mit kompatiblen Enden kdnnen miteinander verknupft
werden. Dies geschieht mit Hilfe der ATP-abhdngigen T4-DNA-Ligase.

Von Bedeutung ist dabei die Wahl des korrekten molaren Verhéltnisses zwischen
Vektor und Insert. Das Insert sollte in etwa 3fachem molaren Uberschuf eingesetzt
werden. Folgende Faustformel kann zur Berechnung der Mengenverhéltnisse
eingesetzt werden:

Xng (Vektor) xkB (Insert)
kB (Vektor) x 3 =Yng (Insert)

Das Reaktionsvolumen sollte moglichst klein gehalten werden (10 - 30ul).
Die Inkubation erfolgt grundsétzlich tber Nacht bei 16 °C im Wasserbad.
Ein Standard-Ligationsansatz sieht folgendermafen aus:

Xul Vektor

Yul Insert

1ul 10xPuffer

1ul T4-DNA-Ligase

auf 10ul mit dH,O auffillen

2.2.11.3 Féallung von DNA

Um DNA aufzukonzentrieren, wird diese mit Ethanol bzw. Isopropanol in Gegenwart

monovalenter Salze gefallt. Ethanol bzw. Isopropanol verhindern die Ausbildung von

Hydrathdllen, indem sie der DNA die Wassermolekiile entziehen und so fir ihre

Aggregation sorgen. Durch die in der Losung ionisch vorliegenden Salze wird die

DNA schlief3lich stabilisiert.

Die Fallung verléauft folgendermafen:

- Zugabe von 2.5 Vol. 100% Ethanol (-20 °C) oder 1 Vol. Isopropanol (RT) und
jeweils 1/10 Vol. 3M Natriumacetat pH5.2

- Fallung tber Nacht bei —20°C oder 2h bei -70°C

- Zentrifugation fir 30min bei 13000rpm

- Uberstand verwerfen, Pellet in eiskaltem 70 % Ethanol waschen

- Zentrifugation fir 15min bei 13000rpm
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- Uberstand verwerfen und Pellet lufttrocknen lassen
- Pellet in einem geeignetem Volumen dH,O bzw. DEPC-dH,O aufnehmen und
resuspendieren

2.2.12 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Fur Klonierungsarbeiten werden DNA-Molekile mit geeigneten Restriktionsenzymen
geschnitten und im Agarose-Gel der Grolle nach aufgetrennt, die Fragmente
gewunschter GroRe kénnen mit entsprechenden Methoden aus der Agarose isoliert
werden.

Samtliche Elutionen wurden mit NucleoSpin Extract (Machery-Nagel, Diren)
durchgefiihrt.

LGsungen:

Die Durchfuhrung folgte den Herstellerangaben. Es wurden die mitgelieferten Puffer
benutzt. Zur Elution der DNA wurden 30ul dH,0 (auf 65°C vorgeheizt) verwendet.

2.2.13 Herstellung transformationskompetenter Zellen

Um eine Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien zu ermdglichen, mussen
diese kompetent gemacht werden. Je nach Wahl der Transformationsmethode erfolgt
die Herstellung transformationskompetenter Bakterien nach unterschiedlichen
Protokollen.

2.2.13.1 Die CaCl,-Methode

- 5ml LB-Medium mit 40ul Bakterien-Glycerinstock t. N. bei 37°C inkubieren

- 1ml der Vorkultur zu 100ml LB-Medium geben und bis zu einer OD von 0.4
bis 0.55 wachsen lassen (~ 1 3/4h)

- Kolben unter Schwenken auf Eis abkiihlen lassen (~10min)

- Suspension in Fraktionen von 25ml aliquotieren (sterile ,,blue caps®, Falcon,
USA)

- 10 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugieren

- Uberstande verwerfen

- Pellets in je 7.5ml kaltem TFBI luftblasenfrei resuspendieren

- 10min auf Eis inkubieren

- je zwei Ansétze vereinigen und erneut 10min bei 5000rpm und 4°C
zentrifugieren

- Uberstande verwerfen

- Pellets in je 2ml kaltem TFBII luftblasenfrei resuspendieren

- Aliquots zu 50ul Bakteriensuspension in flussigem Stickstoff schockgefrieren

- Lagerung bei —70°C (Bakterien frihestens 1 h nach Herstellung benutzen)

Um die Kompetenzrate der so gewonnenen Bakterien zu testen (sie sollte mindestens

5x10° betragen), wird folgendermaRen vorgegangen:

- Transformation mit Testvektor (pBluescript, 1ng/ul)

- 50ul ausplattieren (10%-Platte) auf LB-Agarplatten mit 50-100ug/mi
Ampicillin

- Rest kurz abzentrifugieren, Uberstand bis auf ca. 100ul abziehen, Pellet im
Restvolumen resuspendieren und ebenfalls ausplattieren (90%-Platte)

- Kompetenz (bezogen auf 1ug Vektor) = Anzahl d. Kolonien (10%-Platte) x 10
x 1000
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Ldsungen:

TFBI: 30mM  Kaliumacetat, 50mM  Manganchlorid, 100mM
Rubidium-chlorid, 10mM Calciumchlorid, 15% Glycerin; mit
0.2M Essig-saure auf pH 5.8 einstellen, sterilfiltrieren und bei 4
°C lagern.

TFBII: 10mM MOPS, 75mM Calciumchlorid, 10mM

Rubidiumchlorid,

15% Glycerin; mit NaOH auf pH7.0 einstellen, sterilfiltrieren
und

bei 4°C lagern.

2.2.13.2 Herstellung elektrokompetenter Bakterien
Elektrokompetente Bakterien wurden nach folgendem Protokoll hergestelit:

50ml SOB-Medium mit einer Einzelkolonie animpfen und tber Nacht bei
37°C inkubieren.

7.5ml dieser Bakteriensuspension zu 500ml SOB-Medium hinzufugen und bis
zu einer optischen Dichte von 0.6 (bei 550nm; ODss0) anwachsen lassen

Die Bakterienkultur wird auf zwei 250ml Zentrifugenbecher verteilt und fur
15min auf Eis abgekdhlt

Zentrifugation bei 3600rpm und 4°C fir 15min; Uberstand verwerfen
Bakterienpellets in je 200ml Glycerin (10%) vollstandig resuspendieren
Zentrifugation bei 3800rpm und 4°C fiir 15min

Wiederholung der letzten beiden Schritte

Uberstand verwerfen, Bakterienpellets in je 20ml Glycerin (10%)
resuspendieren und Suspension in zwei JA20-Rohrchen tberfiihren
Zentrifugation bei 5000rpm und 4°C fiir 10min; Uberstand verwerfen

Ein Pellet in 3ml Glycerin (10%) resuspendieren, mit dem zweiten Pellet
vereinigen und dieses ebenfalls resuspendieren

In VVolumen von je 50ul aliquotieren, in flussigem Stickstoff schockgefrieren
und bei —=70°C lagern.

Die Transformationsrate wurde nach dergleichen VVorgehensweise, wie in Abschnitt
2.2.13.1 getestet.

2.2.14 Transformation kompetenter Zellen mit Plasmid-DNA

2.2.14.1 Transformation nach der CaCl,-Methode

50ul kompetente Bakterien auf Eis auftauen lassen

Zugabe von DNA (z.B. 1ul einer Midi-Préparation (siehe 2.2.15) oder 10ul
einer Ligation) und leicht vermischen

20-30min auf Eis inkubieren

Hitzeschock fur 2min bei 42°C im Wasserbad

5 min auf Eis inkubieren

mit LB-Medium auf 500ul auffillen

45min. bei 37°C inkubieren

50ul auf einer antibiotikahaltigen LB(Luria-Bertoni)-Agarplatte ausstreichen
(10%-Platte)

Bakteriensuspension kurz zentrifugieren, Uberstand bis auf 100ul abziehen,
Pellet im Restvolumen resuspendieren und ausplattieren (90%-Platte)
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- Inkubation der Agarplatten UN bei 37°C

2.2.14.2 Elektrotransformation

- 50ul kompetente Bakterien auf Eis auftauen lassen

- Zugabe von 1ul einer verdiinnten DNA-L6sung (~20ng/ul)

- Ansatz in die Elektrokiivette fiillen, so daB das Volumen zwischen den
Kondensatorplatten ausgefullt ist.

- Elektroschock der Bakterien mit 1.8kV, Zeitkonstanten von 4.8 bis 5.0ms sind
akzeptabel

- Dem Ansatz 450ul LB-Medium hinzufligen

- 30-45min bei 37°C inkubieren

- Ansatz auf antibiotikahaltigen Agarplatten ausplattieren und tUber Nacht bei
37°C inkubieren

2.2.15 Isolierung von Plasmid-DNA

2.2.15.1 Schnellpriparation von Plasmid-DNA (Mini-Praparation)

Um Bakterien schnell auf die enthaltene Plasmid-DNA zu testen, wird eine

sogenannte ,,Minipréaparation” durchgefiihrt. Diese erfolgt nach einem modifizierten

Rezept der Firma Machery und Nagel (Duren).

- Einzelkolonie G. N. in ca. 3ml LB (mit dem entsprechendem Antibiotikum)
hochwachsen lassen

- 0. N.-Kultur (~ 1,5ml) fir ca. 2min bei 13000rpm zentrifugieren

- Bakterienpellet in 300ul Puffer S1 resuspendieren

- 300ul Puffer S2 hinzugeben und 5x invertieren und 5min bei RT inkubieren
lassen

- 300ul Puffer S3 hinzugeben und 5x invertieren

- 15min bei 13000rpm zentrifugieren und Uberstand in ein frisches Eppendorf-
Gefald uberfuhren

- Féllung mit 300ul Isopropanol

- 30min bei 13000rpm zentrifugieren und Uberstand verwerfen

- Pellet in 100ul kaltem 70 % Ethanol waschen und 15min bei 13000rpm
zentrifugieren

- Uberstand verwerfen, Pellet trocknen lassen und in 20ul dH,O resuspendieren

Losungen: (laut Herstellerangaben)

Puffer S1: 50mM Tris/HCI (pH8), 10mM EDTA, 100ug/ml RNAse A
Puffer S2: 200mM NaOH, 1% SDS (w/v)
Puffer S3: 2.8M KAc, pH5.1

2.2.15.2 Gewinnung groRerer Plasmidmengen

Um groRere Mengen an Plasmid-DNA aus Bakterien zu isolieren, wird eine
»Midipraparation“ durchgefiihrt. Hierbei wurde das Kitsystem der Firma Machery
und Nagel (Duren) verwendet und nach dem Protokoll des Herstellers gearbeitet. Im
Durchschnitt lag die DNA-Ausbeute bei 500 ng-1ug pro ul, die DNA wurde in 100ul
dH,0 aufgenommen.

Losungen (laut Herstellerangaben):
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S1, S2,S3: siehe oben

N2: 100mM Tris/H3PO4, 15% Ethanol; 900mM KCI, pH6.3

N3: 100mM Tris/H3PO4, 15% Ethanol; 1150mM KCI, pH6.3
N5: 10 mM Tris/H3PO4, 15% Ethanol; 1000mM KCI, pH8.5

2.2.15.3 Gewinnung groRRer Plasmidmengen (Maxipraparation)

Um bis zu 5ug Plasmid-DNA pro pl aus Bakterien zu isolieren, wird eine
“Maxipréaparation” durchgefiihrt. Hierbei wurde das Kitsystem von Quiagen (Hilden)
verwendet und nach dem Protokoll des Herstellers gearbeitet. Die aufgereinigte DNA
wurde schlieBlich in 200ul dH,0 aufgenommen.

Losungen (laut Herstellerangaben):

P1, P2, P3:  entsprechen S1, S2, S3

QBT: 750mM NaCl; 50mM MOPS, pH7; 15% Isopropanol, 0.15% Triton X-
100

QC: 1.0M NaCl; 50mM MOPS, pH7; 15% Isopropanol

QF: 1.25M NaCl; 50mM Tris-Cl, pH8.5, 15% Isopropanol

2.2.16 in vitro Transkription

Doppelstrangige RNA fir RNAi-Experimente wird ausgehend von den
,Feedingkonstrukten® (s. 2.2.5), welche 2 T7-Promotoren besitzen in jeweils einer
Reaktion durch in vitro Transkription hergestellt.

2.2.16.1 Herstellung des Templates

Das Template fir die Transkriptionsreaktion wird mittels einer Standard-PCR-
Reaktion (s. 2.2.9) mit fur den “Feedingvektor” pPD129.36 spezifischen Primern (s.
2.2.6) hergestellt. Es werden fur die Reaktion ca. 2-3ul der unaufgereinigten PCR
eingesetzt.

2.2.16.2 Transkriptionsreaktion

Die eigentliche Transkriptionsreaktion erfolgt mit dem MAXIscript™ T7 Kit
(Ambion), der Transkriptionsansatz sieht wie folgt aus:
- 2ul 10x Transkriptionspuffer
- je1ul rNTP’s (also 4ul gesamt)
- 1ug (2-3ul) Template-DNA
- 0.2ul RNAse Inhibitor
- 2ul T7-Polymerase

auf 20ul mit DEPC-H,0 auffillen
Es folgt eine Inkubation fir 2-4 Stunden bei 37 °C. Dann werden je Ansatz 1ul RNase
freie DNase hinzugeben und 45min bei 37°C inkubiert. Es folgt eine Zugabe von
115ul DEPC-Wasser und eine Zugabe von 15ul Ammoniumacetat-Stopldsung zum
Reaktionsstop und zum Féllen der RNA. Nach Zugabe von 1Vol. Isopropanol fallt die
RNA (. N. bei —20°C (siehe 2.2.11.3) und wird in 15ul DEPC-Wasser resuspendiert.
Die RNA wird schliel3lich in Aliquots von 2ul bei — 70°C aufbewahrt.

LGsungen:

Ammoniumacetet-Stopldsung: 5M Ammoniumacetat, 100mM EDTA
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2.2.17 Isolierung von poly-A*-RNA

An das 3"-Ende eukaryotischer ,,messenger“-RNA (mMRNA) wird posttranskriptionell
eine Sequenz von Poly-Adenosin variabler Lange fusioniert. Aufgrund dieser ,,Poly-
A-Schwanze* wird es ermdglicht, diese RNA aus Geweben und aus RNA-Gemischen
zu isolieren.

Zur Isolierung von poly-A+-RNA aus C. elegans wurde das uMACS mRNA Isolation
Kit (Bergisch Gladbach) verwendet.

Die Methode beruht auf magnetischen ,beads”, die mit Oligo(dT)-Sequenzen
gekoppelt sind. Diese Sequenzen hybridisieren mit dem Poly-A-Schwanz der mRNA.
Die mRNA liegt so gekoppelt mit den ,beads” vor und wird durch diese an ein
auleres Magnetfeld gebunden. Die mRNA kann schlief3lich von den ,,beads* eluiert
werden.

Um RNA aus den Wurmern zu isolieren, werden diese zunéchst unter flissigem
Stickstoff zermorsert (ca. 400ul Wurm-Feuchtpellet pro Ansatz) und das Zellysat
wird auf die ,beads” gegeben. Die Isolierung erfolgt nach dem Protokoll des
Herstellers. Die Ausbeute lag im Durchschnitt bei 150ng/ul in einem Volumen von
75pul.

Losungen: (laut Herstellerangaben)

Lysis/Binding-Puffer: Hochsalzpuffer mit 1% SDS
Waschpuffer: Niedrigsalzpuffer mit NaCl, Tris/HCl und EDTA
Elutionspuffer: 1mM EDTA

2.2.18 Isolierung von RNA (iber TRIzol®

Eine alternative Methode, um RNA zu isolieren, stellt die Aufreinigung iiber TRI1zol®

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) dar, wobei nur wenige Wirmer bendétigt werden.

TRIzol® ist ein Gemisch bestehend aus einer monophasischen Lésung aus Phenol und

Guanidinium Isothiocyanat, es erhélt die Stabilitdt von RNA und ist gleichzeitig

wichtig flr die Zerstorung von Zellen und Auflésen von Zellkomponenten. Nach

Zugabe von Chloroform befindet sich die RNA in der wéssrigen Phase, DNA und

Proteine sind in der Interphase.

Das verwendete Protokoll setzt sich folgendermafien zusammen:

- ca. 30 Wirmer picken und in ein mit 100ul DEPC-dH20 gefilltes Eppendorf
Gefal tberfuhren

- min bei 5000rpm zentrifugieren

- Uberstand abnehmen und 1ml Trizol hinzufiigen

- kurz vortexen und 10min bei RT stehen lassen

- 10min bei 13000rpm und 4°C zentrifugieren

- Uberstand in ein neues EppendorfgefaR UGberfihren und 200ul Chlorofom
hinzufugen

- 15sek leicht schiitteln und 3min bei RT stehen lassen

- 15min bei 13000rpm und 4°C zentrifugieren

- Oberphase in ein neues Eppi tberfihren und 500ul Isopropanol hinzufigen

- Invertieren und 10min bei RT stehen lassen

- 10min bei 13000rpm und 4°C zentrifugieren

- Uberstand verwerfen

- 100ul 75% DEPC-EtOH hinzuftigen
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- 5min bei 8000rpm und 4°C zentrifugieren
- 10min trocknen und letztendlich in 25ul DEPC-H,O resupendieren

2.2.19 Denaturierende RNA-Gelelektrophorese

Unter nativen Bedingungen bildet einzelstrangige RNA  Sekundér- und
Terti&rstrukturen aus. Um jedoch eine klare Trennung von Molekilen
unterschiedlicher GroRe auf einem Gel zu ermoglichen, werden Denaturierungsmittel,
wie Formaldehyd und deionisierendes Formamid verwendet. Die Carbonylgruppen
des Aldehyds bilden mit den freien Aminogruppen der Basen Aminale, so daf3 keine
Sekundarstrukturen ausgebildet werden.

Zur Herstellung eines denaturierenden Gels wird zundchst 1.5% Agarose in 1x MOPS
durch Aufkochen geldst. Nach Abkuhlen auf 70°C wird die Agarose mit Formaldehyd
auf 1.9% eingestellt und das Gel gegossen. Als Laufpuffer dient 1x MOPS.

Die RNA-Proben werden, bevor sie aufs Gel aufgetragen werden, folgendermalien

behandelt:

- 9ul RNA (eventuell + DEPC-H,0)

- 10ul deionisiertes Formamid

- 4ul Formaldehyd (37%)

- 3ul 10x MOPS

- 1pl Ethidiumbromid (400ug/ml)

- Ansatz 5min bei 65°C inkubieren und auf Eis abkihlen

- Ansatz mit 3ul Bromphenolblau/Xylencyanol-Mix mischen und auf das Gel
auftragen

Der Gellauf erfolgte fir 2-3h bei 140V. Das Gel wird anschliefend unter UV-Licht

photographiert (siehe 2.2.8).

LGsungen:

10 x MOPS: 200mM 3-[N-Morpholino]-propan-sulfonsaure (MOPS)
50mM Natriumacetat
10mM EDTA

auf pH7.0 einstellen und autoklavieren
Bromphenolblau/
Xylencyanol-Mix: 0.1% (w/v) Bromphenolblau

0.1% (w/v) Xylencyanol

10mM EDTA pH7.5

70% Glycerin

2.2.20 Herstellung digoxigenin-markierter RNA-Sonden

Das Labeling der Nukleinsduren mit Digoxigenin ist eine Alternative zum
radioaktiven Labeling. Das Digoxigenin stammt urspringlich aus der Pflanze
Digitalis purpurea (Roter Fingerhut) und gehort zu den Digitalis-Glykosiden. Fir das
Labeling ist das Digoxigenin Uber einen ,,Linker” kovalent an das Uracil des dUTP
gebunden (DIG-UTP).

Die Digoxigenin markierte RNA-Sonde wird Uber in vitro-Transkription hergestellt.
Hierfur erfolgt zundchst eine Linearisierung des Vektors (ber Restriktionsspaltung
(siehe 2.2.5) und eine Phenolchloroformextraktion (siehe 2.2.8).

Fur die Markierungsreaktion werden folgende Komponenten gemischt:
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- 1ug DNA

- 2ul 10 x DIG-RNA-Labeling Mix

- 2ul 10 x Transkriptionspuffer

- 2ul T7-RNA-Polymerase

- mit dH,0O auf 20ul auffullen und gut mischen

- Inkubation fir 2h bei37 C°

- Verdau des Vektors durch DNAse | (2U), 15min bei 37°C

- Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 2ml 0.2M EDTA, pH8
- Féllen der Transkripte (siehe 2.2.11.3)

- Resuspendieren in 20ul dH,O

Ldsungen (laut Herstellerangaben):

10x DIG-RNA-Labeling Mix: 10mM ATP, GTP und CTP; 6.5 mM UTP;
3.5mM DIG-UTP; pH 7.5
10x Transkriptionspuffer: 400mM Tris/CI pH8.0; 100mM NaCl; 1U

RNAse-Inhibitor; 60mM MgCI2; 100mM
Dithiothreitol; 20mM Spermidin
T7-RNA-Polymerase: 20U/ul
DNAse | (RNAse-frei): 10U/l

2.2.21 Northern-Blotting

2.2.21.1 RNA-Transfer

Bei diesem Verfahren wird RNA von einem denaturierenden Gel auf eine spezielle
Membran (Nylon- oder PVDF-Membran) transferiert. Hierbei liegen Gel und
Membran zwischen mit Salzlésung befeuchteten und trockenen Tuchern, durch die
auftretenden Kapillarkréafte wird die Salzlésung in die trockenen Filter gesogen. Sie
durchquert zundchst das Gel, wodurch die RNA-Fragmente gel6st und auf die
Membran Ubertragen werden. Die Anordnung der RNA-Fragmente auf der Membran
entspricht der Anordnung auf dem Gel. Schliellich erfolgt die Fixierung der RNA auf
der Membran durch ,,crosslinking®, d. h. die Fixierung durch Bestrahlung mit UV-
Licht.

Fir den Northern Blot wird die Apparatur folgendermalien aufgebaut:

Auf eine Glasplatte werden 2 Lagen Filterpapier (Schleicher und Schuell; DaRel) so
aufgelegt, dal} sie in ein mit 20x SSC gefiilltes Flissigkeitsreservoir hineinreichen.
Hierauf wird luftblasenfrei das Gel gelegt und zusatzlich mit Parafilm umrandet,
damit ein Flussigkeitsstrom durch das Gel gewahrleistet ist. Auf das Gel wird dann
maoglichst deckungsgleich eine Nylonmembran (Hybond N+; Amersham Life
Science) aufgelegt und hierauf erneut 2 Lagen feuchtes Filterpapier und ein Stapel
trockener Papiertlcher. AnschlieBend wird die Apparatur mit einem Gewicht von ca.
500g beschwert. Der Transfer ist nach 18-20h beendet und die RNA wird durch UV-
Strahlung mit einer Intensitat von 120mJ auf der Membran fixiert.

L6sungen:

20x SSC 3M NaCl, 300nm Natriumcitrat, pH7.0
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2.2.21.2 Vorhybridisierung, Hybridisierung und Waschungen

Durch die Vorhybridisierung werden eventuell noch vorhandene Bindestellen fiir
Nukleinsduren auf der Membran abgeséttigt.

Der Blot wird hierzu mit 25 ml Hybridisierldsung in einer verschweil3ten Plastiktite
bei 68 °C vorbehandelt. Die entsprechende Sonde (siehe 2.2.20) wird bei 100°C
denaturiert und anschlieBend auf Eis abgekunhlt. Fur die Hybridisierungsreaktion wird
1ml Hybridisierlésung pro 20cm? erwarmt und mit der denaturierten Sonde versetzt.
Die Sonde soll eine Endkonzentration von 100ng/ml haben. Nach Entfernen der
Vorhybridisierlésung wird die Hybridisierlosung plus Sonde zur Membran gegeben
und tber Nacht bei 68°C inkubiert.

Im Anschluf? wird die Membran 2x5min in je 50ml 2x SSC/0.1% (w/v) bei RT und
2x15 min in je 50ml 0.1x SSC/0.1% (w/v) SDS bei 68°C gewaschen.

Losungen:

(Vor)Hybridisierungslosung: 5x SSC; 40% deionisiertes Formamid, 0.1% (w/v)
Natrium-Laurylsarcosin, 0.02% (w/v) SDS, 2%
Blocking Reagenz (Boehringer Roche

Diagnostics,

Mannheim)

2.2.21.3 Detektion

Die Detektion der mit der RNA hybridisierten digoxigenin-markierten Sonde erfolgt

bei RT nach einem abgednderten Protokoll der Firma Boehringer Roche Diagnostics:

- Aquilibrieren der Membran in 10ml Waschpuffer

- Blocken der Membran in 50ml Blockierldsung fiir 60min

- Verdlnnen des Anti-Digoxigenin-Antikorpers (HRP-gekoppelt) 1:10000 in 30ml
Blockierldsung

- Entfernen der Blockierlésung und Hinzugabe der Antikorperldsung

- Inkubation der Antikorperldsung fur 60min

- Entfernen der Antikorperlosung und 2x waschen in Waschpuffer

- Chemilumineszenz-Substrate (BM Chemilumineszenz Blotting Substrate [POD];
Boehringer Roche Diagnostics, Mannheim) mischen und auf RT erwédrmen lassen

- 2x5 min in TBST waschen

- Inkubation der Membran mit dem Chemilumineszenz-Gemisch fiir 1min

- Verpacken der Membran in Frischhaltefolie, exponieren der Membran auf einem
Rdntgenfilm (von einigen Sekunden bis mehrere Minuten)

L6sungen:

Waschpuffer: 100mM Maleinsdure, 150mM NaCl; pH7.5; 0.3% (v/v) Tween 20
Blockierlosung: 100mM Maleinsdaure, 150mM NaCl; pH7.5;
1% Blockingreagenz (Boehringer Roche Diagnostics)
TBST: 1x TBS plus 0.2% Tween 20
10 x TBS: 200mM Tris/Cl pH8, 1.5M NaCl

2.2.22 Isolierung von C.elegans-Proteinen

Die gewinschte Menge an Wiurmern (Vol.~500 ul Feuchtpellet) wird in 5ml
eiskaltem 1x PBS (plus den Protease-Inhibitoren Aprotinin, Pefabloc, Pepstatin und
Leupeptin; Verdinnungen der Stamm-LGdsungen: 1:500) aufgenommen.
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Um die Kutikula der Wirmer aufzubrechen wird die Wurmsuspension auf Eis fiir
3x45sek mit einer Ausgangsleistung von 50Watt durch Ultraschall sonifiziert.
Zwischendurch 30sek auf Eis abkuhlen lassen.

Das Sonifikat wird anschliefend fur 10min bei 100°C erhitzt und nicht gelGste
Wurmreste durch Zentrifugation (13000rpm; 3min) vom proteinhaltigen Uberstand
getrennt. Der Uberstand wird abgenommen und die Konzentration der Proteinlosung
bestimmt (s. 2.2.23).

L6sungen:

10x PBS: 37M NaCl, 27mM KCI, 100mM NazHPO4,
17mM KH,POy; pH7.4

Aprotinin-Stammisg.: 10mg/ml

Pefabloc-Stammlsg.: 1mg/ml

Pepstatin-Stammlsg.: 1mg/mi

Leupeptin-Stammlsg.: 0.5mg/ml

2.2.23 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

2.2.23.1 Bestimmung nach Bradford

Bei der Proteinbestimmung wurde der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue-G250
(Roti-Quant, Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe) verwendet. Dieser Farbstoff kommt
in drei Zustanden vor, die jeweils bei unterschiedlichen Wellenlangen absorbieren
(kationisch: 470nm [rot]; neutral: 650nm [griin] und anionisch: 595nm [blau]). Durch
Bindung an ein Protein wird der Farbstoff vom kationischen in den anionischen
Zustand Uberfihrt und kann bei einer Wellenlange von 595 nm detektiert werden.
Diese Absorptionsanderung ist nahezu proportional zur Proteinkonzentration.
Verglichen wird die Absorption der Probe mit einer BSA-Eichgerade.

Zur Messung einer Proteinkonzentration wird 1ul der Probe in 799ul dH,0 verdinnt.
Der Verdunnung werden 200ul 5x Farbelésung zugesetzt, mehrfach invertiert und die
Absorption nach 5min gegen einen Nullwert (800ul dH20 und 200ul 5x Farbeldsung)
gemessen. VVon dem erhaltenen Wert kann anhand einer BSA-Eichgerade (2, 5, 10, 15
und 20ug BSA) die Konzentration ablesen werden.

2.2.23.2 Bestimmung durch Gelelektrophorese

Diese Methode erlaubt die Konzentrationsabschéatzung einer einzelnen Proteinbande
in einem Proteingel (s. 2.2.24). Zu diesem Zweck wird ebenfalls eine BSA-Reihe mit
definierten Konzentrationen aufgetragen. Das Gel wird anschlieRend geféarbt (s.
2.2.25) und die Farbeintensitat der Proteinbande mit den unterschiedlichen BSA-
Konzentrationen verglichen.

2.2.24 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient dazu, die Proteine aus dem Gemisch nach ihrem
Molekulargewicht  aufzutrennen. Die  Elektrophorese  beruht auf einer
elektrokinetischen Erscheinung, nédmlich der Wanderung gel6ster und geladener
Teilchen im elektrischen Feld. Aufgrund dieses Effektes wird die Elektophorese als
analytisches Trennverfahren angewendet. Es wird zwischen dem grof3porigen
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Sammelgel (5% PAA) und dem engporigen Trenngel (8-18% PAA) unterschieden,
wobei der pH-Wert im Sammelgel bei 6.8 und im Trenngel bei 8.8 liegt.

Das Proteinhomogenisat wird mit dem anionischen Detergens SDS behandelt,
welches (ber hydrophobe Wechselwirkungen einen Bindungscharakter zu den
Proteinen Dbesitzt. Dadurch erhélt der Protein-SDS-Komplex einen anionischen
Charakter. Wird Spannung an das Gel gelegt, so kommt es zu einer Wanderung der
Proteine in Proportionalitat zu ihrer Masse zur Anode. Dabei sollten sich gleichgroRe
Proteine identisch verhalten, da sie entfaltet vorliegen und dieselbe Menge an SDS
gebunden haben. Grol3ere Proteine besitzen aufgrund ihrer Fahigkeit mehr SDS zu
binden eine hohere Ladung und sollten sich im elektrischen Feld schneller bewegen
als kleinere Proteine. Allerdings sinkt die Mobilitdt mit zunehmender MolekulgroRe,
da die immer kleiner werdende PorengroRe den grofieren Molekdilen einen steigenden
Widerstand entgegenbringt, so dal im Endeffekt die Proteine nach ihrer Masse
getrennt im Gel vorliegen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Trenngelen gearbeitet, die einen Anteil von 10
bzw. 12.5% Polyacrylamid/Bisacrylamid (30%; 29:1, BioRad) besalRen.

Folgende Tabelle zeigt die Komponenten von Trenn- und Sammelgel:

Komponenten Trenngele Sammelgel
10% 12.5% 5%
Acrylamid/Bis- 2.5ml 3.1ml 310ul
1M Tris/Cl pH* 2.8ml 2.8ml 235ul
10% SDS 76ul 76ul 20ul
dH,O 2.1ml 1.5ml 1.3ml
10% APS 30ul 30 ul 10ul
TEMED 8ul 8ul Sul
Tab. V: Gezeigt ist die Zusammensetzung der Komponenten in Trenn- und
Sammelgel.

pH*: Trenngele: pH8.8; Sammelgel: pH6.8).

Zur Durchfiihrung der SDS-PAGE wurde die Apparatur Mini Protean Il oder 11l
(BioRad, Minchen) verwendet. Die Glasplatten, Abstandhalter und der Kamm
werden mit Ethanol gereinigt und zusammengebaut. Das gew(inschte Trenngel wird
zwischen die Glasplatten bis ca. 1.5cm unterhalb der unteren Randes des Kamms
gegossen. Die Losung wird, um ein Austrocknen zu verhindern, mit ca. 0.5ml
Isopropanol Uberschichtet. Vor Zugabe des Sammelgels wird das Isopropanol
entfernt. AnschlieBend wird der Kamm luftblasenfrei in das Sammelgel eingehéngt.
Die Polymerisation des Sammelgels dauert ca. 30-45 min. Anschliellend wird das
polymerisierte Gel in die Laufkammer geh&ngt, mit 1x SDS-Elektrophoresepuffer
uberschichtet und der Kamm entfernt.

Die Proteinproben, falls erforderlich, auf Eis auftauen lassen, mit dem gleichen
Volumen 2x SDS-Probenpuffer mischen und fiir 5min bei 100°C im Wasserbad
erhitzen. Anschlielend direkt auf Eis abkihlen lassen. Das Proteingemisch wird in die
Probentaschen gefullt (Konz.: ~ 40ug Proteingemisch/Probentasche). Ebenfalls
aufgetragen wird ein Protein-GrofRenstandard (Benchmark Prestained, Gibco;
Standard Protein ladder, BioRad). Der Gellauf erfolgt fir ca. 45min bei 200V.

LGsungen:
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10x SDS-Elektrophoresepuffer: 1.92M Glycin; 0.25M Tris und 1% (w/v) SDS

2x SDS-Probenpuffer: 100mM Tris/Cl pH6.8; 200mM Dithiothreitol;
4% (w/v) SDS; 0.2% Bromphenolblau und 20%
Glycerin

2.2.25 Coomassie-Farbung von Proteingelen

Um Proteinbanden in einem SDS-Gel deutlich sichtbar zu machen, wird dieses mit
Coomassie-Farbstoff (Roti-Blue; Carl Roth GmbH & Co; Karlsruhe) gefarbt.

Zu 60ml Wasser werden 20ml Methanol und 20ml Coomassie unter Ruhren
hinzugegeben. Das Gel wird anschlieBend fur ca. 1Stunde in der Farbeldsung (ca.
40ml) inkubiert. Um die geféarbten Proteinbanden gegen den, ebenfalls geférbten
Hintergrund hervorzuheben, wird das Gel anschliefend fir ca. 2 Stunden in 20%
Methanol (ca. 40ml) bei RT entfarbt. Anschlielend wird das Gel in Haushaltsfolie mit
etwas Wasser eingeschweif3t. Die GroRen der Proteinbanden lassen sich anhand des
mitgelaufenen Standards abmessen.

2.2.26 Immuno-Blotting (Western-Blotting)

Der Western Blot dient zur Transferierung von Proteinen aus einem Gel auf eine
Nitrocellulose-Membran. Die auf die Membran Ubertragenen Proteine besitzen die
gleiche Anordnung wie auf dem Gel. Durch die Ubertragung sind die Proteine fiir die
anschlieende Immunofarbung durch spezifische Antikorper leichter zugénglich. Die
Ubertragung verlauft nach elektrophoretischem Muster, d. h. es wird eine
Transferierung Uber das Anlegen von Strom bewirkt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden samtliche Western Blots mit der Mini Protean 11/111-
Apparatur (BioRad; Minchen) durchgefuhrt. Eine Lage Nitrozellulosemembran und 4
Lagen Filterpapier werden auf die GroRe des Trenngels zurechtgeschnitten. Die
Nitrozellulosemebran wird erst in dH,O und anschlieRend in 1x Western-
Transferpuffer fur je 2min &quilibriert. Nach Beendigung des Gellaufs wird das
Sammelgel entfernt und das Trenngel nach folgendem Schema in die Blotting-
Apparatur eingelegt:

Gel |

NC-Membran
Blot-Halter

\
|
Schaumstoff [IITITTITITITIT1
\
-+

Blot-Halter
Schaumstoff

2 Lagen Filterpapier
2 Lagen Filterpapier

Abb I: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Western Blots.
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Die gesamte Apparatur ist mit 1x Western-Transferpuffer tiberschichtet. Die Polaritat
der Elektroden ist seitlich mit (+) angegeben. Bei StromfluR werden die im Gel
aufgetrennten Proteine auf die Nitrocellulosemembran (NC-Membran) (bertragen.
Beide Blot-Halter bilden zusammen eine Klammer, in die die Ubrigen Komponenten
eingespannt sind. Wichtig ist, dal sich keine Luftblasen zwischen Filter, Gel und
Membran befinden.

Die Blotting-Apparatur wird in die Transferkammer gehdngt und mit 1x Western-
Transferpuffer tberschichtet. Der Immunoblot wird fiir eine Stunde mit 100V bei 4°C
durchgefihrt. Nach Beendigung des Blottings wird die Apparatur abgebaut und wie
folgt vorgegangen:

- NC-Membran mit Wasser waschen, um vorhandene Polyacrylamid-Partikel zu
entfernen

- Blocken der Membran in 50ml Blockierlésung 1h bei RT, um unspezifische
Bindestellen fir den Antikorper abzuséattigen

- Mischen des gewtiinschten Antikorpers in der entsprechenden Verdinnung mit
3ml Blockierlosung 1

- Entfernen der 50ml Blockierlésung 1 und Einschweillen von Membran und
Antikdrperlosung in Haushaltsfolie

- Inkubation des ersten Antikorpers fiir 2 bis 3h bei RT oder tber Nacht bei 4°C

- 3x5min in TBST bei RT waschen

- Zweit-Antikorper (HRP-gekoppelt) 1:10000 in 50ml Blockierlgsung 2
verdunnen

- Membran fir eine Stunde bei RT mit Zweit-Antikdrperlésung inkubieren

- 3x5min in TBST bei RT waschen

- Wahrend des ersten Waschgangs Chemilumineszenssubstrate (3ml) mischen
und auf RT erwérmen lassen

- Inkubation der Membran mit dem Chemilumineszenssubstrat (BM Chemi-
lumineszens Blotting Substrate (POD), Boehringer Roche Diagnostics,
Mannheim) fir 1min.

- Membran in Frischhaltefolie verpacken und auf Réntgenfilm exponieren.

LGsungen:

10x Western-Transferpuffer: 1.92M Glycin, 1.5M NaCl; fur 1x Puffer mit 20%-
Methanol verdiinnen

TBST: 20mM Tris/Cl pH8.0
150mM NacCl
0.2% Tween 20
Blockierlosung 1: 3% fettfreies Milchpulver; 1% BSA,
0.02% Natriumazid; gelost in TBST
Blockierlosung 2: siehe Blockierlosung 1; ohne Natriumazid

2.2.27 Gewinnung polyklonaler Antiseren

Um die zelluldre Lokalisation eines Proteins zu bestimmen, werden polyklonale
Antiseren hergestellt, die ein bestimmtes Epitop des entsprechenden Antigens
erkennen. Zur Gewinnung von Antiseren mul} zundchst ein als Antigen verwendbares
Fusionsprotein hergestellt werden, das einen bestimmten Abschnitt des jeweiligen
Proteins beinhaltet (s. Konstrukte, 2.2.5). In dieser Arbeit wurde gegen ERM-1 ein
polyklonaler Antikorper hergestellt.
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2.2.27.1 Induktion in E.coli M15[pREP4]

Zur Gewinnung von His-Fusionsproteinen wird der rekombinante pQE30/32-Vektor

(s. 2.2.16.1) in E.coli-Zellen des Typs M15[pREP4] (siehe 2.2.2) transformiert (s.

2.2.14.1).

- Einzelkolonien beider Ansétze werden in je 10ml LBamp, kan-Medium gegeben
und tber Nacht bei 37 C und 150rpm inkubiert

- Je 8ml der UN-Kultur werden in 400ml frisches, vorgewarmtes LBamp, kan-
Medium Gberfuhrt und bei 37°C und 150rpm inkubiert, bis eine ODgy von 0.6
erreicht ist (ca. 3h)

- Die Induktion erfolgt durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration: 1mM).

- Die Bakteriensuspensionen werden fir weitere 4h bei 37°C und 150rpm
inkubiert

- AnschlieBend werden die Bakterien fiir 20min bei 5000rpm und 4°C pelletiert;
der Uberstand wird verworfen.

Die Pellets werden bei —70°C gelagert. Um die Effizienz der Induktion zu Uberprifen,

werden folgende Proben (je 1ml) im Verlauf der Induktion genommen:

- Probe 0: Entnahme vor IPTG-Zugabe

- Probe 1: Entnahme 4h nach IPTG-Zugabe

Die Bakterien werden fiir 5min bei 5000rpm und 4°C sedimentiert und der Uberstand

verworfen. Die Pellets werden in 200ul 1x SDS-Probenpuffer resuspendiert, flr

10min bei 100°C erhitzt und anschlieRend auf ein 12.5% SDS-Polyacrylamid-Gel

aufgetragen (siehe 2.2.24). Nach Beendigung der Elektrophorese wird das Gel einer

Coomassie-Féarbung unterzogen (siehe 2.2.25).

In diesem Ansatz sollte eine induzierte Proteinbande (Proben 1) zu erkennen sein, die

in der Probe 0 nicht vorhanden ist. Die GrolRe der induzierten Bande (His-

Fusionsprotein) soll dem errechneten Wert entsprechen.

2.2.27.2 Bestimmung der Loslichkeit eines Proteins

Hierfur wird das zu testende Fusionsprotein in 50ml LBamp,kan-Medium induziert.
Das gewonnene Bakterienpellet wird in 4ml eiskaltem 1x PBS (+Protease-Inhibitoren:
Pepstatin, Pefabloc, Aprotinin und Leupeptin; Verdinnungen der Stamm-Ldsungen:
1:500) auf Eis resuspendiert. Die Bakteriensuspension wird fiir 3x40sek auf Eis mit
einer Ausgangsleistung von 50Watt sonifiziert. Zwischendurch jeweils 40sek auf Eis
abkihlen lassen. Dann wird die Suspension einer Tritonextraktion (Triton-X-100)
unterzogen (d. h. auf 10 % Triton einstellen) und 30min bei RT geschttelt.
SchlieBlich wird sie 15min bei 8000rpm zentrifugiert, wobei auf einem SDS-Gel
(2.2.24 und 2.2.25) getestet wird, ob sich das Protein im Pellet oder im Uberstand
befindet. Das ERM-1-Fusionsprotein erwies sich als unl6slich, so dall es unter
denaturierenden Bedingungen isoliert werden musste (s. Abschnitt 2.2.27.3).

2.2.27.3 Isolierung von unléslichen His-Fusionsproteinen

Das in Abschnitt 2.2.27.1 gewonnene Bakterienpellet mit induziertem His-
Fusionsprotein wird in 5ml Puffer A resuspendiert. Die Bakteriensuspension wird flr
3x40sek auf Eis mit einer Ausgangsleistung von 50Watt sonifiziert. Zwischendurch
jeweils 40sek auf Eis abkiihlen lassen. Dann fiir 20min bei 12K zentrifugieren. Das
His-Fusionsprotein sollte sich nun im Uberstand befinden. Zum Uberstand werden
2ml einer Ni-NTA-Matrix (Quiagen) hinzugefigt und das ganze 1-4h bei RT
geschttelt. Die Suspension wird schliel3lich Uber eine Leersdule (vorher mit Puffer A
aquilibrieren) gegeben, 2x mit je 4 ml Puffer B gewaschen und mit 4ml Puffer C
eluiert. Nun kann die Konzentration via Bradford-Reaktion bestimmt werden. 2mg
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des Eluats werden langsam in 20ml Refolding Puffer getropft und 1h bei 4°C auf
einem Magnetriihrer gemischt. Es folgt die Dialyse gegen Enhanced Coupling Buffer
(ECB) und die Aufkonzentrierung Gber YM-100 Rohrchen (Millipore).

Die erfolgreiche Aufreinigung des His-Fusionsproteins wird durch Western-Blotting
mit einem Anti-Penta-His Antikdrper (Qiagen) tberprift.

Ldsungen:
Resuspensionspuffer A: 100mM NaH2PO4; 10mM Tris-Cl; 6M GuHCI, pH8
Waschpuffer B: 100mM NaH2PO4; 10mM Tris-Cl; 6M GuHCI, pH6.3
Elutionspuffer C: 100mM NaH2PO4; 10mM Tris-Cl; 6M GuHCI, pH4.5
Refolding Puffer: 50mM Hepes, pH7.5; 200mM NaCl, mMDTT,

1M NDSB201
ECB: 0,01M Natriumcitrat, 0,05M Natriumcarbonat; pH10

2.2.27.4 Immunisierung

Fir die Immunisierung einer Ratte und eines Kaninchens wurde die Firma
EUROGENTEC Bel S.A. (Herstal, Belgien) beauftragt.

Laut EUROGENTEC wurde im Falle von ERM-1 nach folgendem Zeitplan
immunisiert:

Injektion des Antigens Blutentnahme

1. Immunisierung 05.11.01 Praimmunserum 05.11.01
1. Boost 19.11.01 1. Blutentnahme 13.12.01
2. Boost 03.12.01 2. Blutentnahme 13.12.01
3. Boost 31.12.01 Entblutung 10.01.02

Tab. VI: Zeitplan der Immunisierung einer Ratte und eines Kaninchens mit dem
hergestellten His-Fusionsprotein von ERM-1 (Angaben laut EUROGENTEC).

Die erhaltenen Antiseren wurden sowohl durch Western-Blotting, als auch uber
Antikdrperfarbungen im Vergleich mit den Prdimmunseren getestet und verglichen (s.
3.1.2).

2.2.28 Affinitatsreinigung eines Antikorpers

Die Aufreinigung des ERM-1 Antikérpers erfolgte tber das AminoLink® Plus
Immobilization Kit (Pierce, Rockford, Illinois, USA) gemé&l Protokoll. Hierbei wird
das entsprechende Antigen kovalent an eine Matrix gebunden (erfolgt tber eine
Séule) und mit dem aufzureinigenden Antiserum inkubiert. Die spezifischen
Antikorper binden an das Antigen, unspezifische werden herausgewaschen. Die
Elution des Antikorpers von der Matrix erfolgt schlie3lich Uber einen Hochsalzpuffer
(Puffer C) und einen Niedersalzpuffer (100mM Glycin, pH2.5). Durch Western Blot
Analyse wird die Fraktion identifiziert, in der sich der Antikoper befindet. Diese wird
gegen PBS dialysiert und mit Centricon-Réhrchen (YM-100, Millipore)
aufkonzentriert. Im Falle von ERM-1 befand sich der AntikOrper in der
Hochsalzfraktion.

Losungen (laut Herstellerangaben):
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Puffer A: 50 mM Na-Hepes, pH 7.5; 150 mM NaCl; 1ImM EDTA
Puffer B: Puffer A; 1 M GuHCI
Puffer C: 50 mM Na-Hepes, pH 7.5; 4.5 M MgCl,

2.2.29 In vitro-Translation

Die fir in vitro Interaktionstests wie den Pulldown (s. 2.2.32) bendtigten Peptide
kdnnen Gber eine in vitro Transkription/Translation gebildet werden. Der Vektor mit
dem zu translatierenden Fremdanteil bendtigt bei diesem Ansatz einen T7-Promotor.
Ansatz:

- 25ul Retikulozyten Lysat (= 1 Aliquot)

- 2ul TNT-Puffer

- Xul Vektor (1ng)

- 1ul Aminoséuren-Mix

- 1l transcend tRNA (baut markiertes K ein)

- 1ul RNase Inhibitor

- 1pl T7-Polymerase

Den Ansatz auf 50ul mit DEPC-H,0O auffillen und fur 2h bei 30°C inkubieren. Ein
4ul Aliquot wird fur die Reaktionskontrolle abgenommen, das restliche Volumen
wird bis zur Weiterverwendung bei —=70°C gehalten.

2.2.30 Phagenaufarbeitung

Einige im Rahmen dieser Arbeit bei Y. Kohara bestellten cDNAs lagen integriert in
dem Vektor pBluescript verpackt in  -ZAP®I1-Phagen vor. Um einen Vektor aus
Phagen auszuschneiden wird wie folgt vorgegangen:

2.2.30.1 Titerbestimmung

Zundchst wird der Titer der Phagen bestimmt. Hierzu wird die
Ausgangskonzentration der Phagen 1:100, 1:1000 und 1:10000 in SM-Puffer verdinnt
und jeweils 10ul in 500ul frischen XL1-Blue-Zellen (ODgy = 1 in 10mM MgSO,)
pipettiert. Es folgt 20min Inkubation bei 37°C. Die 510ul werden anschliefend zu
3ml Topagar (45°C) gegeben und auf eine vorgewdrmte NZY-Platte gegossen. Es
folgt eine Inkubation bei 37°C 0. N. Aus den entstandenen Phagenplaques wird pro
Platte mit einer sterilen Glaspipette ein Plague ausgestochen und in ein Eppendorf-
Gefal gegeben. Es folgt eine Zugabe von 500ul SM-Puffer und 25ul Chloroform. Gut
vortexen und bei 4°C lagern oder bei RT 2h taumeln lassen. Anschlie3end wird das
Eppendorf-GefaR bei 13000rpm 5min zentrifugiert und der Uberstand (=
Phagenstock) in ein frisches Gefal3 Uberfihrt.

Der Phagenuberstand wird 1:100 und 1:1000 verdinnt und wie oben aufgefiihrt
weiterbehandelt. Die erhaltenen Plaques werden ausgezahlt, so lai3t sich schlief3lich
die Anzahl der Phagen in dem Phagenstock berechnen. Der Titer lag bei
durchschnittlich 500 Phagen pro pl.

2.2.30.2 in vivo-Excision

Es werden 250ul Phagenstock mit einer Konzentration von 1x10° Phagen (bei Bedarf
Phagenstock mit SM-Puffer verdiunnen) zu 200ul XL1Blue-Zellen und 1pl
ExAssist™ Helferphage (Konz.>10x10°, Stratagene) gegeben und 15min bei 37°C
inkubiert. Es erfolgt eine Zugabe von 3ml LB-Medium und eine Inkubation fir 2.5-3h
bei 37°C im Schiittler. AnschlieBend folgt eine Inkubation fur 20 min bei 65-70 °C
und eine Zentrifugation fiir 15min bei 4000rpm, der Uberstand (infektioser
Uberstand) wird in ein sauberes GefaR (iberfiinrt. Wahrend diesen Schritten erfolgt
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durch den Helferphagen eine Excision des Bluescript aus dem Phagengenom und
dessen Zirkularisierung. Er wird wieder in Phagen gepackt, die letztendlich in dem
infektiosen Uberstand enthalten sind. Der Uberstand kann bei 4°C 1-2 Monate
gelagert werden.

2.2.30.3 Infektion

Jeweils 10pl und 100ul infektioser Uberstand werden mit 200ul SOLR-Zellen (ODgoo
=1, in 10mM MgSO,) gemischt und 15min bei 37°C inkubiert, schlie3lich werden sie
auf LB-amp Platten ausplattiert und G. N. bei 37°C inkubiert. Mit den erhaltenen
Kolonien wird eine Midi-Préparation (siehe 2.2.15) durchgefihrt.

2.2.30.4 Vorbereitung der Bakterienzellen fiir die Phagenaufarbeitung

- Je eine Kolonie XL1Blue- oder SOLR-Zellen in LB-Medium {. N. hochwachsen
lassen

- 10min bei 4000rpm zentrifugieren

- Pellet in 10mM MgSO, resuspendieren, so dall ODggo =1 ist

Ldsungen:

NZY-Medium: 5g NaCl, 2g MgSO04 x 7 H20, 5g Bacto Yeast Extract,
(pro Liter) 10g NZ Amine (casein hydrolysate), 1.2% Agar
Topagar: NZY-Medium + 0.7% Agarose

SM-Puffer: 100mM NacCl, 8mM MgS04, 50mM Tris, pH7.5,

0.01% Gelatine

2.2.31 Hefe-Zwei-Hybrid

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Hefe-Zwei-Hybrid-Screen mit verschiedenen
Konstrukten von ERM-1 im pGBKT7 (s. Konstrukte 2.2.5) als Kéder durchgefiihrt.
Als Beute diente eine Phagenbank (Zheng Zhou, Barstead), welche in dem Phagen
lambda ACT2 vorlag. Um mit der Phagenbank-DNA zu arbeiten, mul} diese zunéchst
prapariert werden.

2.2.31.1 Préparation der Zwei-Hybrid-Phagenbank

Titerbestimmung
a) Phagen

- Einzelkolonie RB3E (kanR) in 50ml LBkan-Medium UN 37°C inkubieren

- Phagenbank: Verdinnungsreihe aufstellen (1:1000 — 1:10 Mio.) in SM-Puffer

- Bakterien 10min. bei 4000rpm pelletieren; Pellet in 10mM MgSO4 auf OD600=1

- Phagenverdinnung mit 500ul RB3E mischen; 30min. bei 37°C inkubieren

- Topagar (je 3 ml/Rohrchen) auf 45 °C erwdrmen, Bakterien-Phagen Gemisch
hinzufiigen, mischen und auf NZY-Platte ausschwenken; Inkubation UN 37°C

—> Titer auszéhlen

b) Bakterien RB4E

- RBA4E Kultur bis OD600=1 wachsen lassen
- Verdlnnungsreihe erstellen: Beginn 1ul bis 0.0001ul
- Einzelne Verdinnung auf LB-Platte ausplattieren
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- UN bei 37°C inkubieren
- Titer auszéhlen

Praparation der cDNA Bank

- 10° Phagen mit 3x10® RB4E (OD600 = 1; in MgSO4) mischen und fiir 30 min bei
30°C inkubieren

- 5ml LB-Medium hinzuftigen und bei 37°C fir 1h schitteln

- Transfektionstiter bestimmen: Verdinnungsreihe des Ansatzes aufstellen und auf
LBamp-Platten ausplattieren (Beginn: 1:100 bis 1:100.000). UN bei 37°C
inkubieren

—> Titer auszéhlen

- 10° infizierte Zellen pro groRer LBamp-Platte ausplattieren; UN bei 37°C
inkubieren

- (Konfluente) Platten mit je 5ml LB amp abspulen., Ansdtze im Erlenmeyer-
Kolben vereinigen und mit LB amp auf 100ml aufftllen.

- 3-4h bei 37°C inkubieren

- Maxipréparation (s. 2.2.15.3)

2.2.31.2 Proteinextraktion aus Hefezellen fiir Western-Blot Analyse

Die Expression der Fusionsproteine der ERM-1pGBKT7-Konstrukte in der Hefe

wurde mittels eines Western Blots Uberprift. Hierzu wurde zunédchst eine

Proteinextraktion nach folgendem Protokoll durchgefiihrt.

- Einzelkolonie des gewiinschten Hefeklons in 10ml Medium (Selektivmedium) auf
eine ODggo von 1 hochwachsen lassen

- 5min bei 5000rpm zentrifugieren und Pellet in 500ul 1x PBS (+Protease-
Inhibitoren) resuspendieren. EISKALT halten!

- 200ul Glas Beads hinzufiigen und fur 10min im Wasserbad kochen. Auf Eis
abschrecken

- 8 x 30s vortexen (dazwischen mindestens 30s auf Eis halten)

- Hefeextrakt (\VVol. 500ul) mit einer diinnen Kanile (Durchmesser 0.4mm) von den
Beads entfernen und in ein neues Eppi tberfihren

- Hefeextrakt fir 10 min im Wasserbad kochen und auf Eis abschrecken

- 20ul mit der gleichen Menge an 2x SDS-Loading buffer versetzen und 30ul auf
Proteingel auftragen

2.2.31.3 Praadsorbtion der Antikdrper a-GAL4 BD und a-c-Myc

Die pGBKT7-Fusionsproteine konnen mit Antikorpern gegen die GAL4-

Bindedomédne und gegen den Myc-Tag auf einem Western Blot nachgewiesen

werden. Um die Spezifitat zu erhdhen, werden beide Antikorper vorher praadsorbiert:

- 100ul Hefeextrakt (nur AH109) mit 100ul Blocking-Reagenz (3% Milchpulver
und 1%BSA gelost in TBST) versetzen

- Gewiinschte Menge des Antikorpers (bezogen auf die Gesamtmenge des AK's bei
dem Western Blot) zu den 200ul hinzugeben und UN bei 4°C inkubieren

- 3min bei 13000rpm zentrifugieren und Uberstand zur 1.AK-Losung des Western
Blots hinzufligen

- Weiterbehandlung gemé&lR dem konventionellen Western-Blot (s. 2.2.26 )
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2.2.31.4 Transformation von DNA in Saccharomyces cerevisiae fir einen Hefe-Zwei-
Hybrid-Screen

- Zundchst erfolgt eine Transformation des Koderkonstrukts (ERM-1pGBKT7) in
die AH109 Zellen (auf SD™Platten, s.2.2.31.6)

- Inkubation von 4 Ubernachtkulturen je einer Kolonie von AH109 mit
Koderkonstrukt in 25 ml SD™"-Medium bei 30°C auf dem Schiittler
(OD600=0.6-0.9).

- 5 min bei RT und 5000rpm zentrifugieren

- Uberstand verwerfen und Pellet in 10 ml dH,O resuspendieren

- 5 min bei RT und 5000rpm zentrifugieren

- Uberstand verwerfen und in insgesamt 10ml 1x LiAc resuspendieren

- 5 min bei RT und 5000rpm zentrifugieren

- Uberstand verwerfen und Pellets in ingesamt 1.5ml 1x LiAc resuspendieren

- Zellen fur 15min bei 30°C resuspendieren

- Vorbereiten von PEG/LiAc Losung

- 10 ReaktionsgefaBe mit je 3ug der cDNA-Bibliothek und 6ul denaturierter
Heringssperma-DNA beladen

- je 150ul Hefezellen hinzufugen und gut mischen

- je900ul PEG/LiAc-L6sung hinzufugen und vortexen

- fur 30min bei 30°C im Schuttler inkubieren

- fur 20min bei 42°C hitzeschocken

- Quickspin bis 7000rpm

- Uberstand verwerfen und Pellet in 1.2ml YPDA resuspendieren

- 1h bei 30°C inkubieren

- Quickspin bis 7000rpm

- um die Transformationseffizienz festzustellen, werden auf einer SD™™" " “**"_Platte
Hefezellen 1:100 verdunnt, ausplattiert

- je 400ul werden auf einer groRen Petrischale (SD™™"
ausplattiert

- Inkubation der Platten bei 30°C fir 5-7 Tage

- Die erhaltenen Hefekolonien werden auf kleine Petrischalen (SD™"", “EY") gepickt
und einem X-Gal-Test unterzogen. VVon den positiven Klonen wird anschlie3end
die DNA isoliert (s. 2.2.31.7).

LEU-, HIS-, ADE-, +3AT)

2.2.31.5 Transformation von DNA in Saccharomyces cerevisiae fir direkte
Interaktionen oder Rescreens

Die aus dem Screen isolierten Klone (die Beutekonstrukte) werden in einem Test mit
dem Kdderkonstrukt nochmals auf ihre Fahigkeit zur Interaktion gepriift (Rescreen).
Dafur werden die Beutekonstrukte zusammen mit dem Kdder in die Hefe
transformiert und schlielich erneut einem X-Gal-Test unterzogen. Das nachfolgende
Protokoll kann aber auch dafiir benutzt werden, um verschiedene Konstrukte, z. B. fir
einen direkten Interaktionstest, in die Hefe zu transformieren.

- U.N.-Kultur eines beliebigen Hefestammes auf ODggo 0.2 verdiinnen und dann
bis zur exponentiellen Phase wachsen lassen (ODggo zischen 0.6-0.8)

- 50ml dieser Kultur fiir 5min bei 5000rpm zentrifugieren

- Pellet mit 20ml H,O waschen und erneut bei 5000rpm fir 5min zentrifugieren

- Pellet mit 20ml 0.1M LiAc waschen und zentrifugieren

- Pellet in 0.1M LiAc bis zu einem Endvolumen von 300ul resuspendieren

- 15min bei 30°C inkubieren
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- In der Zwischenzeit DNA vorbereiten: 2ul Heringssperm DNA, 1ug zu
transformierende Plasmid DNA und 300ul PEG/LiIAc/TE Ldsung mischen

- 50ul der Hefelosung mit der DNA Losung mischen und 30min bei 30°C
inkubieren

- Mischen und dann bei 42°C 20min hitzeschocken

- 30s bei 7000rpm zentrifugieren

- Pellet in Iml YPDA resuspendieren und 1Std. bei 30°C inkubieren

- 30sec bei 7000rpm zentrifugieren und Pellet in 50ul H,O resuspendieren

- Auf selektiver SD-Agarplatte ausplattieren und 2-5 Tage wachsen lassen

Ldsungen:

Heringssperma-DNA-Stammldsung: 10mg/ml in dH,O

PEG/LiAc-Losung: 8ml PEG 4000, 1ml 10x LiAc, 1ml
dH,0

2.2.31.6 X-Gal-Interaktionstest

Findet in der Hefe zwischen zwei Fusionsproteinen der GAL4-AD und GAL4-BD
eine Interaktion statt, so kommen die AD und BD des GAL4 Transkriptionsfaktor in
raumliche Nahe und gelangen so in den Zellkern. Hier aktivieren sie die Transkription
der p-Galaktosidase, wodurch das p-Galaktosedervitat X-Gal umgesetzt wird und ein
blauer Niederschlag entsteht. Ein X-Gal-Test wird folgendermalien durchgefiihrt:

2ml Z-Puffer + 5,4ul B-Mercaptoethanol + 33,4ul X-Gal mischen und in eine leere
Petrischale geben. Anschlielend ein zurechtgeschnittenes Stick Whatmanpapier in
die Schale legen. NC-Filter auf eine Platte mit gut gewachsenen Hefekolonien legen,
ansaugen lassen, dann mit Pipette abziehen und fur 10s in flissigen N, legen. Den
Filter bei RT auftauen lassen, dann mit Kolonieseite nach oben auf das
Whatmanpapier legen und bei 30°C halten. Eine Farbung sollte sich nach 30 in-30h
einstellen.

Ldsungen

X-Gal Stocklosung:  20mg/ml X-Gal in DMF

Z-Puffer: 60mM Na,HPOy; 40 M NaH,PO,4; 10 M Kcl; 1 M MgSOQOy; pH
Z

2.2.31.7 Isolation von Plasmid-DNA aus Hefe-Zellen

Um die DNA aus die im Hefe-Zwei-Hybrid-Screen (s. 2.2.31.4) isolierten Zellklonen

zu gewinnen wird folgendermalien vorgegangen:

- Einzelkolonie tiber Nacht in 3ml SD"*"-Medium (~16h bei 30°C) wachsen lassen
(Probe mul saturierend sein)

- 1.5ml der Kultur ftr 5min bei 130000rpm zentrifugieren

- Uberstand verwerfen

- Pellet in einem kleinen VVolumen Restlberstand resuspendieren (vortexen)

- 200ul Hefe-Lysis-Losung hinzugeben

- 200ul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol  (Verhdltnis 25:24:1) und 300mg
Glassbeads hinzuftigen

- 2min vortexen

- 5min bei 13000 rpm zentrifugieren

- Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfithren
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- DNA féllen (s. 2.2.11.3)
- in 30 pl dH20 resuspendieren

Die isolierte Hefe-DNA wird 1:10 in dH,O verdiinnt, in Bakterienzellen transformiert,
prapariert (2.2.14.3 und 2.2.15.3) und retransformiert (2.2.31.5). Nach einem
positiven Rescreen wird die DNA zum Sequenzieren (MWG-BIOTECH AG,
Ebersberg) geschickt.

LGsungen:

Hefe-Lysis-LOsung: 2% Triton X-100; 1% SDS; 100mM NaCl; 10mM Tris, pHS;
1mM EDTA

2.2.32 Pulldown-Assay

Ein weiterer Nachweis einer Protein-Protein Interaktion in vitro ist die sogenannte

Pulldown-Methode, mit der ein His-Tag Protein an eine Ni-NTA Matrix gekoppelt

wird. Ein Myc-Tag- Protein wird alternativ tber eine in vitro Translation (s. 2.2.29)

synthetisiert und ebenfalls Uber die S&ule gegeben. Bei einer Interaktion kdnnen beide

Proteine zusammen von der Sdule eluiert werden und tber Antikorper gegen den His-

Tag bzw. Myc-Tag nachgewiesen werden. In dieser Arbeit wurde eine mogliche

Interaktion von LAD-1 und DLG-1, bzw. LAD-1 und ERM-1 (ber einen Pulldown

verifiziert.

Ein Pullldown-Ansatz sieht wie folgt aus:

- 5ug His-Tag Protein mit 20ul Ni-NTA Matrix , 0.25ul Proteaseinhibitoren und
80ul Puffer mischen

- 2h bei RT auf dem Schiittler inkubieren

- 4x mit je 500 pl Puffer waschen (d.h. gut schiitteln und bei 1000 rpm ca. 1 min
zentrifugieren)

- Zugabe von 20 pl in vitro translatiertes Protein, 0.25ul Proteaseinhibitoren und
1mg/ml BSA, auffullen auf 100ul mit Puffer

- 4h bei 4°C inkubieren, ab und zu schnippen

- Schliellich 4x mit Puffer waschen, in SDS aufkochen und 5min auf Eis geben

- AnschlieBend kann der Pulldown mittels Western-Blot Analyse ausgewertet
werden

LGsungen:

Pulldown-Puffer: 20mM Tris-Hcl (pH7.5), 100mM NaCl, 1ImM EDTA, 0.5%
Nonidet® P-40, ImM DTT

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Verwendete C.elegans-Stamme und Haltung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Stamm N2 (Varietat Bristol) als Wildtypstamm
verwendet. Er wird unter Standardbedingungen (Brenner, 1974) im Labor auf
Agarplatten entweder bei 15°C, 18°C oder zur Beschleunigung des Wachstums bei
RT gehalten. Als Nahrungsquelle dient der Uracil bedrftige E.coli-Stamm OP50.

kleine Agarplatten
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pro Liter: 20g Agar, 3g NaCl, 2.5g Pepton 140. Nach dem Autoklavieren werden
noch hinzugegeben: 1ml Lésung A, 0.5ml Losung B, 1ml Ldsung C, 25 ml Losung D

angereicherte Agarplatten
pro Liter: wie kleine Agarplatten, jedoch zusétzlich 5g Bacto-Hefeextrakt

Ldsungen (per Liter):

Losung A: 5g Cholesterin in EtOH
Ldsung B: 110.8g CaCl;

Losung C: 246.5g MgSO4 x 1H,0
Losung D: 108.3g KH,PO,; 36g K:HPO,

2.3.2 Herstellung Agarose-beschichteter  Objekttrager und
Deckglaser

2.3.2.1 FEdir in vivo-Beobachtung

Um Embryonen in vivo beobachten zu kénnen (siehe Abschnitt 2.3.5) werden sie auf
Agarose-beschichtete  Objekttrdger transferiert.  Hierfir wird eine 2-3%
Agaroselésung in dH20 in der Mikrowelle aufgekocht und ein Tropfen dieser Losung
auf einen Objekttrdger gegeben. Durch Auflegen eines zweiten Objekttragers wird die
Agarose gespreizt. Nach dem Erhérten der Agarose wird der zweite Objekttréager
durch vorsichtiges Hin- und Herschieben entfernt.

2.3.2.2 FEur Mikroinjektion

Fur die Mikroinjektion (siehe Abschnitt 2.3.11) werden Agarose-beschichtete
Deckglaser benétigt. Hierflr wird ebenfalls eine 2-3% Agaroseloésung in dH;O
aufgekocht. Diese wird auf einem Deckglas gespreizt und 2-3 Stunden bei 70°C bis
zur Austrocknung der Agarose inkubiert.

2.3.3 Herstellung Polylysin-beschichteter Objekttrager

Fur Antikorperfarbungen an Embryonen (siehe Abschnitt 2.3.6) werden diese auf
Polylysin-beschichtete Objekttrager transferiert. Durch die positiv geladene
Polylysinschicht bleiben die Embryonen aufgrund der Wechselwirkung mit negativ
geladenen Komponenten der Eihtille des Embryos am Objekttrager kleben.

Die Objekttrager werden folgendermafen angefertigt:

- 200ml dH0 auf 60 °C erwarmen

- 400mg Gelatine darin l6sen und auf 40°C abkdihlen lassen

- 40mg CrK(SO), x 12H,0 hinzuftigen und gut vermischen

- Jeweils 1ml dieser Losung mit 1mg Polylysin mischen

- L6sung fur 12h bei 4°C stehen lassen

Ein Tropfen der gebrauchsfertigen Losung wird auf einem sauberen Objekttrager
gleichmaRig ausgestrichen und luftgetrocknet. Gegen Staub geschiitzt werden die
Objekttrager im Kuhlschrank aufbewahrt und kénnen so mehrere Monate benutzt
werden.

2.3.4 Praparation von Embryonen

Um Embryonen zu préaparieren, werden adulte Hermaphroditen von einer Agarplatte
in einen Tropfen dH,O auf einen Objekttrager transferiert. Mit Hilfe eines Skalpells
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werden die Wirmer zerschnitten, so dal? 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 ein Schlauch
plus Mundstlick gekoppelt ist, aufgesaugt und fur weitergehende Untersuchungen auf
einen Agarose- bzw. Polylysinbeschichteten Objekttrager Gberflhrt.

2.3.5 in vivo-Beobachtung

Fur in vivo-Beobachtungen werden préparierte Embryonen und Larven mit etwas
dH,0 auf einen mit Agarose beschichteten Objekttrager gegeben. Zum Versiegeln des
Praparates wird ein mit Vaseline umrandetes Deckglas aufgelegt. Durch leichten
Druck auf die Rénder des Deckglases werden die Embryonen und Larven etwas
gequetscht, so dal} eine optimale mikroskopische Beobachtung gewéhrleistet ist.

Mit Hilfe der Differential-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie (DIK-Mikroskopie)
werden die Embryonen und Larven beobachtet (siehe Abschnitt 2.3.9).

2.3.6 Antikorperfarbung an Embryonen

Préparierte Embryonen werden mit einem Tropfen dH,O auf Polylysin-beschichtete
Objekttréger transferiert. Nach kurzer Zeit kleben die Embryonen am Polylysin fest,
was durch Anstrudeln der Embryonen zu uberpriifen ist. Anschlielend wird ein
Deckglas aufgelegt. Die Embryonen werden durch Absaugen des Wassers unter dem
Deckglas mit Hilfe eines Zelltuches leicht gequetscht. Dieser Punkt ist besonders
kritisch, da die Embryonen bei zu starkem Quetschen platzen und bei zu schwachem
Quetschen anschlieRend die Eihulle nicht weggesprengt wird und so keine Fixierung
des Embryos ermdglicht wird.

Sofort nach dem Quetschen wird der Objekttrédger fur einige Minuten in flissigen
Stickstoff getaucht und dann das Deckglas mit einem Skalpell weggesprengt, wobei
die Eihdlle und Vitellinmembran entfernt werden. Danach folgt die Fixierung:

- 10min in Methanol bei —20°C

- 20min in Aceton bei —20°C

- 5min in 90% Ethanol bei —20°C

- 5min in 60% Ethanol bei —20°C

- 5min in 30% Ethanol bei RT

- 2x 10min waschen in TBST bei RT

Der primére Antikorper wird in Blockierlosung nach Bedarf verdinnt und in einem
Volumen von 30-40ul auf den Objekttrdger gegeben. Die Inkubation erfolgt in einer
feuchten Kammer (ber Nacht bei 4°C oder fur 2h bei RT. Im Anschluf? wird der
Objekttrager fur 2x5min bei RT in TBST gewaschen. Der Sekund&rantikorper,
gekoppelt mit einem Fluorochrom, wird 1:200 in Blockierlésung verdinnt und auf
den Objekttrager gegeben (ebenfalls 30-40ul). Die Inkubation erfolgt in einer
feuchten Kammer fir 2h bei RT. AnschlieBend wird der Objekttrager wieder fur 2x5
min bei RT in TBST gewaschen. Ist eine DNA-Farbung erwiinscht, wird das Préparat
in 30ul DNA-Férbelosung fir 30-40min inkubiert und erneut 2x5min in TBST
gewaschen. SchlieBlich wird ein Tropfen Mowiol auf den Objekttrager gegeben und
mit einem Deckglas versiegelt. Die Praparate werden bei 4°C gelagert.

Als Sekundarantikdrper werden Cy2 bzw. Cy3 gekoppelte Antikorper aus dem Esel
verwendet.

Die Auswertung der Prdparate erfolgte am konfokalen Lasermikroskop (siehe
Abschnitt 2.3.9).

LGsungen:
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TBST: 20mM Tris/Cl pH8.0, 150mM NacCl, 0.2% Tween 20

Blockierldsung: 1% BSA, 1% fettfreies Milchpulver, 0.02%
Natriumazid; geldst in TBST

DNA-Farbelosung: YOYO-1 (1mM, 1: 40000; Molecular Probes, USA) und RNAse

H (Img/ml, 1:10000) in TBST

Mowiol: 5g Elvanol (Hochst) in 20ml 1xPBS pH7.4 l6sen, 16h rihren, 10mg

Glycerin hinzufiigen, 16h riihren, 15min bei 12000rpm zentrifugieren und Uberstand

abnehmen. Jeweils eine Spatelspitze DABCO (1.4-Diazabicyclo[2,2,2]octan) als

Ausbleichschutz unter je 1ml Mowiol mischen.

Folgende Tabelle zeigt eine Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
Antikorper:

Bezeichnung Ursprung Erkennt Eingesetzt | Referenz

anti-4Al Maus a-Tubulin 1:50 Piperno und
Fuller (1985)

anti-HMP-1 Maus a-Catenin 1:2 Costa et al., 1998

(HMP-1)

MH33 Maus Intermedidrfilam | 1:100 Francis und Wa-

(anti-1FB-2) ent (IFB-2) terston (1985)

anti-DLG-1 Kaninchen DLG-1 1:400 Segbert et al., 04

(“unpurified”)

anti-LAD-1NP | Kaninchen LAD-1 nicht | 1:200 Chen et al., 2001

(1162) phosphoyliert

anti-LAD-1P Kaninchen LAD-1 1:50 Chen et al., 2001

(1163) phosphoryliert

anti-LAD-1 Kaninchen LAD-1 1:200 Chen et al., 2001

(6991) cytosolisch

anti-PY Kaninchen Phosphotyrosin | 1:100 Biotrend, Inc.

anti-NMY-2 Kaninchen NMY-2 1:100 Guo und
Kemphues, 1996

anti-MLC-4 Meerschwein MLC-4 1:100 diese Arbeit

(Nr. 667)

anti-ERM-1 Kaninchen ERM-1 1:100 diese Arbeit

anti-PKC-3 Kaninchen PKC-3 1:100 Signal
Transduction
Laboratories

MH27 Maus AIM-1 1:2000 Francis und Wa-

(anti-AJM-1) terston (1985)

Tab VII: Verwendete primare Antikorper

2.3.7 Aktinfarbung an Embryonen

Préaparierte Embryonen werden in einem Tropfen dH,O auf einen Polylysin-
beschichteten Objekttrager transferiert und fir 2min in einer Fixierlosung mit
4%Paraformaldehyd und 0.1mg/ml Lysolecithin (Sigma) zum Andauen der Eihulle
inkubiert. AnschlieRend erfolgt eine 20minitige Inkubation in der Fixierlosung mit
4% Paraformaldehyd, jedoch ohne Lysolecithin. Danach werden die Embryonen 2x10
min in PBT gewaschen und mindestens 1h in FITC-Phalloidin (Sigma, verdinnt
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1:1000 in PBST) bzw. Alexa Fluor® 488 Phalloidin (Molecular Probes, verdiinnt 1:25
in PBST) inkubiert. Das Phalloidin, ein Toxin aus dem Knollenblatterpilz bindet an
Aktinfilamente und verhindert deren Depolymerisation. AnschlieBend werden die
Embryonen erneut 2x10min in PBST gewaschen und schlieRlich mit 10ul ProLong®
Anitfade Kit (Molecular Probes) eingedeckelt. Die Auswertung erfolgt am konfokalen
Lasermikroskop Leica TCS NT (Leica, Heidelberg).

Losungen:

Fixierlosung: 4% Paraformaldehyd in 60mM Pipes, 25mM Hepes,
10mM EGTA, 2mM MgCl,, pH6.8 , zuséatzlich
0.1mg/ml Lysolecithin (Sigma)

PBS (pro Liter): 8g NaCl, 0.2g KCl, 1.44g Na;HPO,, 0.24g KH2POy,
pH7.4

PBST: PBS plus 0.1% Tween 20

FITC-Phalloidin: 0.1mg/ml in PBS (Sigma Aldrich, Steinheim)

Alexa Fluor® 488 Phallodin: 200U/ml in Methanol (Molecular Probes, Inc., Eugene,
USA)

2.3.8 Doppelfarbung eines Antikorpers mit Phalloidin

- Adulte Wirmer in einem Tropfen dH,O zerschneiden, Embryonen mit einer
ausgezogenen Pasteurpipette aufsaugen und auf einen mit Poly-L-Lysin
beschichteten Objekttréger transferieren

- Embryonen gut quetschen und in fliissigen Stickstoff tauchen

- Deckglas absprengen

- Sofort auf den noch gefrorenen Objekttrager das Fixativ/Phalloidin-Gemisch (ca.
100ul) geben, mit einem Deckglas (13x13) bedecken und 30min bei —20°C
inkubieren

- 2x10min mit PBST waschen

- 1h mit FITC-Phalloidin (1:100 in PBST) bzw. Alexa-Phalloidin (1:25 in PBST)
bei RT nachfarben (ca. 50ul pro Préparat)

- 2x10min mit PBST waschen

- Antikorper entsprechend in PBST verdinnen und ca. 50ul auf den Objekttrager
geben

- Uber Nacht bei 4°C inkubieren

- 2x10min in PBT waschen

- Sekundarantikdrper in BSA/Milchpulver verdiinnen, ca. 50ul auf jedes Préparat
geben und 2h bei RT inkubieren

- 2x10min in PBST waschen

- mit 10ul ProLong® Antifade Kit (Molecular Probes) eindeckeln

Ldsungen

Fixativ: 75% Methanol p.a., 3.7% Paraformaldehyd und 1:100
FITC-Phalloidin bzw 1:25 Alexa-Phalloidin in dH,0O

FITC-Phalloidin: Img/ml in PBS gel6st (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Alexa Fluor® 488 Phallodin: 200 U/ml in Methanol (Molecular Probes, Inc., Eugene,
USA)
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2.3.9 Auswertung von Embryonen

Fur Beobachtungen mit DIC-Mikroskopie wurde ein Zeiss Axiophot 2 (Zeiss,
Oberkochen), gekoppelt mit einer Sony 3 CCD Colour Video-Kamera fir
Videoaufnahmen (Gerat: JVC Timelapse Videorekorder) benutzt. Falls bendtigt,
wurden die Bilder direkt auf Video aufgezeichnet oder einzelne Bilder direkt tber
einen angeschlossenen Macintosh PowerPC in das Bildverarbeitungsprogramm
Photoshop importiert.

Die Auswertung der Antikorperfarbungen erfolgte am konfokalen Lasermikroskop
Leica TCS NT (Leica, Heidelberg). Von den Embryonen wurden Schnittprojektionen
aufgenommen, wobei die Schnitte zwischen 0,5 und 1um grol? waren.

2.3.10 Darmfunktionstest an Larven

Larven werden auf einer E.coli-beschichteten Agarplatte mit einer 0.5%igen Lucifer
Yellow-Losung fur 1-2h inkubiert. Die Larven nehmen mit den Bakterien das Lucifer
Yellow auf. AnschlieBend werden die Larven in einem Tropfen dH,O auf einen mit
Agarose beschichteten Objekttrager gegeben und eingedeckelt und ausgewertet (s.
Abs. 2.3.9).

LGsungen:

Lucifer Yellow (MW 550): 0.5%, in dH,0 gelost (Sigma Aldrich, Steinheim)
2.3.11 Die Technik der ,RNA-mediated interference* (RNAi)

2.3.11.1 Mikroinjektion

Um in C.elegans mit Hilfe der RNAI Technik (s. Einleitung) ein bestimmtes Gen
auszuschalten, wird in die Gonade dsRNA injiziert. Fir die Mikroinjektion diente das
inverse Mikroskop Leica DM IRB, durch welches das Praparat auf dem Objekttisch
frei zugénglich fir die Injektionsnadel ist. Fir die Injektionen werden spezielle
Nadeln bendétigt (GB 120 F-10, Science Products, Hofheim), die in einem
Mikropipettenpuller (Sutter P-97; Science products, Hofheim) fein ausgezogen
werden. Die Nadeln sollten moglichst immer ,,frisch gezogen® werden. Sie werden
mit einer fein ausgezogenen Pasteurpipette von hinten mit der dsRNA gefullt und in
den Halter eingespannt.

L4-Larven oder junge Adulte mit wenig Embryonen im Uterus werden zundchst von
der Agarplatte in einen Tropfen dH20 Uberfiihrt. Hier werden sie von den E.coli
geséubert. Dann wird ein Wurm auf ein mit Agarose beschichtetes Deckglas gegeben,
auf dem sich ein Tropfen Voltalef-Ol (10S) befindet. Mit Hilfe einer an einer Pipette
klebenden Wimper wird der Wurm auf die Agarose gedriickt, dadurch dehydratisiert
und somit immobilisiert. Nun wird das Deckglas auf dem Objekttisch der
Injektionsapparatur fixiert und der Wurm bei zehnfacher VergroBerung in die
Fokusebene des Mikroskops gebracht. Die Injektionsnadel wird so justiert, dal} sie
sich in der N&he der Gonade befindet. Die Injektion erfolgt schliellich bei 40-facher
Vergrolierung. 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, kontinuierlichen Ausstrom der dsRNA
kommen sollte. Nach beendeter Injektion wird der Wurm in einen Tropfen 1 x PBS
gebracht, wo er rehydriert und wieder anféngt sich zu bewegen. Mit Hilfe einer fein
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ausgezogenen  Pasteurpipette wird der Wurm aufgesaugt und auf eine frische
Agarplatte Gberfuhrt.

2.3.11.2 RNA.I Uber Feeding

RNAI kann Uber das Futtern spezieller RNase Ill-defizienter Bakterien (HT115, s.
2.2.2) erfolgen. Diese Bakterien mussen die Zielsequenz der RNAI in einem
bestimmten Vektor (pPD129.36, s. 2.2.4) enthalten. Zur Induktion der dsRNA werden
40ul IPTG (ImM Endkonzentration) auf einer kleinen Agarplatte (Durchmesser
5.3cm; Ampicillin- und Tetracyclin-Selektion) ausgestrichen. AnschlieRend werden
120ul einer 0. N. Kultur der HT115-Zellen auf diese IPTG-Agarplatten gegeben und
uber Nacht bei RT inkubiert. Um das Experiment zu starten werden L4-Larven auf die
Platten gegeben und fur mindestens 24h bei 15°C gehalten.

2.3.11.3 Auswertung der RNAI-Tiere

Die injizierten Wirmer werden 18-20h nach der Injektion vereinzelt, also jeder Wurm
wird auf eine eigene Agarplatte gesetzt. 24h spater werden die Wirmer von den
Agarplatten entfernt und erneut auf frische Platten umgesetzt. “Feeding” Wiirmer
werden nach 24h von der Platte entfernt und auf frische Platten gesetzt.

Die abgelegten Embryonen werden beobachtet. Es wird nach embryonaler Letalitét
geschaut, wenn Tiere schlipfen nach larvaler Letalitit und nach weiteren
postembryonalen Entwicklungsdefekten, wie z.B. Sterilitdt. Wenn die Embryonen
einen Phanotypen zeigen, werden weitere Embryonen der entsprechenden Wurmer
mit einer fein ausgezogenen Pasteurpipette von der mit Wasser beschichteten
Agarplatte gesaugt und fur in vivo-Beobachtungen (s. 2.3.5) und Antikorperfarbungen
(s. 2.3.6) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Rolle von ERM-1 wahrend der Differenzierung des
embryonalen Darmepithels von C. elegans

Die Enwicklung des embryonalen Darmepithels ist mittels DIK(Differential-
Interferenz-Kontrast)-Optik und auf elektronenmikroskopischer Ebene bereits
ausfihrlich beschrieben worden, auf molekularer Ebene ist sie jedoch, speziell mit der
einhergehenden Entwicklung von Darmlumen und *“apical junction” (AJ), nahezu
unerforscht (s. Einleitung, Leung et al., 1999; Sulston et al., 1983). Proteine aus der
Ezrin-Radixin-Moesin(ERM)-Familie  verbinden das  Aktinzytoskelett — mit
Transmembranproteinen und kdnnen so wichtig fir epitheliale Polaritat und Integritat
sein (Bretscher et al.,, 2002; Ivetic und Ridley, 2004). ERM-1 wurde (ber
Sequenzvergleiche mit der Konsensussequenz des humanen Ezrin, Radixin, Moesin

und Drosophila Moesin als einziges C. elegans ERM-Protein identifiziert

(www.wormbase.org und www.smart.embl-heidelberg.de). Im nachfolgenden soll nun
die Funktion von ERM-1 in Bezug auf das embryonale Darmepithel mit Hilfe von
molekularen Methoden, DIK(Differential-Interfernz-Kontrast)-Optik und

hochauflosender konfokaler Lasermikroskopie analysiert werden.

3.1.1 Molekulare Charakterisierung von erm-1

Das Gen erm-1 kodiert fur ein Ezrin-Radixin-Moesin Protein. Um die vollstandige
Sequenz von erm-1 zu bestimmen, wurden die Sequenzen von tberlappenden cDNAs
(aus einer cDNA-Bank von Dr. Y. Kohara; National Institute of Genetics, Mishima,
Japan) mit der vom Computerprogramm Genefinder (Favello et al., 1995)
vorhergesagten Sequenz der Transkriptionseinheit C01G8.5a abgeglichen (Abb. 7A).
Die nicht durch die Sequenzen der cDNAs abgedeckten Bereiche wurden ber PCR
an der cDNA yk257f5 sequenziert (s. M&M und Anhang). Zusatzlich wurde ein
Northern Blot mit einer digoxygenierten RNA-Sonde durchgefuhrt. Hierbei wurde die
cDNA 257f5 als Matrize genommen. Es konnte eine einzelne Bande mit einer
ungeféhren GroRe von 2.3 kb detektiert werden, wobei dieser Wert der
vorhergesagten Grofie (2.331 kb) entspricht (www.wormbase.org, WR[*wormbase

release”]130, Abb. 7E). Fur erm-1 wurde eine alternative Spleillvariante vorhergesagt
(C01G8.5h), die ebenso durch cDNAs verifiziert werden kann. Die vorhergesagte
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Grolie entspricht 2.296 kb, wobei sich diese Transkriptionseinheit in der Sequenz des
5-UTR (“untranslated region”, untranslatierter Bereich) von C01G8.5a unterscheidet
(www.wormbase.org, WR130).

Das Gen erm-1 kodiert fir ein Protein, welches 563 (C01G8.5a) bzw. 564 As
(C01G8.5b) groR ist. Am N-Terminus befindet sich eine hochkonservierte

FERM(“band four one”, Ezrin, Radixin, Moesin)-Domane, die wiederum in 3
Subdoménen (F1-F3) unterteilt werden kann (Gautreau et al., 2000). Der mittlere
Bereich umfalit eine weniger gut konservierte a-helikale Doméne, am C-Terminus
findet sich eine hochkonservierte Aktinbindesequenz (Abb. 7B, C). Hier ebenfalls
konserviert ist das Threonin 544, welches generell wichtig fir die Aktivierung von
ERM-Proteinen ist (Bretscher et al., 2002).

3.1.2 Das embryonale Expressionsmuster von ERM-1

Um die subzelluldre Lokalisation von ERM-1 zu analysieren, wurde im Rahmen
dieser Arbeit ein polyklonaler Antikorper gegen den C-Terminus (die letzten 356 As)
des Proteins in einem Kaninchen generiert und affinitatsgereinigt (s. M.&M). Auf
einem Western Blot einer gemischten, wildtypischen Wurmpopulation (s. M&M)
detektiert dieser Antikorper eine einzelne Bande in der erwarteten Hohe von etwa 64
kD (Abb. 8C).

Um die Spezifitat des Antikorpers nachzuweisen, wurden 3 verschiedene Methoden
benutzt. Zunéchst konnte gezeigt werden, da® der Antikorper auf einem Western Blot
mit erm-1(RNAIi)-Wurmern keine Bande mehr detektiert (Abb. 8C). Auch auf “whole
mount” erm-1(RNAI)-Embryonen ist im Vergleich zu WT-Embryonen (Abb. 8D) kein
Signal mehr nachzuweisen (Abb. 8F). Schlie3lich wurde ein Aliquot des ERM-1-
Antikorpers mit einem ERM-1-Fusionsprotein (s. M&M) im Uberschuf fiir mehrere
Stunden prainkubiert. Ein spezifischer Antikorper sollte das Protein binden, so daf in
einer anschlieRenden Immunféarbung kein Signal mehr zu sehen sein sollte. In der Tat
ist auch mit einem prdinkubierten ERM-1-Antikorper keine Immunférbung
detektierbar (Daten nicht gezeigt).

In WT-Embryonen ist die erste anti-ERM-1-Farbung im Zweizellstadium sichtbar, die
den Zellkortex angrenzender Plasmamembranen kennzeichnet (Abb. 8A, Ausschnitt).
Diese subzelluldre Lokalisation bleibt auch fur die nadchsten Runden der Zellteilung
bestehen, obwohl in einigen Zellen, speziell in der Keimbahnvorlduferzelle, ERM-1

ebenso im gesamten Zellkortex zu finden ist (Abb. 8A, Sternchen). Am Anfang der
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Morphogenese (Bohnestadium, Abb. 8B) entwickeln viele Gewebe einen polarisierten
Phénotyp, und auch ERM-1 wird am apikalen Zellkortex der Hypodermis und des
Pharynx- und Darmprimordiums angereichert (Abb. 8B). Wahrend des
Kaulquappestadiums (Abb. 8D, 1.5fach elongiert) sind die Darmzellen vollstdndig
polarisiert, wobei ERM-1 am apikalen Pol akkumuliert und mit dem
Intermedidrfilament IFB-2 kolokalisiert (Bossinger et al., 2004). Das Protein AJM-1
(“apical junction molecule”) lokalisiert in der AJ und trennt somit die apikale von der
basolateralen Membrandomane. Zwischen AJM-1 und ERM-1 besteht zumindestens
auf Immunfluoreszenz(IF)-Ebene jedoch keine oder nur eine sehr geringfugige
Uberlagerung (Abb. 8E). Allerdings ist eine Kolokalisation von ERM-1 mit dem
ebenfalls apikal akkumulierten F-Aktin zu sehen (Abb. 8G-F). Die Expression von
ERM-1 kann aber auch im exkretorischen System beobachtet werden (Abb. 8G,
weiller Kreis). Um welche Zelle es sich im speziellen handelt, wurde im Detail jedoch

nicht weiter untersucht.

3.1.3 Unter DIK-Optik zeigen erm-1(RNAi)-Embryonen Verschliisse
und eine progressive Weitung des Darmlumens

Um die Aufgabe von ERM-1 besser zu verstehen, ist es von Interesse, den
Funktionsverlustphdnotypen zu analysieren. Hierfir stellt die RNA-vermittelte
Interferenz (RNAI) eine einfache und schnelle Methode dar, um Genfunktionen
auszuschalten und daraus resultierende Phé&notypen zu untersuchen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde hauptséachlich die Methode des “RNAI feeding” verwendet, um
schnell an eine groRe Menge zu analysierender Embryonen zu gelangen (s. Einleitung
und M.&M). Wenn RNAI Uber Injektion durchgefihrt wurde, ist dies angegeben.
Generell sollte jedoch sowohl bei “RNAI feeding” als auch bei Injektion kein
Unterschied in Bezug auf den Funktionverlustphanotypen eines Gens auftreten
(Kamath et al., 2001).

Der Verlust der Genfunktion von erm-1 uUber RNAIi “feeding” flhrt zu larvaler
Letalitat. Hierbei arretieren 85% der Tiere im 1. Larvenstadium (n>300). Defekte der
“escaper” wurden im n&heren nicht analysiert. Im Vergleich zu WT-Larven (Abb.
11A) zeigen erm-1(RNAi)-Larven unter DIK-Optik ein abnormes Darmlumen, das
Verschliisse und Weitungen aufzeigt und an das Muster einer Perlenkette erinnert
(Abb. 10B, C). Die Embryonalentwicklung verlauft bei erm-1(RNAi)-Embryonen
zundchst wildtypisch (Abb. 9A). Mit Hilfe von 4D-Mikroskopie (s. Einleitung,
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Schnabel et al., 1997) lait sich jedoch in der spaten Morphogenese eine progressive
Schwellung des Darmlumens beobachten (Bretzelstadium, 4fach elongiert, Abb. 9): In
dem hier gezeigten Embryo tritt eine leichte Schwellung erstmalig etwa 22min vor
dem Schlipfen auf, auch Verschlisse sind bereits zu erkennen (Abb. 9A, B,
Pfeilkopf). Das Darmlumen schwillt ab diesem Zeitpunkt kontinuierlich an, wobei die
Schwellung in der Larve ein Maximum erreicht (ca. 2h nach dem Schliipfen, Abb.
10). Die Verschlisse reiBen, wahrscheinlich durch einen groflen Druck im
Darmlumen bedingt, teilweise ein, wobei amorphes Material im Lumen sichtbar wird
(Abb. 10C, Pfeilkopf). Letztendlich kollabiert das Darmlumen (t=3h, Abb. 10D).

Um zu zeigen, dall die Verschlisse den Transport von Flissigkeiten und
niedermolekularen Stoffen verhindern, wurden gerade geschlipfte Larven auf
Agarplatten mit Lucifer Yellow (LY) gefuttert (s. M&M und Abb. 11). LY ist ein
hydrophiler, niedermolekularer Fluoreszenzfarbstoff (MG 550, Stewart, 1981), der
normalerweise fiir sogenannte “dye-coupling”-Studien® benutzt wird (Bossinger und
Schierenberg, 1992). In Wildtyp-Larven wird der Farbstoff ohne Probleme (ber den
Pharynx aufgenommen und diffundiert sofort von anterior nach posterior durch das
Darmlumen (t<5 min, Abb. 11A, B). Im Gegensatz dazu nehmen erm-1(RNAi)-
Larven LY zwar normal auf, dieses diffundiert jedoch nur bis zum 1. VerschluR (Abb.
11C, D, Pfeilkopf). Auch 3 Stunden nach dem Schliipfen, nachdem das Darmlumen
bereits kollabiert ist, stellen die Verschliisse fur LY eine nahezu undurchdringliche
Barriere dar (Abb. 11E, F, Pfeilkopf). In erm-1(RNAi)-Larven, die weniger starke
Defekte in Bezug auf die Darmverschlisse aufweisen, ist die Diffusion von LY nicht
gestort (Daten nicht gezeigt). Das Darmlumen dieser Larven zeigt statt der o.g.
Verschllisse Verengungen (s. unten).

Die Schwellung des Darmes, die auch hier auftritt, konnte vermutlich sekundér
verursacht werden, vielleicht durch einen defekten Flussigkeitstransport, der durch

das teilweise verschlossene bzw. verengte Darmlumen verursacht wird.

3.1.4 Analyse des erm-1(RNAi)-Phdnotyps mittels

hochauflosender konfokaler Lasermikroskopie

Um die eigentliche Ursache fur die Blockade des Flissigkeitstransports zu verstehen
und um zu testen, wie die Verschliisse im Embryo entstehen, wurden erm-1(RNAI)-

! Als “dye-coupling” wird die Diffusion von Farbstoffen iiber Gap Junctions bezeichnet.
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Embryonen mit Antikdrpern gegen verschiedene molekulare Marker des

Darmepithels gefarbt.

3.1.4.1 Die C.elegans AJ zeigt ein invariables Muster

Der Darm von C. elegans ist ein einfach aufgebautes Epithel, bestehend aus 20
Zellen. Diese umgeben rohrenformig das Lumen und sind in einem regelmaRigen
Muster von neun Ringen, den sogenannten “ints” (“intestinal units”) angeordnet
(Sulston et al., 1983). Der vorderste Ring (int 1) besteht aus 4 Zellen, die anderen (int
2-9) stellen jeweils Zellpaare dar. Alle Zellen sind gurtelférmig von der AJ umgeben.
Am Anfang der Morphogenese (Bohnestadium) lokalisiert die AJ am zukinftigen
apikalen Pol der Zellen (Abb. 12A, D, G, Bossinger et al., 2001). Im Verlauf der
Morphogenese gelangt die AJ an eine apikolaterale Position und bildet ein typisches
Strickleitermuster aus (Abb. 12B, C, E, F, H, 1). Dieses Muster entsteht dadurch, daf3
die AJ benachbarte Zellen miteinander verbindet (griine Markierung). Sie sorgt aber
auch fur die Verkniipfung gegentiberliegender Zellen (rote Markierung). Im mittleren
Abschnitt des Darmepithels sind die Zellen versetzt, deshalb entsteht hier eine
trizelluldre Junction, die mit drei Zellen in Kontakt steht (Abb. 12B, E, H, rote
Markierung). Die AJ stellt mit ihrem invariablen Muster einen idealen Marker dar, der
Abweichungen von der Wildtypentwicklung leicht erkennen l&Rt. Deshalb ist sie

bestens geeignet, um Darmph&notypen zu analysieren.

3.1.4.2 Wahrend der Morphogenese von erm-1(RNAI)-Embryonen ist das

Remodelling der AJ im Darmepithel gestort

Im nachfolgenden soll die Entwicklung der AJ in erm-1(RNAi)-Embryonen im
Vergleich zum WT beschrieben werden. Dazu wurden Embryonen mit Antikdérper
gegen Marker, wie dem AJM-1/DLG-1(Discs Large)-Komplex (DAC), dem
Cadherin-Catenin-Komplex (“cadherin-catenin-complex” [CCC], z.B. a-Catenin,
HMP-1 [humpback]) und gegen apikale Marker, wie der PKC-3 (Proteinkinase C)
gefarbt (s. Einleitung, Bossinger et al., 2001; Leung et al., 1999).

In der frihen Morphogenese (Bohnestadium) akkumuliert AJM-1 zusammen mit
PKC-3 am apikalen Zellkortex des Darmepithels. Zu diesem Zeitpunkt haben die
Darmzellen bereits ihre apikobasale Polaritat ausgebildet (Leung et al., 1999). Auch
in erm-1(RNAIi)-Embryonen sind diese beiden Marker apikal zu finden (Abb. 13G,
G"). Dies deutet darauf hin, da® ERM-1 weder in die Etablierung der Polaritét
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involviert ist noch eine konkrete Funktion fur den Transport von apikalen und AJ-
Proteinen zum apikalen Pol hin hat. Allerdings ist anzumerken, daf3 in erm-1(RNAI)-
Embryonen bereits des Ofteren eine etwas schwachere Immunfarbung der AJ im
Vergleich zum WT beobachtet wurde. Diese ist im Detail aber nie analysiert worden.
Im weiteren Verlauf der Morphogenese (Komma-, Kaulquappestadium) bildet sich
das spezifische, dreidimensionale Muster der AJ aus (Abb. 13C-F"). Dieses Muster
spiegelt zum einen die Adhéasion der epithelialen Zellen wieder, und zum anderen
umgrenzt die AJ den Verlauf des Darmlumens (s. Sternchen in Abb. 13D"). Im
Gegensatz zum WT zeigen erm-1(RNAIi)-Embryonen ab dem Kommastadium zwei
Phénotypen: erstens, AJ-Proteine, die an vielen verschiedenen Stellen um das
zukunftige Darmlumen akkumulieren (Pfeilkdpfe in Abb. 13I-L") und zweitens, einen
an den dazwischenliegenden Bereichen nur unvollstandig separierten AJ-Girtel.
Diese Phénotypen lassen vermuten, dall wahrend der epithelialen Polarisation das
Remodelling der AJ-Molekile vom apikalen Zellkortex zu einer mehr apikolateralen
Position gestort ist (s. Diskussion). Diese falsche Position der AJ ist ebenso bis zum
Schlupfen und auch noch danach zu beobachten und fiihrt vermutlich zu den in den
Larven beobachteten Darmverschliissen (s. Abb. 10, 11). Bemerkenswert ist weiterhin
die Tatsache, dall dieser Phdnotyp weder in der AJ des Pharynx noch in der
Hypodermis zu beobachten ist.

3.1.4.3 Die Organisation des F-Aktinzytoskeletts im apikalen Zellkortex des

Darmepithels ist abhédngig von ERM-1

ERM-Proteine werden generell als Linker zum Aktinzytoskelett beschrieben. Auch
ERM-1 besitzt eine hochkonservierte Aktinbindedomane (s. Abb. 7) und kdnnte somit
organisierend und stabilisierend auf das Aktinzytoskelett wirken. Wé&hrend der friihen
Embryogenese kolokalisieren ERM-1 und F-Aktin an der Membrankontaktseite aller
Blastomeren, aulerdem akkumulieren beide am apikalen Zellkortex des Darmepithels
(vgl. Abb. 8, 14). Um die Verteilung von Aktin in erm-1(RNAi)-Embryonen zu
analysieren, wurden diese mit fluoreszierendem Phalloidin (FITC bzw. Alexa-
gekoppelt) gefarbt. In friihen Blastomeren zeigen sich zundchst keine Unterschiede in
der Aktinverteilung oder -menge von WT- und erm-1(RNAi)-Embryonen (vgl. Abb.
14A, B). Nach der epithelialen Polarisierung der Darmzellen jedoch kann in erm-
1(RNAI)-Embryonen im Gegensatz zum WT keine apikale Akkumulation von F-Aktin
beobachtet werden (vgl. Abb. 14C-F, Pfeile). Diese dramatische Reduktion in der
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Menge des F-Aktin kdnnte ein Hinweis auf ein verandertes apikales Zytoskelett sein.
Es stellt sich die Frage, ob dieser Defekt spezifisch fiir das Aktinzytoskelett ist oder
ob das Zytoskelett generell betroffen ist. Deshalb wurden erm-1(RNAi)-Embryonen
gegen a-Tubulin (Piperno und Fuller, 1985) gefarbt, die allerdings in der Verteilung
des Mikrotubulinetzwerks keinen Unterschied zum WT aufweisen (vgl. Abb. 14G,
H). So konnte das gestorte Remodelling der AJ in erm-1(RNAi)-Embryonen
moglicherweise durch ein destabilisiertes Aktinzytoskelett verursacht werden (s.

Diskussion).

3.1.4.4 In erm-1(RNAi)-Embryonen sind die im Darmlumen auftretenden Defekte

unabhéngig von der Ausbildung der apikalen Membrandoméne

Der Verlust der erm-1-Funktion fihrt dazu, dal das Darmlumen stellenweise
verschlossen bzw. verengt ist und so nicht korrekt ausgebildet wird. Auf IF-Ebene
korreliert dieser Tubulogenesedefekt mit einer falschen Position der AJ. Die Ursache
fur diesen Phanotyp konnte ein genereller Defekt in der Anlieferung von apikalem
Membranmaterial sein, so da zumindest partiell kein Darmlumen gebildet werden
kann (s. Diskussion). Zur Beantwortung dieser Frage wurden WT und erm-1(RNAI)-
Embryonen entweder mit Phalloidin (FITC oder Alexa-gekoppelt) gefarbt, um den F-
Aktin-reichen apikalen Zellkortex zu markieren oder mit dem monoklonalen
Antikorper MH33 (Francis und Waterston, 1985), der das darmspezifische
Intermediarfilament IFB-2 in der “endotube” des terminalen Netzwerk (“terminal
web”) erkennt (Bossinger et al., 2004). Das terminale Netzwerk ist eine subapikale,
zytoskeletale Struktur unterhalb der apikalen Mikrovilli des Darmepithels und wird
vermutlich bendtigt, um die Aktinfilamente der Mikrovilli zu verankern. Die
“endotube” ist ein Bestandteil des terminalen Netzwerks, das in dieser Form nur bei
Nematoden zu finden ist (Drubin und Nelson, 1996; Munn und Greenwood, 1983).

In erm-1(RNAIi)-Embryonen sind IFB-2 und F-Aktin wie im WT am apikalen
Zellkortex lokalisiert. Und es zeigt sich ebenso nur wenig bzw. keine Kolokalisation
mit den AJ-Markern Phosphotyrosin (PY, der anti-PY-Antikérper erkennt
Phosphotyrosin Epitope, die vermehrt in der AJ vorkommen, Bossinger et al., 2001)
oder dem DAC. In unregelmélRigen Abstanden entlang der anterior-posterioren Achse
des Darms jedoch akkumulieren die Proteine der AJ punktuell und verhindern somit
samtliche apikale Farbung (Pfeilkopfe in Abb. 15B-C", E, E"). Zum Teil wird der
apikolaterale Girtel der AJ auch nur unvollstandig separiert (Pfeile in Abb. 15E", F").
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Im WT zeigt sich ein durchgehendes Darmlumen (Sternchen in Abb. 15A°, D),
welches in erm-1(RNAIi)-Embryonen verschlossen bzw. verengt ist. An den
Verengungen ist aber offensichtlich eine apikale Farbung von IFB-2 und F-Aktin zu
sehen, die aulRerhalb des Fokus der AJ liegt. Dies laBt vermuten, dal} die Ausbildung
der apikalen Membrandoméne normal verlduft. Allerdings wird sie durch die
“verengte” AJ zusammengedrangt und liegt somit gefaltet vor (s. Diskussion, Abb.
41).

Auler diesen AJ-Defekten ist in erm-1(RNAi)-Larven eine reduzierte F-Aktin-
Farbung im Darm zu beobachten, wéhrend Pharynx und Hypodermis wildtypisch
gefarbt sind (vgl. Abb. 15D, E"). So bleibt die schon vorher beobachtete Reduktion
des apikalen Aktinzytoskeletts (s. Abb. 14) von der friihen Morphogenese bis zum
Schlupfen bestehen.

3.1.5 Modellvorstellungen fiir das AJ-Remodelling im Darmepithel

Der primdre Defekt in erm-1(RNAi)-Embryonen stellt den Verlust der F-
Aktinakkumulation im apikalen Zellkortex der Darmzellen dar, der auf eine
verénderte Struktur oder Funktion des Aktinzytoskeletts hinweisen konnte. ERM-1
konnte benotigt werden, um die Aktinfilamente zu organisieren. Das defekte
Aktinzytoskelett in erm-1(RNAi)-Embryonen ware so vermutlich direkt fir das
Remodelling der AJ verantwortlich und nicht fir die apikale Anlieferung von AJ-
Proteinen bzw. fur die Anlieferung von Material fur die apikale Membrandomane (s.
Diskussion).

So ergeben sich aus den bisher gezeigten Ergebnissen folgende Uberlegungen: (1)
Basierend auf der Analyse von Zell-Zellkontakt-Ausbildungen in Zellkultur (MDCK-
Zellen, Adams et al., 1998), kann eine Anbindung der AJ an das Aktin-
Myosinnetzwerk spekuliert werden. Durch eine Kontraktion dieses Netzwerks konnte
die AJ dynamisch von apikal nach apikolateral relokalisiert werden. (2) Wahrend der
Darmlumenentwicklung von C. elegans erscheinen, wahrscheinlich endozytotisch
aktive, Vesikel um das zukinftige Darmlumen herum (Gruenberg und Maxfield,
1995; Leung et al., 1999). Hier kdnnten sie adhasive AJ-Molekule, die um das spatere
Lumen akkumulieren, entfernen und zur Umlagerung der AJ nach apikolateral und
somit zur Lumenausbildung beitragen (Leung et al., 1999). Sowohl (1) als auch (2)
erfordern ein organisiertes Aktinzytoskelett, welches durch ERM-1 bewerkstelligt
werden konnte (Adams et al., 1998; Engqvist-Goldstein und Drubin, 2003). Eine
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detailierte Erklarung dieser Modelle findet sich in der Diskussion. (3) Um den von
ERM-1 vermittelten Mechanismus besser zu verstehen, ist es von Interesse neue
Bindungspartner zu identifizieren. Dies kann mittels eines Hefe-2-Hybrid-Screens
geschehen.



Ergebnisse 61

3.2 Analyse des Aktin-Myosinnetzwerks im embryonalen
Darmepithel von C. elegans

Aktin-Myosinkontraktionen sind wahrend der Morphogenese von C. elegans von
Bedeutung fir die Elongation des Embryos. Sie bewirken eine Verlangerung von
lateralen Hypodermiszellen und somit eine Verldngerung des gesamten Embryos. Die
Rho-Kinase LET-502 und die Myosinphosphatase MEL-11 bewerkstelligen die
Kontraktionen Uber die Regulation der Aktivitdt von Myosin. Die regulatorische
Untereinheit des Myosin, die “leichte Kette” (MLC-4, “myosin light chain”) wird
durch die Phosphorylierung durch LET-502 aktiviert, eine Desphosphorylierung
durch MEL-11 fuhrt zur Inaktivierung (Abb. 16, Piekny und Mains, 2003). Da sowohl
LET-502 als auch MEL-11 nach der epithelialen Polarisierung in der AJ von
Hypodermis und Darm lokalisiert sind (Piekny et al., 2003), stellen sie gute
Kandidaten dar, AJ-Remodelling im Darmepithel zu vermitteln. Deshalb wurden let-
502(RNAI)- und mel-11(RNAIi)-Embryonen gegen verschiedene molekulare Marker
des Darmepithels gefarbt und im Hinblick auf ihren Zusammenhang mit dem AJ-

Remodelling analysiert.

3.2.1 Der Verlust der Rho-Kinase LET-502 fiihrt zu einem
neuartigen AJ-Phanotyp im Darmepithel

Der Verlust der Genfunktion von let-502 fuhrt zu Letalitdt im 1. Larvenstadium. Die
Larven wirken unter DIK-Optik Kklein und gedrungen (Abb. 17A, A"). Dies ist ein
Merkmal, welches auf Elongationsdefekte der Hypodermiszellen hindeutet (Piekny et
al., 2000). Das Darmlumen ist geschwollen, wobei es mit einer amorphen Masse
gefullt zu sein scheint (Abb. 17A, A", Pfeile). Im Gegensatz zu erm-1(RNAi)-Larven
sind jedoch keine Lumenverschlisse zu sehen, auch zeigt die Schwellung nie die in
erm-1(RNAI)-Larven beobachteten Ausmalie (s. Abb. 10, 11).

Auf IF-Ebene sind neuartige Defekte in der Struktur der AJ des Darms zu erkennen.
Wahrend der anfanglichen Morphogenese (Bohnestadium) ist in let-502(RNAI)-
Embryonen die Akkumulation von apikalen und AJ-Komponenten am zukiinftigen
apikalen Pol der Darmzellen zun&chst nicht vom WT zu unterscheiden (vgl. Abb.
18A-B, F-G). Ab dem Bohne- bzw. Kaulquappestadium ist eine Verdnderung der AJ-

Struktur zu beobachten, die vermutlich eine Expansion der AJ nach lateral darstellt.
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Hierbei ist zundchst nur die AJ zwischen zwei benachbarten Zellen betroffen (vgl.
Abb. 18C-D, H-I", Pfeilkdpfe). Auch die apikale Membrandomane, gefarbt gegen
IFB-2, expandiert nach lateral (Abb. 19E-F") und Korreliert damit mit den AJ-
Defekten (Abb. 19B-C). Im Verlauf der Morphogenese ist auBerdem eine veranderte
IFB-2-Expression zu beobachten. Im Vergleich zu WT-Embryonen erscheint IFB-2 in
let-502(RNAI)-Embryonen schwécher und diffuser (vgl. Abb. 19C, C, F, F). Auch
andere apikale Marker wie F-Aktin und ERM-1 sind in den Darmzellen nach lateral
expandiert. (Daten nicht gezeigt). In der spaten Morphogenese (Schlingestadium,
Abb. 18], J) erscheint die AJ aller Darmzellen im Vergleich zum WT “geweitet” (vgl.
Abb. 18E, E°, J, J). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daB die apikale
Membrandoméne vergroRert ist und daR die Defekte im Verlauf der Morphogenese
starker werden. Auch der Funktionsverlust von mel-11 flhrt zu larvaler Letalitat. Im
Gegensatz zu let-502(RNAi)-Embryonen tritt jedoch keine verdnderte AJ des
Darmepithels auf (Abb. 20B, B). Es ist beschrieben worden, dal ein gleichzeitiger
Verlust von let-502 und mel-11 in der Hypodermis zu einer Abschwachung von
beiden Funktionsverlustphanotypen fihrt (Piekny et al., 2000). Ein Doppelknockout
von let-502 und mel-11 zeigt im Darmepithel jedoch nur die Auspragung des let-
502(RNAI)-Phénotyps (Abb. 20D, D").

LET-502 und MEL-11 wirken aktivierend bzw. inhibierend auf MLC-4, welches
einen Komplex mit der “schweren Kette” des Myosins bildet. In C. elegans gibt es
zwei “schwere Ketten”, NMY-1 und NMY-2 (“non-muscle-myosin”), die in Bezug
auf die Elongation der Hypodermis eine redundante Funktion haben (Piekny et al.,
2003). nmy-1(RNAi)-Embryonen zeigen, vergleichbar mit let-502(RNAi)-Embryonen,
eine laterale Expansion der AJ (Abb. 20C, C). Der (ber RNAI vermittelte
Funktionsverlust von nmy-2 fihrt, ebenso wie mic-4(RNAI), zu Zytokinesedefekten
(Guo und Kemphues, 1996; Shelton et al., 1999). Hierdurch ist die Analyse der
Funktionsverlustphénotypen von mic-4 und nmy-2 tber RNAI im embryonalen Darm
nicht moglich. Um aber an diese Funktion der beiden Gene zu gelangen, wurde ein
Stamm generiert, der insensitiv gegenuber dem RNAIi-Mechanismus ist, jedoch ein
extrachromosomales Array tragt, wodurch RNAIi im Darm ermdglicht wird (rde-
1[ne219]’; elt-2::rde+ , C. Segbert und O. Bossinger, unveroffentlichte Daten).

So wurde in eine vollstandig RNAI resistente Mutante, rde-1(ne219), ein Transgen
eingefuhrt wurde, welches unter dem starken, darmspezifischen elt-2-Promotor eine
Wildtypkopie von rde-1 tragt (Hawkins und McGhee, 1995; Tabara et al., 1999).
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Damit sind nur die Darmzellen RNAI sensitiv und die Funktion von Genen kann
ausschlieBlich im Darm analysiert werden. Mittels dieser Methode wurde im
nachfolgenden versucht, die Funktion von MLC-4 und NMY-2 im Darmepithel zu

analysieren.

3.2.2 Die ,leichte Kette“MLC-4 und die ,,schwere Kette“ NMY-2
des Myosins lokalisieren auch im zellularen Kortex der
Darmzellen

Da gegen MLC-4 kein AntikOrper existiert, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
Peptidantikorper aus dem Meerschwein gegen die As 158-172 generiert (Eurogentec,
Belgien). Dieser zeigt auf Western Blot mit einer gemischten Wildtyp-
Wurmpopulation eine Bande der zu erwartenden Grofe von 20 kD, die in mlc-
4(RNAI)-Wiurmern deutlich reduziert ist (Abb. 21G, s. M&M). Als zusétzlicher
Beweis fir die Spezifitdt, wurden mic-4(RNAIi)-Embryonen mit dem Antikorper
gefarbt. Hier war kein Signal mehr zu detektieren (Abb. 21E).

In WT-Embryonen ist die MLC-4-Expression erstmals im Zweizellstadium sichtbar.
Hier kennzeichnet sie deutlich die kortikale Zellmembran der anterioren AB-Zelle
(Abb. 21A). Im 4-Zellstadium lokalisiert MLC-4 im Kortex sémtlicher Zellen, wobei
eine deutliche Anreicherung in den Nachkommen der AB-Zelle (ABa und ABp, Abb.
21B) zu erkennen ist. Wahrend der Gastrulation kann auch im Kortex der
Darmvorlduferzellen, den E-Zellen, eine Féarbung beobachtet werden (Abb. 21C,
Sternchen). In der Morphogenese (Pflaumestadium) wird MLC-4 im apikalen Kortex
der Hypodermis- und Pharynxzellen angereichert. Im apikalen Kortex der Darmzellen
ist dagegen nur eine sehr geringe MLC-4 Expression zu sehen (Abb. 21D).

NMY-2 ist in WT-Embryonen wahrend der friihen Zytokinese im Kortex samtlicher
Zellen zu finden (4-Zellstadium, Abb. 22A, Guo und Kemphues, 1996). Diese
Lokalisation bleibt wéhrend der gesamten Proliferationphase des Embryos bestehen.
Am Anfang der Morphogenese (Bohnestadium, Abb. 22A, C) akkumuliert NMY-2
zusatzlich schwach im apikalen Zellkortex des Pharynx- und Darmprimordiums.
Somit erinnert diese Expression an das Muster von ERM-1 und F-Aktin in den
entsprechenden Stadien (s. Abb. 8, 14). erm-1(RNAIi)-Embryonen zeigen jedoch
weder eine verdnderte Expression von MLC-4, noch von NMY-2 (Daten nicht
gezeigt). In  mlc-4(RNAI)- und nmy-2(RNAi)-Embryonen sind  jeweils
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Zytokinesedefekte zu beobachten, d.h. es finden Kernteilungen ohne Zellteilungen
statt. Daraus resultiert ein multinukledrer, einzelliger Embryo, in dessen Zellkortex
eine Expression von ERM-1 zu sehen ist (Abb. 21F, 22D). Dies deutet darauf hin, dal3
das Aktin-Myosinnetzwerk nicht direkt von ERM-1 beeinflu3t wird und umgekehrt
(s. Diskussion).

3.2.3 Darmspezifische RNAi von mlc-4 und nmy-2 fihrt zu

larvalem Arrest und Darmdefekten

Um zu zeigen, ob mlc-4 und nmy-2 eine darmspezifische Funktion aufweisen, wurde
in den bereits erwahnten Stamm rde’; elt-2::rde+ (s. oben) doppelstrdéngige RNA
(dsRNA) von mlc-4 bzw. nmy-2 injiziert. Darmspezifische RNAi von mlc-4 und nmy-
2 fuhrt in beiden Féllen zu einem selten auftretenden Arrest im 1. Larvenstadium
(n=5/130 bzw. 5/120). Unter DIK-Optik zeigen mlc-4(RNAi)-Larven ein nur leicht
geweitetes Darmlumen, welches mit amorphem Material gefillt ist. Damit dhneln sie
let-502(RNAi)-Larven (Abb.23B, B", Pfeilkopf). Auch nmy-2(RNAIi)-Larven weisen
Darmdefekte auf. Das Darmlumen ist geweitet, mit Bereichen, die als “Verschlisse”
interpretiert werden konnen (Abb. 23A, A", Pfeilkopf). Somit kann dieser Phénotyp
mit dem larvalen erm-1(RNAi)-Phanotyp (s. Abb. 10) verglichen werden.

Da sich die Frage stellt, ob auch im Embryo Stérungen zu sehen sind, wurden mlc-4-
und nmy-2(RNAIi)-Embryonen gegen AJM-1 geféarbt. Es erwies sich als duferst
schwierig, Embryonen zu erkennen, welche das extrachromosomale Array tragen,
also RNAI sensitiv sind. Gute Hinweise fur die Sensitivitdt gibt die fehlende
Expression des entsprechenden Proteins im Darm, da aber in beiden Féllen die
darmspezifische Proteinlokalisation bereits im WT sehr schwach ist, war es kaum
maoglich, hiertiber eine Aussage zu treffen. So wurden Embryonen nur nach Defekten
in der AJ bewertet. In der Tat ist bei 12.5% der Embryonen von mic-4(RNAI)
(n=10/80) und bei 11.7% der nmy-2(RNAi)-Embryonen (n=14/120) eine leichtere AJ-
Disorganisation im Darm zu erkennen, die als AJ-Remodelling Defekt interpretiert
werden kann (Abb.21H, H", 22E, E’, s. Diskussion).

Das extrachromosomale Array des hier verwendeteten Stamm kann wéhrend der
Mitose, wahrscheinlich durch “non-disjunction”, verloren gehen. Dies fuhrt dazu, dal
die Tiere dieses Stammes immer Mosaike sind (Yochem und Herman, 2003). Da das
Array vermutlich oft nicht in die Darmzellen gelangt ist, zeigte nach Injektion von
dsRNA immer nur ein geringer Prozentsatz einen Phanotyp.
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3.2.4 act-5(RNAi)-Embryonen zeigen Remodellingdefekte der AJ
im embryonalen Darmepithel

Die Anbindung an das F-Aktinzytoskelett ist ein essentielles Kriterium fir die
aktomyosin-basierende Kontraktion (Adams et al., 1998; Piekny et al., 2003). Da auch
fir ERM-1 eine wichtige Funktion bei der Stabilisierung von F-Aktin gezeigt werden
konnte (s. Abb. 14), ist es von Interesse zu analysieren, welche Auswirkungen der
Verlust von Aktinproteinen fir das Darmepithel hat. In C. elegans existieren 12
Aktin- bzw. Aktin-ahnliche Proteine, wobei ACT-5 das einzige ist, welches spezifisch
im Darm exprimiert wird (MacQueen et al., 2005; Schriefer et al., 1995). Um zu
verstehen, welche Rolle ACT-5 im Darmepithel spielt, soll im nachfolgenden act-5
mittels RNAI ausgeschaltet und der Funktionsverlustphanotyp mittels DIK-Optik und
molekularen Markern des Darmepithels analysiert werden.

Der Funktionsverlust von act-5 fiihrt zu einem Arrest im 1. Larvenstadium. Hierbei
zeigt sich ein Darmphédnotyp, mit teilweise leicht geschwollem Lumen, das mit
amorphem Material geflllt ist (Abb. 24A, A, Pfeilkopf). Um die Permeabilitat des
Darmlumens und somit die Funktion des Darmes zu testen, wurden
Futterungsexperimente mit LY (s. oben) durchgefihrt. LY kann ungehindert von
anterior nach posterior durch das Darmlumen diffundieren (Abb. 24B, C, Pfeilkdpfe),
dies steht im Gegensatz zu erm-1(RNAIi)-Larven, deren Darm Verschlisse aufweist
und somit fur LY undurchlassig ist (s. Abb. 11).

Um die AJ-Struktur zu analysieren wurden act-5(RNAi)-Embryonen gegen AJM-1
und ERM-1 gefarbt. Hier sind zwei verschiedene Kategorien von AJ-
Disorganisationen zu beobachten. Wahrend der Morphogenese (Kaulquappestadium)
ist eine im Vergleich zum WT “verengte” AJ zu sehen (vgl. Abb. 25B, B, E, E"), die
dem AJ-Phédnotyp von erm-1(RNAi)-Embryonen dhnelt (s. Abb. 13, 15). Weiterhin
zeigen sich Abweichungen von der geordneten Struktur der AJ, die auf fehlerhafte
Darmzellanordnungen hinweisen konnten (Daten nicht gezeigt). Allerdings ist dieser
Phénotyp nur in 18.75% der Embryonen zu beobachten (n=6/32). Obwohl die AJ in
act-5(RNAi)-Embryonen nicht vollstdndig nach apikolateral gelangt, bleibt die
Lokalisation von ERM-1 in den Darmzellen unverandert (vgl. Abb 25A, A", D, D).
Dieses deutet darauf hin, dall ACT-5 weder in die Etablierung der Polaritat involviert
ist, noch eine Funktion flir den Transport von apikalen Proteinen zum apikalen Pol hin
hat.
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Da ACT-5 ein Bestandteil des Aktinzytoskeletts ist, kann eine Disorganisation von F-
Aktin in act-5(RNAi)-Tieren vermutet werden. Deshalb wurden act-5(RNAi)-
Embryonen mit fluoreszierendem Phalloidin (Alexa-gekoppelt) gefarbt und analysiert.
Im Gegensatz zu erm-1(RNAi)-Embryonen tritt in act-5(RNAi)-Embryonen wéhrend
der friihen Morphogenese (Bohnestadium) keine Verdnderung der Aktinorganisation
und -menge im apikalen Kortex der Darmzellen auf. Es zeigt sich wie im WT eine
Anreicherung von F-Aktin (vgl. Abb. 26A, B). Auch im Verlauf der weiteren
Morphogenese (Pflaumestadium) ist zundchst kein Unterschied zum WT zu erkennen
(vgl. Abb. 26C, D). Erst zum Ende der Morphogenese (im Schlinge- und
Bretzelstadium) zeigt sich eine verdnderte Aktinlokalisation im Darmepithel.
Wahrend im WT der apikale Zytokortex klar erkennbar ist, ist dieser in act-5(RNAI)-
Embryonen reduziert (vgl. Abb. 26E, F). Dieses deutet auf ein wéhrend der spaten
Morphogenese verandertes F-Aktinzytoskelett hin. Ein Doppelknockout von erm-1
und act-5 fuhrt jedoch nicht zur Verstarkung des erm-1(RNAi)-Phénotyps (vgl. Abb.
25C, C', F, F"). Es konnte spekuliert werden, dal ACT-5 von ERM-1 stabilisiert wird.
Allerdings deckt die ACT-5-Stabilisierung nur einen Teilbereich der ERM-1-Funktion
ab, es ware moglich, dall noch andere Aktinproteine durch ERM-1 stabilisiert werden
und somit an dem Remodelling der AJ beteiligt sind (s. Diskussion).
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3.3 Endozytose spielt generell keine Rolle fiir das AJ-
Remodelling

Wahrend der Differenzierung des Darmepithels in C. elegans kann Clathrin-
vermittelte Endozytose (bzw. “receptor mediated endocytosis” [RME]) in den
Darmzellen beobachtet werden (Bossinger et al., 1996). Clathrin-Molekile werden
generell durch einen tetrameren Adapterkomplex an die Plasmamembran rekrutiert,
der spezifisch mit den zu internalisierenden Transmembranmolekilen interagiert.
Eine zentrale Rolle spielen hierbei die Mediumketten des Komplexes, da sie direkt an
die Zielproteine binden. So kommt es schlieBlich zur Abschnirung eines Clathrin-
bedeckten Vesikels (Gundelfinger et al., 2003; Ivanov et al., 2005).

In C. elegans gibt es 3 verschiedene Adapterkomplexe (AP-1-3), fir deren
Mediumketten gezeigt werden konnte, da sie fiur embryonale und larvale
Entwicklung von Bedeutung sind (Shim und Lee, 2000; Shim und Lee, 2005; Shim et
al., 2000). Um die Frage zu beantworten, ob die Clathrin-vermittelte Endozytose auch
far das Remodelling der AJ von Bedeutung ist, wurden die
Funktionsverlustphdnotypen der Mediumketten naher analysiert und resultierende
Embryonen mit verschiedenen molekularen Markern des Darmepithels gefarbt.

Der Funktionsverlust von apm-1, der Mediumkette von AP-1, zeigt pleiotrope
Defekte in vielen Geweben, z.B. in Vulva und Darm, und die Tiere sind teilweise
larval letal (Shim et al., 2000). Unter DIK-Optik sind in den Darmzellen VVakuolen zu
beobachten, das Darmlumen erscheint jedoch normal (Daten nicht gezeigt). Auf IF-
Ebene sind in Bezug auf die AJ-Struktur des Darmepithels keine Defekte zu erkennen
(vgl. Abb.28 B, B', F, F"). Es existiert jedoch ein zu apm-1 homologes Gen, unc-101,
welches ebenso eine Medium-Kette von AP-1 darstellt und z.T. redundante
Funktionen aufweist (Shim et al., 2000).

Nur ein geringer Anteil der unc-101(RNAI)-Tiere arretiert embryonal und es sind
keine AJ-Defekte zu beobachten (Abb. 27C, C"). Dagegen fiihrt eine Doppelknockout
apm-1 und unc-101 zu erhohter embryonaler Letalitat (Shim et al., 2000). Hierbei
kdnnen ebenso Vakuolen in den Darmzellen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
25% der apm-1/unc-101(RNAi)-Embryonen (n=5/20) zeigen auRerdem ein
verdndertes Muster der AJ in den Darmzellen, vor allem im posterioren Bereich des

Mitteldarms ist ein erm-1(RNAi)-ahnlicher Phanotyp zu erkennen. Die AJ



Ergebnisse 68

akkumuliert, wie in erm-1(RNAi)-Embryonen, an der apikalen Membran (Abb.27E,
E"), die Lokalisation von ERM-1 entspricht jedoch der WT-Situation (vgl. Abb. 27A,
A’, D, D’). Die Mediumkette des zweiten Adapterkomplexes, APM-2, hat keinen
Einflu® auf die AJ der Darmzellen und auch ein Dreifachknockout von apm-1/unc-
101/apm-2 fuhrt zu keiner Verstarkung des beobachteten AJ-Phé&notyp. Eine aktuell
identifizierte Mediumkette des dritten Adapterkomplexes, apm-3 (Shim und Lee,
2005), wurde im Hinblick auf ihre Rolle des AJ-Remodelling bislang nicht
untersucht.

Ein weiterer Ansatz, um RME zu analysieren, ist die generelle Inhibition der
Endozytose Uber spezifische Chemikalien. Transferrin, ein Marker fir RME, wird
wéhrend der Morphogenese von C. elegans in die Darmzellen internalisiert
(Bossinger et al., 1996). Es wurde berichtet, dal die kationische, amphiphile Droge
Chlorpromazine die Endozytose von Transferrin blockiert, indem sie die
Abschniirung von Clathrin-bedeckten Vesikeln verhindert (Wang et al., 1993). Die
Inhibition der RME (ber Chlorpromazine beeinfluft jedoch nicht das Remodelling
der AJ (H. Arts und O. Bossinger, unveroffentlichte Daten). Da jedoch apm-1/unc-
101(RNAI) zu einem erm-1(RNAi)-ahnlichen Phanotyp fuhrt, verbleibt zu testen, ob
hier auch generell die RME blockiert ist.
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3.4 Identifikation von ERM-1-Bindungspartnern tiber einen
Hefe-2-Hybrid-Screen

Um die Funktion von ERM-1 besser zu verstehen, ist es von Bedeutung, Proteine zu
identifizieren, die eine direkte Bindung zu ERM-1 zeigen. Eine etablierte Methode,
um neue Interaktionspartner zu finden, ist das Hefe-Zwei-Hybrid-System (H2HS,
Abb. 28).

Das H2HS stellt ein einfaches Testsystem dar, welches es ermdglicht,
Interaktionspartner des zu analysierenden Proteins zu identifizieren (Durfee et al.,
1993; Fields und Song, 1989). Das Prinzip beruht auf Aktivierung des lac-Z-Genes
(kodiert fir die B-Galaktosidase) durch den Transkriptionsfaktor GAL4. Hierbei wird
die Sequenz des Koderproteins ,,in frame* an die Aktivierungsdoméne von GAL4
(GAL4-AD) kloniert, die Klonierung der ,,Beute* erfolgt ,,in frame* an die GAL4
Bindedomédne (GAL4-BD). So konnen beide Konstrukte in der Hefe als
Fusionsproteine mit der GAL4-AD bzw. GAL4-BD exprimiert werden. Kommt es
nun zur Interaktion von Koder und Beute, gelangen Aktivierungs- und Bindedoméne
in rdumliche Né&he, werden somit transkriptionell aktiv und regulieren die Expression
des lac-Z-Gen. In einer Farbreaktion kann nun das Galaktosederivat X-Gal durch die
[-Galaktosidase umgesetzt werden, so dal} ein blauer Niederschlag sichtbar wird.

Als Koderkonstrukte wurden jeweils die Sequenz der FERM-Doméne (die ersten 221
As) und der C-Terminus (die letzten 356 As einschliellich der konservierten
Aktinbindesequenz, s. Abb. 7) von erm-1 verwendet. Die Trennung in zweli
Konstrukte erwies sich als sinnvoll, da N- und C-Terminus miteinander interagieren
konnen und so die Identifizierung anderer Interaktionspartner nicht moglich ware
(Nix et al., 2000). Als Beute diente eine embryonale cDNA-Bibliothek, die das
gesamte C. elegans Genom umfalit (Zheng Zhou, Labor Dr. Horvitz).

Insgesamt wurden pro Koderkonstrukt etwa 3x10° Klone der embryonalen cDNA-
Bibliothek auf eine Interaktion mit ERM-1 getestet (s. M&M). Es konnten 32
verschiedene Gene als Bindungspartner von ERM-1 identifiziert werden (Tab. 1, 2).
Die Durchmusterung der Bicherei mit dem N-Terminus resultierte in 19
verschiedenen Genen, hiervon waren 8 nicht im Leseraster. Mit dem C-Terminus

wurden 13 verschiedene Gene gefunden, wobei 5 Gene nicht im Leseraster waren
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Es stellt sich die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen den gefundenen Genen und
erm-1 besteht. Hinweise kann der Verlustphénotyp eines Genes uber dessen mogliche
Funktion geben. Um die Gene daraufhin zu analysieren, wurde mittels RNAI die
Genfunktion ausgeschaltet und die resultierenden Embryonen mit verschiedenen
Markern des Darmepithels gefarbt. Im nachfolgenden wurden nur Gene
beriicksichtigt, die sich im Leseraster befinden.

Von insgesamt 32 identifizierten Genen wurden 18 Gene auf ihren RNAi-Phanotypen
hin analysiert. 12 der Gene weisen keinen Funktionsverlustphénotypen auf. Die
weiteren Gene zeigen ein Spektrum an Phanotypen, wie langsames Wachstum, larvale
Letalitdt, Arrest in frihen wund spaten Morphogenesestadien oder frihe
Zytokinesedefekte (Tab. 1, 2). Die letalen RNAI-Tiere wurden gegen die AJ-Marker
AJM-1 oder DLG-1 und gegen die apikalen Marker ERM-1 oder IFB-2 gefarbt. Bei
nahezu allen untersuchten RNAI-Tieren zeigt sich jedoch weder eine Verdnderung im
AJ-Muster (Abb. 29A, B, D, E), noch sind die apikalen Marker ERM-1 oder IFB-2
fehlverteilt (Tab. 3). Eine Ausnahme bildet ubg-1(RNAi) (Abb. 29C, Stringham et al.,
1992). Hier erscheint das sonst diagonale Muster der AJ unstrukturiert, welches fir
eine fehlerhafte Anordnung der Darmzellen sprechen konnte. Allerdings ist die
apikale ERM-1-Lokalisation unbeeintréchtigt.

Es stellt sich die Frage, warum es nicht moglich war, den erm-1(RNAi)-Phanotyp zu
reproduzieren. Bisher wurden generell nur wenige Gene identifiziert, die wichtig fur
die Ausbildung der AJ sind, dies waren AJM-1, DLG-1 und LET-413 (s. Einleitung).
So wurde auch in einem H2H-Screen mit DLG-1 als Kdder kein Gen gefunden,
welches nach Funktionsverlust den dlg-1(RNAi)-Phanotyp reproduziert (M.
Hoffmann, personl. Mitteilung). Um dennoch einen Zusammenhang zu ERM-1 zu
finden, besteht die Mdoglichkeit, entsprechende Genfunktionen postembryonal via
RNAIi zu eliminieren und resultierende Defekte zu analysieren oder in
Doppelknockouts nach genetischen Interaktionen von ERM-1 und den isolierten

Proteinen zu suchen.
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Gefun- RNAI Homologien/Bemer-
Cosmid Frame| Gen |LG/| Phiino- | Domiinen (SMART) g
den tvo kungen
F56D12.5A 10 in vig-1 1 WT Hyalorqnan/m RNA- qulorunan/m RNA-
Bindung Bindung Familie
Y106G6H.14 2 out - I WT SH3. Ankvrin-repeat -
LDL-Rezeptor, Proteoglykan
ZC101.2b 2 out |unc-52 | Il Pat LamininB, Laminin | (Perlecan), Bestandteil
EGF-like, I1Gc2. Ig-like der EZM
Y55F3AM.13 1 in - IV|] WT - -
Y111B2A.10a 1 out - 111 WT Zinkfinger C2H2 Transkriptionsfaktor
Ste. ,
C36b1.4 1 in | pas-4 | 1| Emb, Proteasom Proteasome A-Typ
Untereinheit
Lvl. Gro
TOSE11.1 4 out rps-3 IV Lva - Ribosomales Protein
T27A3.1a I | ouw | - | 1| WT | Coiledcoil HAP-1 | Huntingtin assoziicrtes
Protein
CO6E7.2 1 in - 1\Y WT - Ribosomales Protein
Zinkfinger Protein, E3
WO02A11.3 1 out - I WT Zinkfinger (RING) Ubiquitinligase
AKktivitit
WO9H 1 .6a 1 in lec-1 Il WT Galektin Lektindhnliches Protein
Y37E11AL.7 1 in map-1_| IV WT Peptidase M24 Metallopeptidase
F47G4.2 | in - | WT - Leucinreiches Protein
Elongationsfaktor,
F31E3.5 1 n efi-3 111 Lva - exprimiert im larvalen
Pharynx, Darm
FAA .
K10C2.4 1 in - X |Gro.Emb| (Fumarylacetoacetat) . FAA Famlll."’
- Tvrosinkatabolismus
Hvdrolase -
F57B9.9 1 in | pgn-46 | 111 WT - Homeobox Protein
Kelchmotiv Homologien zum
C46A5.9 1 in hef-1 1\Y WT . . T4 humanen "Host cell
Fibronektin Tvp 3 "
= Fgg(tl?_r
yrosinkinase,
C46C2.1 2 out |[wnk-I | IV | WT (Ph ﬁTtYKCf‘ ) Expression in
OSPROtransTeras®) | Exkretorischer Zelle
Zinkfinger C4, HOLI
(Ligandenbinde- Nuklear
T09A12.4¢ 1 out |nhr-66 | IV WT 1Sancenbinde Hormonrezeptor
domiéne von .
Familie
Hormonrezeptoren)

Tab.1: Uberblick tiber die in dem Hefe-Zwei-Hybrid Screen mit dem N-Terminus von ERM-1 als
Kdoder isolierten Kandidaten.
Benutzte Abkirzungen: LG (Linakge Group, Chromosom), SMART (Simple Modular Architecture
Research Tool, Doméanensuchprogramm: http://smart.embl-heidelberg.de), Pat (Paralysed at twofold,
Arrest im Zweifachstadium), Ste (Steril), Emb (Embryonal letal), Lvl (Larval letal), Gro (Growth
defect, verzogertes Wachstum), Lva (Larvaler Arrest), EZM (Extrazellulare Matrix)
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Gefun- RNAi- Homologien/Bemer-
Cosmid Frame| Gen |LG/| Phiino- | Domiinen (SMART) g
den tvo kungen
cros . Lva,Lvl, o Proteolyse, Ubiquitére
F25B5 4alc | n ubg-1 | 11 Emb UBQ (Ublql'_lltlll) Expression
Y39A3CLS5 | 1 in | cip-s |m| wr | CysPC/Peptidase. Protcolyse
Calpain -
TOSE11.1 2 out | rps-5 | IV Lva - Ribosomales Protein S5
N-terminale Doméne
des Nematoden
B0222.6 1 in  |col-144 | V WT Kuticulakollagen, EZM Komponente
Kollagen Triplehelix-
Motiv
F45B8.4 1 out | pag-3 X WT Zinkfinger Transkriptionsfaktor
ZK1055.7 | in - \ WT - -
) - Medium Untereinheit
C13B9.3 I in | | Ste: Lvl.|  Adaptor Komplex | 4 Co i Adapter-
Emb Medium Untereinheit
Komplexes
K12H4.2 I out | - fm| wr : Uncharakterisiertes,
konserviertes Protein
Intermediarfilament,
K05B2.3 1 in ifa-4 X WT | Filament, Filament tail exprimiert in
exkretorischer Zelle
ZP-Domain, von Expression in
M142.2 1 out cut-6 | 111 WT . ; Hypodermis und
Willebrandt-Factor .
Kutikula _
Mikrotubuli
assoziiertes Protein,
C32D5.9 1 out lgg-1 11 WT MAP-1 LC3 Mitglied der LC3,
GABARAP and GATE
16 Genfamilie
- . Homologien zu BET-3
Q - -
ZK1098.5 : " - wT (Vesikeltransport)
LRR (Leuzinreicher Di¢c GTPasc RAN-1
C29E4 3a ] in ran-2 | 1II | Ste, Emb " cuz ,,L ¢ aktivierendes Protein
Repeat") (GAP)

Tab.2: Uberblick tiber die in dem Hefe-Zwei-Hybrid-Screen mit dem C-Terminus von ERM-1 als
Kdoder isolierten Kandidaten.
Benutzte Abkirzungen: LG (Linakge Group, Chromosom), SMART (Simple Modular Architecture
Research Tool, Domanensuchprogramm: http://smart.embl-heidelberg.de), Pat (Paralyzed at twofold,

Arrest im Zweifachstadium), Ste (Steril), Emb (Embryonal letal), Lvl (Larval letal),

Arrest), EZM (Extrazelluldre Matrix)

Lva (Larvaler
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i- IF-Analyse
Cosmid Gen RN{\' DIK-Analyse 1
Experiment Antikérper Ergebnisse
FS6D12.5A | vig-1 WT - - -
Y55F3AM. 13 - WT - - -
Arrest im Normale Erm-1
C36b1 4 s Pflaumestadium, i aERM-1, aAJM-| Lokalisation,
2oP L pa Larvale Letalitt 1 normales AJ-
(L1) Muster
WO9H1.6a | lec-1 WT - - -
F47G4.2 - WT -
Y37E11AL.7 | map-1 WT - - -
- Normale Erm-1
. . by Le:talltat aERM-1, aAIM-| Lokalisation,
F31E3.5 eft-3 | (L1), verzogertes -
1 normales AJ-
Wachstum
Muster
Verzogertes
2 - = - - -
10424 Wachstum
FS57B9.9 | pgn-46 WT - - -
C46A5.9 hef-1 WT - - -
Zytokinesedefekt Normale ERM-1
Embryonale e, Arrestim  [aERM-1, aAJM-| Lokalisation,
F25BS.dalc | ubq-1 Letalitat Pflaume- und 1 Disorganisation
Schlingestadium der AJ
Y39A3CL.5 | clp-4 WT - - -
B0222.6 |col-144 WT - - -
ZK1055.7 - WT - - -
Maternale Arrest im Normale [FB-2
C13B93 ) Sterilitat, %chlmgestadnumﬂ, oDLG-1, olFB-2 Lokalisation,
embryonale ventral closure normales AJ-
Letalitat Defekt Muster
KO05B2.3 ifa-4 WT - - -
ZK1098.5 - WT - - -
Zytokinese- Normale ERM-1
C29E43a | ran-2 Embrygrlale defekt_e, Arrest |0ERM-1, aAJM-| Lokalisation,
Letalitat im 1 normales AJ-
Schlingestadium Muster

Tab. 3: Ubersicht tber die durchgefiihrten Funktionsverlustanalysen der isolierten Kandidaten
des Hefe-Zwei-Hybrid-Screens.
Benutzte Abkiirzungen: DIK (Differential-Interferenz-Kontrast), IF (Immunfluoreszenz), AJ ("apical

junction™).
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3.5 Analyse genetischer Interaktionen zwischen erm-1 und
Genen, die in AJ-Integritét involviert sind

Durch die Analyse auf IF-Ebene von erm-1(RNAi)-Embryonen konnten Defekte in
der AJ-Struktur gezeigt werden. So ist es von Interesse zu untersuchen, ob ein
Zusammenhang zwischen erm-1 und den Genen besteht, die die Ausbildung der AJ
beeinflussen. Damit stellt die Analyse von genetischen Interaktionen neben der
Analyse von direkten Interaktionen im H2HS eine weitere Mdoglichkeit dar, die

Funktion von ERM-1 besser zu verstehen.

3.5.1 dlg-1, ajm-1 und let-413 zeigen keine genetische Interaktion
mit erm-1

Wahrend meiner Diplomarbeit konnte ich bereits zeigen, daR keine genetische
Interaktion zwischen dlg-1 und erm-1 vorliegt. DLG-1 lokalisiert in der basalen
Einheit der AJ und sorgt hier fir die korrekte Lokalisation von AJM-1(Bossinger et
al., 2001; Firestein und Rongo, 2001; McMahon et al., 2001). In dlg-1(RNAI)-
Embryonen ist auf IF-Ebene die Verteilung von AJM-1 in der AJ “punktiert” anstatt
einen durchgehenden Girtel um den Apex der Zellen zu formen, die ERM-1-
Lokalisation allerdings bleibt unbeeinflut. Auch der Doppelknockout beider Proteine
zeigt nur die Summe beider Einzelph&notypen. Dies sind eine “punktierte” AJM-1-
Lokalisation in Hypodermis und Darm und ein gleichzeitiger Remodellingdefekt der
AJ im Darmepithel (van Firden, 2001). Um die Analyse der fur AJ-Integritét
wichtigen Proteine zu vervollstdndigen, sollen auch ajm-1 und let-413 (“lethal”) in
Bezug auf eine genetische Interaktion mit erm-1 untersucht werden.

AJM-1 und DLG-1 kolokalisieren im basalen Teil der AJ, hier sorgt AJM-1 fir die
Lokalisation von DLG-1 (Koppen et al., 2001; Segbert et al., 2004). Wahrend in ajm-
1(RNAI)-Embryonen DLG-1 im Darmepithel neben der Expression in der AJ auch an
der laterale Membrandomadne zu finden ist (Abb. 30B, B"), verhalt sich die ERM-1-
Lokalisation jedoch wildtypisch (Abb. 30A, A"). Auch ein Doppelknockout von ajm-
1 und erm-1 resultiert nur in Addition der Einzelphanotypen. Hier zeigt sich eine
“verengte” AJ und eine gleichzeitige Expansion von DLG-1 entlang der lateralen
Membrandomadne (Abb. 30C, C).
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LET-413 lokalisiert basolateral in Hypodermis- und Darmepithelzellen und sorgt
wéhrend der Morphogenese (Pflaumestadien) fir die Lokalisation von DLG-1 und
AJM-1 (Koppen et al., 2001; Legouis et al., 2000; Segbert et al., 2004). Die
Lokalisation von ERM-1 bleibt hiervon zunéchst unberthrt (Abb. 31A). In let-
413(RNAIi)-Embryonen ist in der spédteren Morphogenese (Schlingestadium) eine
basolaterale Expansion von apikalen und AJ-Komponenten im Darmepithel zu
beobachten. Dies ist ein Hinweis daflir, dal LET-413 in den Epithelzellen eine
Diffusionsgrenze von apikal und basal darstellt (Bossinger et al., 2004; McMahon et
al., 2001). Auch das am apikalen Zytokortex der Darmzellen lokalisierte ERM-1
expandiert nach basolateral (Abb. 31C).

In  erm-1/let-413(RNAi)-Embryonen kann waéhrend der frihen Morphogenese
zunachst keine DLG-1-Lokalisation detektiert werden (Abb. 31D, D). Diese
verzogerte Lokalisation von DLG-1 und auch AJM-1 wurde ebenso in let-413(RNAI)-
Embryonen beschrieben (Kdppen et al., 2001; Segbert et al., 2004). Die Auspragung
des erm-1(RNAI)-Phénotypen wird jedoch zu diesem Zeitpunkt anhand der HMP-1-
Lokalisation, auf die let-413 friih keinen EinfluR hat, sichtbar (Abb. 31G, G"). In
spateren Stadien jedoch verschiebt sich die zuvor apikal akkumulierte AJ nach
apikolateral (Abb. 31E, E", H, H") und ist schlielich, nicht zu unterscheiden von
einem let-413(RNAI)-Einzelknockout, an der basolateralen Membrandoméne
lokalisiert (Abb. 31F, F', I, I"). Somit fihrt auch der Doppelknockout von erm-1 und
let-413 zur Auspragung beider Phanotypen. Es sei aber darauf hingewiesen, dal die
durch den Funktionsverlust von let-413 verursachte laterale Expansion der apikalen
und AJ-Komponenten den erm-1(RNAi)-Phanotyp aufhebt.

Diese Ergebnisse zeigen, dal ERM-1 vermutlich unabhdngig von den AJ-
Komponenten der “basalen Einheit” oder LET-413 wirkt. Von Interesse kdnnte ein
gleichzeitiger Funktionsverlust von erm-1 und dem a-Catenin hmp-1 sein, da beide
als putative “linker” zum Aktinzytoskelett kodieren (s. Abb. 14 und Costa et al.,
1998).
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3.6 Die Zell-Zelladhasion im embryonalen Darmepithel von C.
elegans

Wahrend der Cadherin-Catenin-Komplex (,,cadherin-catenin-complex®, CCC) in
Organismen wie Drosophila, eine herausragende Rolle fur die epitheliale Zell-
Zelladhasion und die apikobasale Polaritat spielt, konnte ihm in C. elegans hierfur nur
eine untergeordnete Funktion zugwiesen werden. Obwohl der CCC sowohl in der
Hypodermis als auch im Darm lokalisiert (s. Abb. 13E), ist er offensichtlich nur fir
den ventralen SchluR der Hypodermis von Bedeutung (s. Einleitung, Costa et al.,
1998; Larue et al., 1994; Tepass et al., 1996; Uemura et al., 1996). Neuere Studien
konnten jedoch einen Zusammenhang von DLG-1 und dem CCC im Darmepithel
enthillen. So konnte in  dlg-1/hmp-1(RNAi)-Embryonen im Darmepithel eine
fragmentierte IFB-2- und AJM-1-Lokalisation beobachtet werden, die wahrscheinlich
durch einen Verlust der Zell-Zelladhédsion hervorgerufen wird (Segbert et al., 2004,
Abb. 39 |, J). Da auf elektronenmikroskopischer Ebene gezeigt wurde, dal3 IFB-2 in
der ,,endotube® lokalisiert und ebenso in der elektronendichten Struktur der AJ zu
finden ist, stellt auch IFB-2 neben AJ-Proteinen, wie z.B. AJM-1 oder DLG-1, einen
hervorragenden Marker dar, um Zell-Zelladh&sionsdefekte sichtbar zu machen
(Bossinger et al., 2004). Um nun zu testen, ob eine genetische Interaktion auch
zwischen erm-1 und hmp-1 besteht, sollen im nachfolgenden erm-1/hmp-1(RNAI)-
Embryonen mit IFB-2 und DLG-1 gefarbt und analysiert werden.

3.6.1 erm-1/hmp-1(RNAi)-Embryonen zeigen ein fragmentiertes
Darmepithel

Der gleichzeitige Verlust der erm-1- und hmp-1-Genfunktion fihrt wahrend der
fruhen Morphogenese (Bohne- und Kommastadium) nur zu einem erm-1(RNAI)-
Phénotyp, die Integritat des Darmepithels erscheint normal (Abb. 32E, F). Allerdings
werden ab dem Kaulquappestadium im anterioren Bereich des Darmepithels erste
Zell-Zelladhdsionsdefekte sichtbar, indem hier die AJ nicht mehr aneinanderhaftet
(Abb. 32G, Pfeil). Dieses geht mit einem gleichzeitigen Verlust des apikalen Markers
IFB-2 einher (Abb. 32H, Pfeilkopfe). Mit fortlaufender Elongation verstarkt sich
diese Fragmentierung des Darmepithels noch weiter (Abb. 321, J, Pfeilkdpfe) und es

treten sogar vereinzelt Zellen aus dem Epithelverband (Abb. 321, J, Pfeil). Auch im
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Pharnyx sind Defekte zu sehen (Abb. 321, Pfeil). Dieser Phanotyp &hnelt dem Zell-
Zelladhasiondefekt, der in dlg-1/hmp-1(RNAI)-Embryonen zu beobachten ist (Abb.
39A, B). Die gleichen Verénderungen treten jeweils bei Verlust des E-Cadherins
HMR-1 (“hammerhead”) und des (B-Catenins HMP-2 in Verbindung mit erm-
1(RNAI) bzw. dlg-1(RNAI) auf (Daten nicht gezeigt und Segbert et al., 2004). Da in
hmp-1(RNAIi)-Embryonen eine normale DLG-1- und ERM-1-Lokalisation zu
beobachten ist, hat der CCC alleine keinen EinfluRR auf die Integritit des Darmepithels
(Abb. 32A, B). Somit kann eine redundante Funktion von ERM-1 und dem CCC in
Bezug auf die Zell-Zelladh&sion des Darmepithels postuliert werden (s. Diskussion).

Zell-Zelladhasion wird generell durch die Anbindung an das Aktinzytoskelett
stabilisiert (Jaffe et al., 1990; Rimm et al., 1995). Somit kdnnte die Fragmentierung
des Darmes in erm-1/hmp-1(RNAI)-Embryonen durch eine Disorganisation oder
Verminderung des Aktinzytoskeletts hervorgerufen werden. Fir ERM-1 wurde
gezeigt, dal} es wichtig fur das apikale Aktinzytoskelett im Darmepithel ist (s. Abb.
14). Da fur HMP-1 bisher nur in der Hypodermis beschrieben wurde, dal3 es von
Bedeutung ist, um Aktinfilamente zu biindeln (Costa et al., 1998; Raich et al., 1999),
stellt sich die Frage, wie die Akkumulation von F-Aktin sich im apikalen Kortex der
Darmzellen verhalt. Hierfir wurden hmp-1(RNAIi)-Embryonen mit fluoreszierendem
Phalloidin gefarbt und ausgewertet. Wahrend in WT-Embryonen zu Beginn der
Morphogenese (Bohnestadium) eine apikale Anreicherung von F-Aktin in den
Darmzellen zu sehen ist (Abb. 33A), fehlt diese in hmp-1(RNA)-Embryonen (Abb.
33B). Diese Verminderung der apikalen F-Aktin kann auch wahrend der spéteren
Morphogenese beobachtet werden (vgl Abb. 33C-F). Dies ist ein Hinweis auf ein
gestortes Aktinzytoskelett, welches in &hnlicher Form auch in erm-1(RNAI)-
Embryonen zu finden ist. So kann vermutet werden, dal die Anbindung an das
Aktinzytoskelett ein wichtiges Kriterium fir die Zell-Zelladh&sion im C. elegans

Darmepithel darstellt (s. Diskussion).

3.6.2 Die Rolle von LAD-1 wahrend der Entwicklung des
embryonalen Darmepithels

Da der DAC und der CCC offensichtlich gemeinsam fur die Zell-Zelladh&sion der

Darmepithelzellen verantwortlich sind (Segbert et al., 2004) und auch fir ERM-1 und

den CCC eine entsprechende redundante Funktion postuliert werden kann, stellt sich
die Frage, ob DLG-1 bzw. ERM-1 zusétzliche Transmembranproteine stabilisieren,
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die redundant zum CCC wirken und adhé&sive Funktionen bernehmen. In der
Literatur finden sich LLCAMs (“cell adhesion molecule”), Transmembranmolekiile,
die Uber Ca**-unabhingige, homo- oder heterophile Interaktion Zell-Zelladhasion
vermitteln und zur Superfamilie der Immunglobulin(IG)-Proteine gehéren (Hutter et
al., 2000; Vogel et al., 2003). Sie konnen sowohl mit ERM-Proteinen als auch mit
DLG-1-Homologen wechselwirken (Dickson et al., 2002; Wei et al., 2004).

Ein LICAM-Homolog in C.elegans ist LAD-1 (“L1 like adhesion”), welches eine
mogliche Rolle fir die Zell-Zelladhasion spielt. So wurden durch Uberexpression
eines dominant negativen LAD-1-Konstruktes Adhdasionsdefekte in der Gonade
beschrieben, u.a. verlieren hier die Oozyten den Kontakt zueinander und weisen
verédnderte Formen und GroRen auf. Ferner konnten in einem lad-1-mutanten
Hintergrund, durch einen Adhdsionsverlust verursacht, falsch positionierte Neuronen
beobachtet werden. Auerdem wurde eine defekte Anheftung der Képermuskulatur an
die Hypodermis beschrieben (Chen et al., 2001; Wang et al., 2005). Somit stellt LAD-
1 einen moglichen Kandidaten dar, der auch an der Zell-Zelladh&sion im Darmepithel

beteiligt sein kann.

3.6.2.1 Die Lokalisation von phosphoryliertem LAD-1 im Embryo ist abhdngig von
DLG-1

LAD-1 lokalisiert kortikal, wobei es, ahnlich zu ERM-1 (s. Abb. 8) auch im Kortex
der Darmzellen anzutreffen ist (Abb. 34C, C"). Es interagiert mit Ankyrin und ist so
an das Spektrin-Aktinzytoskelett gekoppelt. Durch die Phosphorylierung des
konservierten Ankyrin-Bindemotivs (FIGQY) wird die Anbindung an Ankyrin
unterbunden und LAD-1 gelangt in die AJ, wo es mit AJM-1 und somit
wahrscheinlich mit DLG-1 kolokalisert (Abb. 34A-B”, Chen et al., 2001).

Durch den Verlust von dlg-1 ist die Verteilung von AJM-1 entlang des Zellapex
gestort, es entsteht ein “punktiertes” Muster (S. oben). Auch die Lokalisation von
LAD-1 ist “gespottet” (Abb. 34D, D"). Da AJM-1 fir die korrekte Lokalisation von
DLG-1 verantwortlich ist, konnte es somit auch indirekt LAD-1 beeinflussen.
Tatsachlich zeigen ajm-1(RNAI)-Embryonen eine stark verminderte Expression von
LAD-1 (Abb. 34E, E’). In erm-1(RNAi)-Embryonen spiegelt die Verteilung von
LAD-1 den Remodellingdefekt der AJ wieder (Abb. 34F, F°, Pfeilkopf). In dlg-
1(RNAI) und erm-1(RNAi)-Embryonen konnten jedoch keine Unterschiede in der
Expression des nichtphosphorylierten LAD-1 beobachtet werden (Daten nicht
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gezeigt). Somit bleibt zu prufen, ob kortikales LAD-1 von DLG-1 bzw. ERM-1
abhangig ist.

LAD-1 besitzt am C-Terminus ein konserviertes PDZ(PSD-95, Discs Large, ZO-1)-
Bindemotiv (-STEV), an das DLG-1 binden kénnte. DLG-1 besitzt 3 PDZ-Domaénen,
die wichtig fur Protein-Protein Interaktionen sind. AuBerdem findet sich hier ein
konserviertes RSLE-Motiv fur die Bindung an FERM-1-Domanen, wie sie ERM-1
besitzt (Abb. 35E). Deshalb wurde im H2HS (s. 3.3) eine mdgliche Interaktion von
LAD-1 mit DLG-1 bzw. ERM-1 getestet.

Hierzu wurden jeweils die Sequenz des N-Terminus von erm-1 (s. 3.3) und ein
Bereich von dlg-1, der die drei PDZ-Doménen umfalit (freundlicherweise von M.
Hoffmann zur Verfligung gestellt) ,in frame“ in das ,,Kdderplasmid“ und der
zytosolische Bereich von lad-1 ,,in frame* in das ,,Beuteplasmid* kloniert (s. M&M).
Es konnte eine Interaktion von DLG-1 und LAD-1 nachgewiesen werden, die mit
Konstrukten der einzelnen PDZ-Doménen (freundlicherweise von M. Hoffmann zur
Verfiigung gestellt) auf die zweite PDZ-Doméne bestimmt wurde (Abb. 35A). Eine

Interaktion mit ERM-1 bleibt, zumindestens im H2HS, aus.

3.6.2.2 Molekulare Analyse von lad-1(ok1244)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Funktionsverlustphénotyp von lad-1 mittels der
Mutante lad-1(ok1244) analysiert, da sich die Genfunktion von lad-1 Gber RNAI nicht
herunterregulieren 1Rt (Chen et al., 2001). Diese Mutante wurde von dem OMRF
(Oklahoma Medical Research Foundation) Knockout Projekt hergestellt und tber das
CGC (Caenorhabditis Genetic Center, Minneapolis) verteilt.

Auf genomischer Ebene fehlt in lad-1(ok1244) ein etwa 1200 Bp grof3es Fragment.
Da allerdings nicht Klar ist, welche Auswirkungen diese Deletion auf die gespleilte
Sequenz und somit auf das Protein hat, wurde durch eine RT(Reverse Transkription)-
PCR-Reaktion (s. M&M) die gespleilite Sequenz ermittelt und mit der durch den
Genefinder (Favello et al., 1995) vorhergesagten Sequenz verglichen. Die lad-1-
Sequenz besteht aus 14 Exons. In lad-1(ok1244) ist Exon 9 deletiert (Abb. 35B).
Hierbei handelt es sich um eine “out of frame” Deletion, die das Leseraster verandert
und zu einem vorzeitigen Stoppkodon fuhrt (s. auch Anhang). Das korrelierende
Protein ist somit wahrscheinlich nur 550 Bp anstatt 1144 Bp groR (vgl. Abb. 35E, F).
LAD-1 besitzt einen groRBen extrazelluldaren Bereich mit 4 Immunglobulin(IG)-
ahnlichen Doménen (1Gc2) und 5 Fibronektin(FN)-Doméanen (FN3) und eine
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Transmembrandomane. In der intrazelluldren Sequenz findet sich das konservierte
Ankyrin-Bindemotiv (FIGQY). Das vorhergesagte Protein der lad-1(ok1244)-Mutante
besitzt nur die ersten 4 IG-Doménen, der zytosolische Bereich fehlt (Abb. 35D, F).
Um zu testen, ob lediglich ein trunkiertes Protein gebildet wird, wurden lad-
1(ok1244)-Embryonen gegen LAD-1 gefdrbt. Hierbei wurden 2 unterschiedliche
Antikorper benutzt (freundlicherweise von L. Chen zur Verfligung gestellt). Mit dem
ersten Antikorper, der die nicht-phosphorylierte Form von LAD-1 erkennt (a-LAD-1
6993), féllt die Farbung von lad-1(ok244)-Embryonen negativ aus (Abb. 36B).
Dagegen ist mit einem Antikorper gegen die phosphorylierte Form von LAD-1 (-
LAD-1 1163) sehr wohl noch eine Expression des Proteins in der Mutante
nachzuweisen (Abb. 36C). Dieses deutet darauf hin, dal} in der Mutante immer noch
ein Teil des LAD-1-Proteins hergestellt wird.

3.6.2.3 LAD-1 beeinfluft zusammen mit dem Cadherin-Catenin-Komplex die

Integritét des Darmepithels

Um zu testen, ob LAD-1 fur die Zell-Zelladh&sion im embryonalen Darmepithel
verantwortlich ist, wurden lad-1(ok1244)-Embryonen mit verschiedenen molekularen
Markern des Darmepithels gefarbt und auch auf genetische Interaktion mit dig-1, erm-
1 und dem CCC analysiert.

lad-1(ok1244)-Tiere sind lebensfahig und fertil. Auf IF-Ebene zeigen lad-1(ok1244)-
Embryonen eine normale Verteilung von AJ-Komponenten, wie z.B. DLG-1 (Abb.
37A), und auch die ERM-1-Lokalisation ist wildtypisch (Abb. 37B). Weiterhin
resultiert RNAI von erm-1 bzw. dlg-1 an lad-1(ok1244) nur in Auspragung der
einzelnen erm-1- bzw dlg-1(RNAI)-Phénotypen (Abb. 37C, D). In lad-
1(okk1244)/hmp-1(RNAi)-Embryonen ist schliellich eine fragmentierte AJ zu
beobachten, die gleichzeitig mit einem Verlust von IFB-2 einhergeht (Abb. 37E-H).
Diese Zell-Zelladhasionsdefekte sind zunéchst im anterioren Bereich des Darmes zu
beobachten (Abb. 37E, F, Kaulquappestadium, Pfeilkopf), wahrend sie sich in der
spaten Morphogenese entlang der anterior-posterioren Achse des Darmes ausdehnen
(Abb. 37G, H, Pflaumestadium, Pfeikdpfe). Auch im Pharynx kdnnen entsprechende
Adhésionsverluste beobachtet werden (Abb. 37E, Pfeil, Pfeilkopf). Teilweise ist auch
zu sehen, dal? Zellen aus dem Epithelverband treten (Abb. 37F, H, Pfeile). Dieser
Phénotyp ist identisch zu dem erm-1/hmp-1(RNAI)- und dig-1/hmp-1(RNAi)-Phéanotyp
(s. Abb. 32, 39). So lassen diese Ergebnisse vermuten, dal} auch LAD-1 in Bezug auf
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die Zell-Zelladhasion im Darmepithel redundant zum CCC wirkt, da ebenso in einem
Doppelknockout von hmr-1  bzw. hmp-2 zusammen mit lad-1(ok1244) ein
entsprechender Phénotyp reproduziert werden kann (Abb. 38, s. Diskussion).

Da phosphoryliertes LAD-1 von DLG-1 stabilisiert wird, stellt sich die Frage, ob
speziell diese phosphorylierte Form fir die Zell-Zelladhdsion im Darmepithel von
Bedeutung ist. Es wurde gezeigt, dal EGL-15, eine FGF(“fibroblast growth factor”)-
Rezeptor-Tyrosinkinase, fir die Phosphorylierung von LAD-1 verantwortlich ist, so
kann in egl-15(n1456) Mutanten auch keine LAD-1P-Lokalisation mehr
nachgewiesen werden (Abb. 36A, Chen et al., 2001; Szewczyk und Jacobson, 2003).
In egl-15(n1456)/hmp-1(RNAi)-Embryonen (Abb. 38G, H) tritt ein starker Zell-
Zelladhé&sionsverlust auf. Es sind aus dem Epithelverband geléste und abgerundete
Zellen zu erkennen (Abb. 38H, Pfeilkopf). In egl-15(n1456)-Embryonen tritt dieser
Phénotyp nicht auf (personl. Mitteilung, M. Hoffmann). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dalR die phosphorylierte Form von LAD-1 eine zum CCC redundante
Funktion fur die Ausbildung der Zell-Zelladhdsion besitzt (s. Diskussion).

3.6.3 erm-1/dig-1/hmp-1(RNAi)- und lad-1(ok1244)/dlg-1/hmp-
1(RNAi)-Embryonen zeigen eine verstirkte Fragmentierung
des embryonalen Darmepithel

Um zu prufen, wie DLG-1, ERM-1 und LAD-1 in Zusammenhang mit dem CCC
Zell-Zelladhasion vermitteln, ist es von Interesse, die einzelnen Genfunktionen in
verschiedenen Dreifachknockouts auszuschalten und nach Verstdrkungen des
jeweiligen Funktionsverlustph&notypen zu suchen (s. Tab.4).

Wahrend in einem Dreifachkockout, wie in den entsprechenden Zweifachknockouts,
von erm-1, dig-1 und hmp-1 in der friihen Morphogenese keine Defekte auftreten
(Kaulguappestadium, Abb. 40A), sind jedoch im Verlauf der Elongation verstérkte
Zell-Zelladhasionsdefekte  zu  beobachten (s. oben). Ein gleichzeitiger
Funktionsverlust von lad-1, erm-1 und hmp-1 fuhrt ebenfalls in der frihen
Morphogenese zu geringen Defekten (Kommastadium, Abb. 40C) und im Verlauf der
Morphogenese entsteht nur eine Fragmentierung des Darmes, die dem Phénotyp der
entsprechenden Zweifachknockouts &hnelt (Abb. 40D). Im Gegensatz dazu zeigt der
gleichzeitige Verlust von lad-1, dlg-1 und hmp-1 bereits ab der frihen Morphogenese
(Kommastadium, Abb.40E) eine Fragmentierung des apikalen Pols.
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So kann anhand dieser Ergebnisse vermutet werden, da mehrere parallele Wege
existieren, um Zell-Zelladh&sion zu vermitteln wobei der CCC eine zentrale Funktion
einnimmt. Da lad-1(ok1244)/dlg-1/hmp-1(RNAI) einen starkeren Phénotyp hervorruft
als lad-1(ok1244)/erm-1/hmp-1(RNAI), kdnnte auBerdem ein gemeinsamer “pathway”
von erm-1 und lad-1 (im Zusammenhang mit hmp-1) vermutet werden (s.

Diskussion).

Funktionsverlust| Zelladhiisionsverlust im Zelladhiisionsverlust im

von Bohne/Kommastadium Pflaumestadium
ERM- 1 und CCC — -+
DLG-1 und CCC - o
LAD-1 und HMP-1 — -

LAD-1 und HMP-2 — —_—

LAD-1 und HMR-1 - -

EGL-15 und HMP-1 — -+

ERM-1 und DLG-1 - —_—

LAD-1 und DLG-1 — —_—

LAD-1 und ERM-1 —_ —_—

ERM-1, DLG-1 und

HMP-1 B + +
LAD-1, ERM-1 und

HMP-1 - + +
LAD-1, DLG-1 und

HMP-1 + + +

Tab. 4: Uberblick Uber die Zell-Zelladhasionsverlust-Phanotypen in verschiedenen genetischen
Hintergrinden.

Dargestellt ist die Ausprédgung des Zelladhdsionsverlust bei Funktionsverlust der entsprechenden
Proteine in frihen und spateren Stadien der Morphogenese. — kein Adhésionsverlust, +
Adhésionsverlust, + + starker Adhésionsverlust. Benutzte Abkirzungen: CCC (,,cadherin-catenin-
complex, HMR-1, HMP-2 und HMR-1).
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde zunéchst versucht, den ProzelR der
Lumenbildung und das damit verbundene “apical junction”(AJ)-Remodelling im
embryonalen Darmepithel von C. elegans besser zu verstehen. Aullerdem konnte
gezeigt werden, daB die Zell-Zelladh&sion im embryonalen Darmepithel von C.
elegans durch redundante Mechanismen kontrolliert wird, wobei der Cadherin-
Catenin-Komplex (“cadherin-catenin-complex”, CCC) eine zentrale Funktion

einnimmt. Im nachfolgenden sollen nun beide Prozesse diskutiert werden.

4.1 Lumenbildung und AdJ-Remodelling im embryonalen
Darmepithel von C. elegans

ERM-1, ein Mitglied der Ezrin-Radixin-Moesin(ERM)-Proteinfamilie, zeigt nach
Funktionsverlust Defekte im Remodelling der AJ von apikal nach apikolateral, so daR
die AJ entweder vollistdndig apikal verbleibt oder nur unvollstindig an die
apikolaterale Membrandoméane gelangt. Dies fiuhrt zu Verschlussen oder
Verengungen des Darmlumens. Um einen tieferen Einblick in den VVorgang des AJ-
Remodelling zu bekommen, wurden weitere Komponenten analysiert, die Einfluf} auf

diesen Mechanismus haben kdnnten.

4.1.1 Stabilisation des apikalen F-Aktinzytokortex des
Darmepithels durch ERM-1

Die Expression von ERM-1 ist mit dem Zellkortex der meisten Zellen assoziiert.
Wahrend der ersten Zellteilungen akkumuliert ERM-1 am Zellkortex angrenzender
Plasmamembranen (Abb. 8). Trotz dieser frilhen Lokalisation konnten weder Defekte
in Bezug auf die Zytokinese noch fir die Polaritat der Zellteilungen in erm-1(RNAI)-
Embryonen beobachtet werden. Eine Erklarung ware eine redundante Funktion von
FERM(*“band four one”, Ezrin, Radixin, Moesin)-Domanen Proteinen. In C.elegans
gibt es neben ERM-1 noch 15 weitere FERM-Doménen Proteine. Wé&hrend meiner
Diplomarbeit konnte ich jedoch zeigen, dal} diese keine Redundanz in Bezug auf eine
Funktion von ERM-1 zeigen (van Firden, 2001).

In der Morphogenese wird ERM-1 apikal in Epithelien, wie Hypodermis, Pharynx
und Darm, angereichert (Abb. 8). ERM-1 kolokalisiert deutlich mit F-Aktin und dem
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Intermediarfilament 1IFB-2, eine Uberlappung mit der AJ konnte nicht gezeigt werden
(Abb.8). Wéhrend Farbungen mit Immunogold auf elektronenmikroskopischer Ebene
gezeigt haben, dal IFB-2 in der “endotube”, ein Bestandteil des terminales
Netzwerks, das in dieser Form nur bei Nematoden zu finden ist, und auch in der
elektronendichten Struktur der AJ lokalisiert (Bossinger et al., 2004; Munn und
Greenwood, 1983), muRR die genaue Lokalisation von ERM-1 noch spezifiziert
werden. Da ERM-Proteine generell mit Mikrovilli assoziiert sind (Bonilha et al.,
1999; Hanzel et al., 1991; Yonemura und Tsukita, 1999), kann nicht ausgeschlossen
werden, dal? in C.elegans auch ERM-1 dort lokalisiert.

Der primdre Defekt, der in erm-1(RNAi)-Embryonen beobachtet werden kann, ist der
Verlust der Aktin-Akkumulation im apikalen Zellkortex der Darmepithelzellen
(Abb.14). ERM-1 wird vielleicht benotigt, um Aktinfilamente zu biindeln, wie die
Untersuchungen fir Drosophila Moesin in den Né&hrzellen der Oozyte nahelegen
(Polesello et al., 2002).

Die Verminderung des F-Aktins fihrt zu einem defekten AJ-Muster, der Transport
von AJ-Molekulen an die apikale Membrandoméne ist aber vermutlich intakt (Abb.
13, 15). Wahrscheinlich ist ERM-1 fir die korrekte Organisation von F-Aktin und
damit daflr verantwortlich, dal der apikale F-Aktinzytokortex und damit die
“endotube” korrekt ausgebildet werden. Dadurch ist der ProzelR des AJ-Remodelling
in erm-1(RNAIi)-Embryonen blockiert oder vorzeitig arretiert (Abb. 13, 15).

Die generelle Ausbildung der AJ bleibt durch ERM-1 jedoch unbeeinfluf3t, da auf
Immunfluoreszenz(IF)-Ebene keine genetische Interaktion von erm-1 und Genen, die
wichtig fur die Ausbildung der AJ sind, besteht (Abb. 30, 31). AuRerdem konnte
gezeigt werden, daf3 in erm-1(RNAI)-Embryonen die elektronendichte Struktur der AJ
vorhanden ist (Gobel et al., 2004).

ACT-5 ist das einzige Aktinprotein, welches ausschlieBlich im Darm exprimiert wird
(MacQueen et al., 2005; Schriefer et al., 1995). In act-5(RNAi)-Embryonen kann
wéhrend der spaten Morphogenese eine Verminderung der Aktinanreicherung im
apikalen Zytokortex des Darmepithels beobachtet werden (Abb. 26). Diese ist auch in
erm-1(RNAI)-Embryonen zu sehen, tritt allerdings schon in der frihen Morphogenese
auf (Abb. 14). DaBR der Verlust von act-5 zu einer verdnderten apikalen
Aktinorganisation des Darmepithels fuhrt, konnte bereits in anderen Studien gezeigt
werden. So wurde in act-5(RNAi)-Embryonen eine Reduktion der Darmmikrovilli
beschrieben (MacQueen et al., 2005). Auf IF-Ebene kann im Darmepithel von act-
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5(RNAIi)-Embryonen eine nur unvollstandig separierte AJ beobachtet werden (Abb.
25). Dieses erinnert an den AJ-Phénotypen in erm-1(RNAi)-Embryonen (Abb. 13),
allerdings ist im Gegensatz zu erm-1(RNAi)-Embryonen keine vollstandig apikal
verbleibende AJ zu sehen. Da ein Doppelknockout von erm-1 und act-5 zu keiner
Verstarkung des Defekts in der AJ-Remodelling fuhrt (Abb. 25), kann vermutet
werden, dal beide in einem “pathway” wirken und ACT-5 somit von ERM-1
stabilisiert wird. Da es in C. elegans 12 Aktinproteine bzw. Aktin-dhnliche Proteine

gibt (www.wormbase.org), kann so auch eine redundante Funktion von

Aktinproteinen vermutet werden.

4.1.2 Die Ausbildung der apikalen Membrandomane im
Darmepithel fihrt nicht zum Remodelling der AJ

Wahrend der epithelialen Polarisierung des Darmepithels akkumulieren die Molekiile
der AJ am zukunftigen apikalen Pol gegenuberliegender Darmzellen. Hier kdnnten
Zell-Zelladhasionsmolekiile, wie die E-Cadherine, Uber homophile Interaktion eine
Adhaésion Uber das zukunftige Darmlumen bewerkstelligen. Wéhrend der Ausbildung
des Darmlumens gelangt die AJ nach apikolateral, wo sie das Darmlumen umgrenzt.
In erm-1(RNAi)-Embryonen konnten diese Adhasionsmolekile weiterhin ber das
zukinftige Lumen in Kontakt stehen und somit die Lumendefekte verursachen (Abb.
41).

Die Morphogenese eines Lumens erfordert die Ausbildung und Expansion der
apikalen Membrandoméne (Lubarsky und Krasnow, 2003; Mostov et al., 2003; Paul
und Beitel, 2005). In MDCK-Zellen konnte gezeigt werden, dal3 zytoplasmatische
Vesikel an der Region des Zellkontakts verschmelzen und so die apikale Membran
und einen luminalen Raum zwischen Zellen bilden. Auch das exkretorische System
von C.elegans und die primdren Tracheen von Drosophila bilden sich so aus (Beitel
und Krasnow, 2000; Buechner, 2002; Vega-Salas et al., 1988). Da ebenfalls eine
grolRe Anzahl an apikalen Vesikeln in elektronenmikroskopischen Schnitten des C.
elegans Darmepithels beobachtet wurde (Leung et al., 1999), konnte ein
entsprechender Mechanismus auch bei der Ausbildung des C. elegans Darmlumens

postuliert werden.
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Abb. 41: Schematisches Model des Remodelling der “apical junction” (AJ) wahrend der
Lumenbildung im Darmepithel von WT- und erm-1(RNAi)-Embryonen.

Dargestellt ist ein Querschnitt von zwei gegenuberliegenden Zellen. (A) Wéhrend der Ausbildung der
apiko-basalen Polaritdt werden AJ-Komponenten und Proteine der apikalen Membrandoméne am
zunkiinftigen apikalen Pol des Darmepithels angereichert. (B) Im Verlauf der Morphogenese
expandiert der apikale Pol und die AJ-Komponenten gelangen nach apikolateral. (C) SchlieRlich formt
sich ein Lumen, welches durch zusétzliches Wachstum der apikalen Membran vergroRert wird. (D-F)
Der Funktionsverlust von ERM-1 fiihrt jedoch dazu, da AJ-Komponenten apikal verbleiben und die
Ausbildung eines Lumens verhindern. (E) Oder die AJ-Komponenten filhren zur Einengung des
Darmlumens, ohne daB die Expansion der apikalen Membrandoméne betroffen ist (vgl. Abb. 15).

Die relative Position der AJ wiirde so als sekundéarer Effekt mit der expandierenden
apikalen Membrandoméne nach apikolateral gelangen. ERM-1 kdnnte U(ber die
Stabilisierung des Aktinzytoskeletts fir die Anlieferung der Vesikel sorgen. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dal? die generelle Ausbildung der apikalen Membrandomane
nicht gestort ist (Abb. 15). Vielmehr kann ein alternativer Mechanismus postuliert
werden, wie die AJ nach apikolateral gelangt.

4.1.3 Das Aktin-Myosinnetzwerk und die Medium-Ketten des
Clathrin-Adapter-Komplex bewirken nur bedingt AJ-

Remodelling

Dieser Mechanismus basiert auf der Analyse der Ausbildung des Zell-Zellkontakts in
MDCK-Zellen (Adams et al., 1998). In vivo Videoaufnahmen mit einem GFP(Grin
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fluoreszierendes Protein)-fusionierten E-Cadherin konnten zeigen, dall dieses
dynamisch relokalisiert wird. Zun&chst lokalisiert E-Cadherin in “puncta” an der
initialen Kontaktzone zweier MDCK-Zellen. Uber Catenine bindet es an das
Aktinzytoskelett, welches dadurch stabilisiert wird. SchlieBlich wird durch eine
Kontraktion von Aktin zusammen mit Myosin 11 die Umlagerung von E-Cadherin an
die Enden des Zellkontakts bewerkstelligt. In C. elegans konnte ERM-1 als “linker”
zum Aktinzytoskelett fir eine Umlagerung der AJ sorgen (Abb. 42).

Auch in Drosophila ist ein entsprechendes Myosin-abhangiges Remodelling von E-
Cadherin bekannt (Pilot und Lecuit, 2005). Wahrend der Keimstreifausstreckung, der
Elongation des Embryos, kommt es zur Interkalation von wandernden Zellen. E-
Cadherin wird wahrscheinlich hierbei durch eine lokale Aktin-Myosinkontraktion
dynamisch relokalisiert. Es wurde aber auch postuliert, da Aktinfilamente durch
Myosin gebundelt werden und so zur polarisierten Endozytose von E-Cadherin
fuhren. Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3 neben Myosin 11 auch die Rho-Kinase
Rok wichtig fiir diesen Prozef3 ist, indem sie Myosin Il phosphoryliert und damit
aktiviert (Bertet et al., 2004; Winter et al., 2001; Zallen und Wieschaus, 2004). Da
auch in C. elegans die Komponenten des Aktin-Myosinkontraktion konserviert sind,
stellte dieser Mechanismus einen interessanten Kandidaten fir das AJ-Remodelling
im Darmepithel dar und wurde im Rahmen dieser Arbeit analysiert.

Zwei Schlisselproteine der Aktin-Myosinkontraktion sind die Rho-Kinase LET-502
und die Myosin-Phosphatase MEL-11, die beide in der AJ von Hypodermis und Darm
lokalisieren. Beide wirken antagonistisch auf die Funktion von MLC-4, die
regulatorische Untereinheit des Myosins (“myosin light chain”), und regulieren somit
die Elongation der Hypodermis (Ubersichtartikel Piekny und Mains, 2003).
Allerdings haben auf IF-Ebene weder LET-502 noch MEL-11 einen direkten Einflul}
auf das Remodelling der AJ im Darmepithel, noch auf die Lokalisation von ERM-1
(Abb.18-20), obwohl z.B. auch gezeigt werden konnte, dal3 Ezrin in Fibroblasten
durch eine Rho-Kinase phosphoryliert und lokalisiert wird (Tran Quang et al., 2000).
Sowohl RNAi von mlc-4, als auch von der “myosin heavy chain” (nmy-2), der
schweren Kette des Myosin, fuhrt zu frihen Zytokinesedefekten (Abb. 21, 22, Guo
und Kemphues, 1996). Mittels eines Stammes, der darmspezifische RNAi ermdglicht,

wurde versucht, die Funktion dieser beiden Proteine im Darmepithel zu analysieren.
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Abb. 42: Die Entwicklung der Cadherin-vermittelten Zell-Zelladhasion in MDCK-Zellen
(modifiziert nach Adams et al., 1998) und das Modell fur die Funktion von ERM-1 in C.elegans
(A) Die Zellen wandern aufeinander zu und anféangliche Kontakte werden ausgebildet. (B) Initiation:
Ausbildung der Cadherin-vermittelten Zell-Zelladhéasion. Die Cadherine akkumulieren als ,,puncta* (C)
Die Assoziation Uber Catenine zum Aktinzytoskelett wird ausgebildet. (D) Durch eine Kontraktion des
Aktinzytoskeletts Giber Myosin Il gelangt der Cadherin-Catenin-Komplex in den lateralen Bereich. (E,
F) Immunfluoreszenz-Aufnahmen und das vergleichbare Modell fir C.elegans. Die Komponenten der
“apical junction” gelangen an die apikolaterale Membrandoméne, wobei ERM-1 durch die
Stabilisierung des Aktinzytoskeletts fiir diese Umlagerung verantwortlich sein kdnnte.

So sind auf IF-Ebene sowohl bei mlc-4(RNAI) als auch bei nmy-2(RNAi)-Embryonen
schwache Remodellingdefekte der AJ zu sehen (Abb. 21, 22). Und mittels DIK-Optik
kann in seltenen Féllen bei nmy-2(RNAIi)-Larven ein Darmlumen beobachtet werden,
das z.T. Verschlisse aufweist und geschwollen ist (Abb. 23). Ein Phanotyp, der
entsprechend auch in erm-1(RNAi)-Larven zu beobachten ist. Insofern kann nicht
ausgeschlossen werden, dafl Myosin an dem Remodelling der AJ des C. elegans
Darmepithel beteiligt ist.

Eine weiteres Modell fur das AJ-Remodelling ist, dal} die AJ-Molekiile endozytiert
und damit relokalisiert werden. Die apikalen Vesikel, die in raumlicher Nahe zum
zukilinftigen Darmlumen erscheinen, konnten (ber ein organisiertes apikales
Aktinzytoskelett AJ-Molekile transportieren und damit relokalisieren. Die Tatsache,
dalR im Darm vermehrt Rezeptor-vermittelte Endozytose (RME, entspricht Clathrin-

vermittelter Endozytose) stattfindet, lieR diese Theorie von Interesse sein. Allerdings
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konnte gezeigt werden, dal3 die generelle Inhibition der RME uber Chlorpromazine
wahrscheinlich keinen Einflul? auf das AJ-Remodelling des Darmepithel hat (H. Aarts
und O. Bossinger, unvertffentlichte Daten). Ein Doppelknockout von zwei
Hauptkomponenten der RME, apm-1 und unc-101, weist jedoch in seltenen Fallen ein
Defekt des AJ-Remodelling im Darm auf. Hier &hneln die Defekte den in erm-
1(RNAI)-Embryonen beobachteten, die AJ verbleibt teilweise am apikalen Pol der
Darmzellen (Abb. 26). Die Internalisierung von Zonula adherens (ZA) bzw. Tight
Junction (TJ)-Komponenten (ber Clathrin-vermittelte Endozytose wurde bereits
haufig beschrieben. So konnte z.B. gezeigt werden, dal in MDCK-Zellen bereits
internalisiertes E-Cadherin wieder an der Zellmembran erscheint (Le et al., 1999).
Auch ist schon oft ein Zusammenhang von Endozytose und dem Aktin-
Myosinnetzwerk beobachtet worden. Es wurde z.B. postuliert, dal Myosin 1l in T84-
Epithelzellen fir einen gerichteten Transport von Endozytosevesikeln sorgt (Ivanov et
al., 2004; Utech et al., 2005). Die Tatsache, dal sowohl ein Funktionsverlust von
nmy-2 also auch von apm-1 und unc-101 zu einem erm-1(RNAIi)-anlichen Ph&notypen
fahrt, 14t vermuten, dal in C. elegans in Bezug auf das AJ-Remodelling ein

komplexer Mechanismus existieren konnte.

4.1.4 Alternative Erklarungen fir das AJ-Remodelling im
Darmepithel

Alternative Erklarungen fur das AJ-Remodelling im Darmepithel wéren, dall die
apikalen Vesikel mit der apikalen Membrandoméne verschmelzen und ihr Inhalt zur
Auflosung der adhdsiven Bindungen, wie z.B. den homophilen Cadherin-Bindungen,
und damit zur Ausbildung des Darmlumens fihrt. Durch ein Uber ERM-1
stabilisiertes Aktinzytoskelett k&me es hier zu einem gerichteten Transport der
Vesikel (Leung et al., 1999). Oder es sind noch weitere Proteine an dem AJ-
Remodelling beteiligt, hier waren z.B. die Zona pellucida(ZP)-Proteine zu nennen, die
erstmalig in der ZP der Maus, einer Schutzschicht, die das AuBere des befruchteten
Eis umgibt, identifiziert wurden. Die Tracheen von Drosophila bilden Verzweigungen
aus, wobei aus einer multizelluldren eine einzellige Rohre entsteht. Die ZA wird dabei
einem dynamischen Remodelling unterzogen. Es konnte gezeigt werden, dal u.a. die
ZP-Proteine Piopio und Dumpy fir diesen ProzeR zustdndig sind. Beides sind apikal
sekretierte Proteine und formen eine luminale, extrazellulare Matrix, die auf noch

nicht geklarte Weise das Remodelling der ZA unterstiitzen (Affolter et al., 2003;
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Jazwinska et al., 2003; Paul und Beitel, 2005). In C. elegans gibt es tber 20 ZP-

Proteine ( www.wormbase.org), die somit mogliche Kandidaten darstellen.

Ob diese Spekulationen auch fur das von ERM-1 vermitttle AJ-Remodelling zutreffen
kdnnten, verbleibt zu testen.
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4.2 Die Zell-Zelladhasion im embryonalen Darmepithel von C.
elegans wird durch redundante Mechanismen vermittelt

Die Zell-Zelladhdsion im Darmepithel von C. elegans ist sehr rigide. Wahrend in
anderen Organismen, wie Drosophila der Cadherin-Catenin-Komplex (“cadherin-
catenin-complex”, CCC) fur die Zell-Zelladh&sion verantwortlich ist, spielt dieser
alleine im Darmepithel von C. elegans hierflr keine Rolle.

Erst ERM-1 bewirkt zusammen mit dem CCC die Aufrechterhaltung der Zell-
Zelladhéasion. Entsprechende Rollen kdnnen fir das MAGUK-(Membran-assoziierte-
Guanylatkinase)-Protein DLG-1 (Discs Large) bzw. fur das LICAM (“cell adhesion
molecule”) LAD-1 (“L1-like adhesion”) in Zusammenhang mit dem CCC beobachtet

werden.

4.2.1 ERM-1 und der Cadherin-Catenin-Komplex vermitteln Zell-

Zelladhasion im embryonalen Darmepithel

Der gleichzeitige Funktionsverlust von erm-1 und dem CCC fiihrt zu einem Defekt
der Zell-Zelladhdsion im Darmepithel. Dieses kann mit Markern, wie den AJ-
Proteinen DLG-1 und AJM-1, aber auch mit dem apikalen Protein IFB-2 sichtbar
gemacht werden. IFB-2 lokalisiert auf EM-Ebene im terminalen Netzwerk unterhalb
der apikalen Mikrovilli, der Endotube, ist aber auch in der elektronendichten Struktur
der AJ zu finden (Bossinger et al., 2004). Somit ist auch IFB-2 ein idealer Marker, um
Zell-Zelladhdsion zu dokumentieren. Der Verlust der Zell-Zelladhdsion ist ein
gradueller Prozef3, erst im Verlauf der Morphogenese sind erste Defekte sichtbar
(Abb. 32). Es kann deshalb vermutet werden, daf} durch die Elongation des
Darmepithels die Adhdsion der AJ in erm-1/hmp-1(RNAi)-Embryonen nicht mehr
ausreicht und deshalb die AJ zwischen den “ints” der Darmzellen
“auseinandergerissen” wird. Die AJ und das Darmlumen erscheinen dadurch
fragmentiert. Auch der Pharynx zeigt Zell-Zelladh&sionsdefekte, die im weiteren aber
nicht untersucht wurden. Es kann auch nicht ausgeschlossen werden, dafl in der
Hypodermis Adhé&sionsdefekte auftreten, vor allen Dingen, da beide Systeme auch in
der Hypodermis lokalisiert sind.

Es wurde gezeigt, daB die Lokalisation von HMP-1 von dem g-Catenin HMP-2
abhéangig ist, HMP-2 wird wiederum von HMR-1 lokalisiert (Costa et al., 1998; Raich
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et al., 1999). So fihrt nicht nur der Verlust von hmp-1, sondern auch von hmr-1 bzw.
hmp-2 zusammen mit erm-1 zu einem Zell-Zelladh&sionsdefekt. Es konnte schon des
Ofteren gezeigt werden, dall ERM-Proteine in Zell-Zelladh&sion involviert sind. In
kultivierten Epithelzellen der Maus wird durch antisense Oligonukleotide Ezrin
inaktiviert und die Zell-Zelladhasion aufgehoben. Die Zellen weisen keinen Kontakt
zueinander auf und sind abgerundet. In MDCK-Zellen ist die Rekrutierung von E-
Cadherin an die Membran durch die Uberexpression von Ezrin inhibiert. Dies fiihrt zu
einem Verlust der Zell-Zelladh&sion (Pujuguet et al., 2003; Takeuchi et al., 1994).
Wahrscheinlich wirken ERM-1 und der CCC jedoch in zwei parallelen “pathways”.
Hierfur spricht, daR der Zell-Zelladh&sionsverlust in C. elegans erst nach einem
Doppelknockout ausgepragt wird und daR die Lokalisation von ERM-1 bzw. dem
CCC unabhangig voneinander ist (Abb. 31).

Wie konnten ERM-1 und der CCC in Bezug auf die Zell-Zelladhasion
zusammenwirken?

Fur den CCC wurde bisher nur in der Hypodermis eine Funktion beschrieben.
Wahrend des ventralen Schlul der Hypodermis wandern Hypodermiszellen
aufeinander zu. Hierbei bilden sie aktinreiche Filopodien aus, die schliefflich in
Kontakt treten. HMP-1 bundelt Aktinfilamente in den Filopodien und stabilisiert
somit die Uber das membranstandige HMR-1 vermittelte Adhdsion der Filopodien
(Costa et al., 1998; Raich et al., 1999). ERM-1 konnte an ein zusatzliches
Transmembranmolekil binden, welches Zell-Zelladhdsion vermittelt. So ist Ezrin in
transfizierten COS-Zellen mit ICAM1 und ICAM2 (“intercellular cell adhesion
molecule™) assoziiert und in entsprechenden “binding assays” konnte eine Interaktion
von Ezrin mit ICAM1 und ICAM2 nachgewiesen werden (Heiska et al., 1998). Da die
Zell-Zelladasion im Darmepithel von C. elegans sehr rigide ist, kommen Defekte
wahrscheinlich erst zu tragen, wenn zwei Adhasionssysteme ausgeschaltet werden. Es
kann aber auch vermutet werden, dall die Destabilisierung des apikalen
Aktinzytokortex des Darmepithels in erm-1(RNAi)-Embryonen dazu flhrt, dall die
“endotube” generell geschwécht ist und erst in dieser besonderen Situation die
adhasive Funktion des CCC im Darmepithel deutlich wird.

Es wurde schon ofters (ber redundante Mechanismen in Bezug auf die Zell-
Zelladhésion spekuliert (Chen et al., 2001; Costa et al., 1998; McMahon et al., 2001;
Segbert et al., 2004; Simske et al., 2003). So vermittelt das Claudin-Homolog VAB-9,
welches in der AJ lokalisiert, zusammen mit dem DLG-1/AJM-1-Komplex Zell-
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Zelladhasion in der Hypodermis (Simske et al., 2003). Auch ein gleichzeitiger
Funktionsverlust von dlg-1 und dem CCC verursacht einen Zell-Zelladhasionsdefekt
im embryonalen Darmepithel von C. elegans. Marker, wie AJM-1 und IFB-2, sind
ahnlich wie in erm-1/hmp-1(RNAIi)-Embryonen nur noch fragmentiert vorhanden
(Abb. 39). So wurde gemutmalit, daB DLG-1 Transmembranproteine stabilisiert, die
zusammen mit dem CCC fur Zell-Zelladh&sion verantwortlich sind (Segbert et al.,
2004).

4.2.2 LAD-1 und der Cadherin-Catenin-Komplex vermitteln Zell-

Zelladhasion im embryonalen Darmepithel

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal das L1CAM LAD-1 ein
maoglicher Kandidat fiir ein Transmembranmolekdl ist, welches zusammen mit dem
CCC Zell-Zelladhé&sion im Darmepithel vermittelt.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendetete Mutante lad-1(ok1244) ist lebensféhig
und fertil. AJ-Proteine und apikale Proteine, wie IFB-2 und ERM-1 sind im
Darmepithel wildtypisch verteilt (Abb. 37). Erst der gleichzeitige Verlust von LAD-1
und dem CCC fihrt zu einem fragmentierten Darmepithel. Hier ist, wie schon in den
beschrieben Doppelknockouts, ein gradueller Verlust von AJ- und apikalen Markern
im Darmepithel zu beobachten (Abb. 37, 38). So sind LAD-1 und der CCC
gemeinsam fir die Aufrechterhaltung der Zell-Zelladhdsion im Darm verantwortlich.
Es wurde gezeigt, dal LAD-1 fur die Entwicklung und speziell fir die Positionierung
der sensorischen Neuronen verantwortlich ist (Sasakura et al., 2005; Wang et al.,
2005; Zallen et al., 1999). L1CAMs sind hauptsachlich in neuronalen Geweben
lokalisiert und Mutationen im humanen L1CAM verursachen neurologische
Krankheiten, die entsprechend auch in LLCAM Knockout-M&usen zu finden sind. In
Mausen konnten fur LICAMSs aber auch neuronal-unabhdngige Funktionen gezeigt
werden, die die Nierenentwicklung und Fertilitat beeinflussen (Cohen et al., 1998;
Dahme et al., 1997; Fransen et al., 1998; Weller und Gartner, 2001).

In letzter Zeit wurde noch hadufiger von neuronal-unabh&ngigen Funktionen von
L1CAMs, auch im Bereich der Epithelzelladhé&sion, berichtet. In Mutanten von dem
Drosophila-L1CAM Homologen Neuroglian (Nrg) sind neben neuronalen Defekten
auch Defekte in den Septate Junctions (SJ) zu beobachten. Nrg lokalisiert in den SJ
der Speicheldriisen und ist hier wichtig fur die Aufrechterhaltung der Barrierefunktion
der SJ, so entstehen in nrg-Mutanten Liicken zwischen den einzelnen Zellen (Genova
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und Fehon, 2003; Hall und Bieber, 1997). Es konnte aber auch gezeigt werden, dal}
Nrg wahrend der Oogenese von Drosophila fur die Stabilitat des Follikelzellepithels
verantwortlich ist. Die “border cells” (BC) sind spezielle Zellen des
Follikelzellepithels. Sie delaminieren vom Follikelzellepithel und durchwandern die
Né&hrzellen bis zur Oozyte. Durch den vollstandigen Verlust von nrg kommt es zu
einer vermehrten Delamination von BC, die die epitheliale Polaritat verloren haben.
Ein &hlicher Ph&notyp ist auch in discs large(dlg)-Mutanten zu beobachten. In
Doppelmutanten dlg/nrg tritt sogar eine verstarkte Delamination der BC auf (Wei et
al., 2004).

In C. elegans kann bei einem gleichzeitigen Funktionsverlust von lad-1 und dlg-1
kein Defekt in der Zell-Zelladh&sion beobachtet werden (Abb. 37). Es konnte in
dieser Arbeit aber gezeigt werden, dal phosphoryliertes LAD-1 (LAD-1P) und DLG-
1 in der AJ des Darmepithels kolokalisieren und die Lokalisation von LAD-1P
abhéngig von DLG-1 ist (Abb.33). Ebenfalls wurde im Hefe-2-Hybrid-System eine
direkte Bindung von LAD-1 und DLG-1 nachgwiesen (Abb. 35). In dlg-1(RNAI)-
Embryonen ist die Lokalisation von LAD-1P in der AJ “punktiert”, somit ist DLG-1
wahrscheinlich fur die Stabilisierung von LAD-1P in der AJ zustandig. Obwohl z.B.
in den Drosophila SJ eine Kolokalisation von Nrg und DIg beobachtet wurde, ist
bisher nicht berichtet worden, ob die Nrg-Lokalisation von Dlg abhéngig ist (Genova
und Fehon, 2003).

4.2.3 Die Phosphorylierung von LAD-1 ist abhédngig von EGL-15

LAD-1 wird wahrscheinlich von der FGF (“fibroblast growth factor”)-Rezeptor-
Tyrosinkinase EGL-15 phosphoryliert (Chen et al., 2001). So zeigt sich ein Zell-
Zelladhasiondefekt im Darmepithel, wenn ein gleichzeitiger Verlust von EGL-15 und
HMP-1 auftritt (Abb. 39). AuBerdem kann in egl-15(n1456)-Embryonen LAD-1P
nicht nachgewiesen werden (Abb. 36). Die Fehllokalisation von LAD-1P in dlg-
1(RNAI)-Embryonen und der Zell-Zelladhdsionsverlust in egl-15(n1456)/hmp-
1(RNAI) konnten auf eine spezifische Funktion des phosphorylierten LAD-1 flr Zell-
Zelladhasion hinweisen, da auch des Ofteren schon uber verschiedenen Funktionen
von unterschiedlichen Spleilvarianten diskutiert wurde (Chen et al., 2001; Sasakura et
al., 2005; Wang et al., 2005).

Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK), wie EGL-15, haben wichtige Funktionen fur die

Weiterleitung von Signalen aus der extrazellularen Umgebung in die Zelle hinein.
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Hiermit haben sie EinfluB auf biologische Prozesse wie zelluldre Differenzierung,
Proliferation und Migration. Die Bindung eines Liganden an den Rezeptor, in dem
Falle eines FGF, fihrt zur Dimerisierung und Aktivierung der Kinasefunktion
(Birnbaum et al., 2005; Huang und Stern, 2005). Fur EGL-15 konnten in C. elegans
bereits vielféltige Funktionen gezeigt werden. So steuert es z.B. die Migration der
Sexmyoblasten in Hermaphroditen, wobei der Ligand EGL-17 hierbei als
chemotaktisches, richtungsweisendes Signal dient. Ein zweiter Ligand fur die RTK ist
LET-756, welcher fir neuronales Wachstum verantwortlich ist (Burdine et al., 1998;
Burdine et al., 1997; Popovici et al., 2004; Roubin et al., 1999; Szewczyk und
Jacobson, 2003). Doch welche Rolle konnte ein “FGF-Signalling” fir die
Aufrechterhaltung der Zell-Zelladh&sion spielen? Obwohl schon mehrmals
beschrieben wurde, dall L1CAMs zur Aktivierung von RTK fiihren (Forni et al.,
2004; Islam et al., 2004), ist es in C. elegans offensichtlich umgekehrt. Hier wirkt
LAD-1 “downstream” von EGL-15. LAD-1 bindet im unphosphorylierten Zustand an
Ankyrin, wodurch es an das kortikale Spektrin-Aktinzytoskelett gekoppelt ist. Durch
die Phosphorylierung von EGL-15 wird diese Bindung aufgeldst und LAD-1 wird in
die AJ rekrutiert (Chen et al., 2001), wo es von DLG-1 stabilisiert wird und redundant
zum CCC Zell-Zelladhasion vermitteln kann. Unterbleibt die Phosphorylierung, wie
in egl-15(n1456)-Mutanten, so verursacht dies einen Zell-Zelladh&sionsdefekt. Es
konnte spekuliert werden, dafd extrazellulare Signale fir die Aufrechterhaltung von
Zell-Zelladhdsion von Bedeutung sind. Es verbleibt jedoch zu testen, ob auch die
Liganden EGL-17 bzw. LET-756 zusammen mit dem CCC in Zell-Zelladh&sion
involviert sind oder ob EGL-15 vielleicht ligandenunabhé&ngig fir die

Phosphorylierung von LAD-1 sorgt.

4.2.4 Das Zusammenspiel von ERM-1, DLG-1 und LAD-1 in Bezug
auf die Zell-Zelladhasion im embryonalen Darmepithel von
C. elegans

Wie konnte ein Zusammenhang von ERM-1, DLG-1 und LAD-1 in Bezug auf die mit

dem CCC vermittelte Zell-Zelladhdsion bestehen? In der Hefe kommt es zu einer

Interaktion von DLG-1 und LAD-1 uber die 2. PDZ-Doméne und dem PDZ-

Bindemotiv (Abb.35). Dies korreliert mit den IF-Daten, wo gezeigt werden konnte,
dall LAD-1 in der AJ von DLG-1 stabilisiert wird (Abb. 34). In der Hefe interagiert
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ERM-1 nicht mit LAD-1, obwohl gezeigt werden konnte, daR z.B. Erzin an LICAM
in vitro und in vivo bindet und das entsprechende Bindemotiv konserviert ist (Cheng
et al., 2005; Dickson et al., 2002). ERM-1 konnte indirekt uber ein Adaptermolekiil an
LAD-1 binden. So kénnen ERM-Proteine Uber Adapter, wie z.B. dem EBP50, an
Membranproteine gekoppelt werden. EBP50 besitzt eine PDZ-Doméane, die an den C-
Terminus von Transmembranproteinen binden kann (Morales et al., 2004; Reczek et
al.,, 1997). Allerdings ist nicht auszuschlieBen, daB ERM-1 an ein anderes
Transmembranmolekul bindet.

Der gleichzeitige Verlust der Genfunktion von erm-1, lad-1 und hmp-1 fuhrt zu keiner
Verstarkung des fragmentierten Darmepithels. Ein verstarkter Phanotyp tritt bei den
Kombinationen erm-1/dlg-1/hmp-1(RNAI) und lad-1(0ok1299)/dIg-1/hmp-1(RNAI) auf
(Abb. 40, Tab. 4). Dies konnte ein Hinweis sein, dall auch ERM-1 und LAD-1 in
einem gemeinsamen “pathway”, vielleicht Uber den o.g. Adapter, Zell-Zelladh&sion

im Darmepithel vermitteln.
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Abb. 43: Schematische Darstellung der Zell-Zelladh&sionssysteme im Darmepithel von C. elegans
Dargestellt ist die apikolaterale Region zweier Darmzellen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dal’ es redundante Systeme fiir die Aufrechterhaltung der Zell-Zelladhédsion im Darmepithel
von C. elegans gibt. Der Cadherin-Catenin-Komplex (CCC), bestehend aus dem E-Cadherin HMR-1,
dem p-Catenin HMP-2 und dem a-Catenin HMP-1 vermittelt mit dem L1-CAM (“cell adhesion
molecule) LAD-1 Zell-Zelladhdsion. LAD-1 wird Uber eine direkte Interaktion mit dem
MAGUK(Membran-assoziierte Guanylatkinase)-Protein DLG-1 stabilisiert. ERM-1 gehort zur
ERM(Ezrin-Radixin-Moesin)-Proteinfamilie und sorgt ebenso mit dem CCC fir Zell-Zelladh&sion,
wobei eine indirekte Verbindung, evtl. Giber das Spektrin-Aktinzytoskelett, postuliert werden kann.
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Doch wie kann der verstarkte Adhé&sionsdefekt in den Dreifachknockouts erm-1/dlg-
1/hmp-1(RNAI) und lad-1(ok1244)/dlg-1/hmp-1(RNAIi) erklart werden? In lad-
1(ok1244)-Embryonen ist die phosphorylierte Form von LAD-1, im Gegensatz zur
unphosphorylierten, immer noch zu detektieren (Abb. 35). Laut Sequenzanalyse von
lad-1(ok1244) sollte jedoch durch ein vorzeitiges Stoppcodon der komplette C-
Terminus der Mutante fehlen. Es ist zu vermuten, dal es zu einem “read trough” des
Stoppcodons kommt und doch noch Protein hergestellt wird. Dies ist ein Phdnomen,
welches auch bei der Analyse einer Mutante von spe-9, einem Transmembranprotein
im C. elegans Spermium, beobachtet werden konnte (Singson et al., 1998). Es konnte
spekuliert werden, daR die phosphorylierte Form stabiler und deshalb immer noch
vorhanden ist.

So kann vermutet werden, daR die phosphorylierte bzw. die nicht-phosphorylierte
Form von LAD-1 jeweils unabh&ngige Funktionen in Bezug auf die Zell-Zelladh&sion
haben. LAD-1P wird in der AJ Uber DLG-1 stabilisiert und sorgt dort fiir Adhésion.
Es ist gezeigt worden, dal? das nichtphosphorylierte LAD-1 an Ankyrin bindet (Chen
et al., 2001). Ankyrine sind Adapterproteine, die z.B. LICAMs an das Spektrin-
Aktinzytoskelett binden (Bennett und Chen, 2001). Auch ERM-Proteine kdnnen an
das Spektrinzytoskelett geknipft sein (Medina et al., 2002). Somit kdénnte ERM-1
indirekt Gber LAD-1 Zell-Zelladh&sion vermitteln.
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5 Ausblick

Im C. elegans-Embryo ist ERM-1 (Ezrin-Radixin-Moesin) fir die korrekte
Organisation des apikalen F-Aktinzytoskeletts im Darmepithel verantwortlich und
scheint die Lumenbildung und das korrekte Remodelling der C. elegans “apical
junction” (AJ) zu beeinflussen. Dabei steht die Frage nach der Auflésung der Zell-
Zellkontakte der apikalen Membranen, die tber das zukilnftige Lumen erfolgt, im
Vordergrund. Ein diesbezuglich zu untersuchender Prozel} ware die Exozytose. So ist
aus Drosophila bekannt, dal8 Zona pellucida(ZP)-Proteine eine apikale, extrazellulére
Matrix bilden und somit fur die Ausbildung des Lumens und der Zonula adherens
unerl&Blich sind. In C. elegans gibt es tber 20 ZP-Proteine, die als mogliche
Kandidaten fir Lumenbildung und AJ-Remodelling in Frage k&men.

Die Analyse der Zell-Zelladh&sion im Darmepithel von C. elegans zeigt, daB hier ein
sehr redundantes System am Werk ist, bei dem der Cadherin-Catenin-Komplex
zusammen mit ERM-1 und LAD-1 (L1-like adhesion) eine zentrale Rolle spielt. Es
bleibt zu prufen, ob ERM-1 neben seiner Rolle als Aktinorganisator auch direkt an ein
Transmembranprotein bindet, welches an der Zell-Zelladh&sion beteiligt ist.

Da auch EGL-15, eine FGF(“fibroblast growht factor”)-Rezeptor-Tyrosinkinase, an
der Zell-Zelladhasion beteiligt ist, wird die Frage aufgeworfen, ob auch die FGF-
Signaltransduktion bei der Aufrechterhaltung dieses Prozesses eine Rolle spielt. So
liegt es nahe, nach potentiellen Liganden fir EGL-15 zu suchen, die ebenfalls in Zell-
Zelladhésion involviert sind.
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6 Reslimee

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Lumenbildung und die Zell-Zelladh&sion
im embryonalen Darmepithel des Nematoden Caenorhabditis elegans analysiert. Es
konnte gezeigt werden, daB ERM-1 (Ezrin-Radixin-Moesin) fir die Lumenbildung
eine zentrale Rolle spielt. In Bezug auf den Wirkmechanismus von ERM-1 konnten
jedoch in verschiedenen Ansatzen (Aktin-Myosinnetzwerk, Endozytose und Hefe-2-
Hybrid Analyse) keine neuen Komponenten identifiziert werden. Dahingegen konnte
gezeigt werden, daB in Bezug auf die Zell-Zelladhasion im Darmepithel der Cadherin-
Catenin-Komplex zusammen mit LAD-1 (“L1-like adhesion”) eine wichtige Funktion

einnimmt.
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7 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dal3 es in einem erm-1 (Ezrin-
Radixin-Moesin)RNAi-Hintergrund zu Defekten bei der Lumenbildung im
Darmepithel des C. elegans-Embryos kommt. ERM-1 gehort zur Familie der ERM-
Proteine, die generell als “crosslinker” zwischen Transmembranmolekiilen und dem
Aktinzytoskelett beschrieben werden. Die beobachteten Defekte auf3ern sich in Form
von Verschlussen und Verengungen entlang der anterior-posterior Achse des
Darmepithels. So  werden die  Verschlisse  wahrscheinlich  durch
Zelladhasionsmolekiile (z.B. E-Cadherin) innerhalb der C. elegans “apical junction”
(AJ) verursacht, die Uber das zukiinftige Lumen hinweg weiterhin miteinander in
Kontakt stehen (z.B. durch homophile Adhé&sion). Insgesamt deutet das fehlende
apikale F-Aktinzytoskelett (Phalloidin-Férbung) im Darmepithel auf eine generelle
Destabilisierung des apikalen Kortex hin, die mit dem korrekten Remodelling der AJ
und somit der Lumenbildung in erm-1(RNAi)-Embryonen interferiert. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dal’ die apikale Membrandoméane weiterhin ausgebildet wird.
Eine detailierte Analyse von Schlisselkomponenten des nicht-muskuléren Aktin-
Myosinnetzwerk (wie z.B. die Rho-Kinase oder Myosin-Phosphatase) konnte keine
konkreten Erkenntnisse in Bezug auf den Mechanismus des AJ-Remodelling liefern.
Wahrscheinlich ist die zu beobachtende darmspezifische Rezeptor-vermittelte
Endozytose (diese 1&Rt sich durch Transferrin nachweisen) nicht an der spezifischen
Entfernung von Zelladh&sionsmolekilen auf der zukunftigen apikalen Oberflache
beteiligt. Auch die Suche und Analyse von Interaktionspartnern von ERM-1 mit Hilfe
des Hefe-2-Hybrid-Systems erbrachte keine weiteren Erkenntnisse, so daR3 insgesamt
ein sehr komplexer Mechanismus beziglich der Lumenbildung und des AJ-
Remodellings vermutet werden kann.

Neben der Lumenbildung ist auch die Zell-Zelladhdsion im C. elegans Darmepithel
ein wenig verstandener Prozel3. So ist der Cadherin-Catenin-Komplex (“cadherin-
catenin-complex”, CCC) zwar im Drosophila- und Vertebraten-Embryo
hauptverantwortlich fur die Zell-Zelladh&sion, wohingegen er im C. elegans-Embryo
eher eine untergeordnete Rolle spielt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nun gezeigt
werden, dall der gleichzeitige Verlust des CCC und von ERM-1 mit der
Aufrechterhaltung der Zell-Zelladh&sion im embryonalen Darmepithel interferiert.

Ein entsprechender Defekt konnte bereits durch einen Doppelknockout des CCC
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zusammen mit dem MAGUK(Membran-assoziierte Guanylatkinase)-Protein DLG-1
(Discs large) beschrieben werden. Der CCC vermittelt ebenfalls zusammen mit dem
L1CAM (“cell adhesion molecule”) LAD-1 (L1-like adhesion) die Zell-Zelladhé&sion.
LAD-1 interagiert im Hefe-2-Hybrid-System mit DLG-1 jedoch nicht mit ERM-1.
Korrelierend dazu ist die Lokalisation von LAD-1 abhé&ngig von DLG-1 und
weiterhin von EGL-15, einer FGF-&hnlichen Rezeptortyrosinkinase. Auch die
Ausschaltung des CCC zusammen mit EGL-15 fiihrt zu Zell-Zelladh&sionsdefekten
im Darmepithel, so dal? diese Daten ein komplexes molekulares Netzwerk vermuten
lassen, in dem der CCC bezuglich der Zell-Zelladh&sion doch eine zentrale Funktion

spielt.
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Abb. 7: ERM-1 ist das einzige ERM(Ezrin-Radixin-Moesin)-Protein in C. elegans.

(A) Schematische Darstellung des erm-1 Transkript (2326 bp). Das erm-1 Gene besteht aus 11 Exons
und ist zum 5”-Ende hin SL1 (“splice leader”) trans-gespleilt. Das 3"-Ende kennzeichnet sich durch 2
putative Polyadenylierungssignale, die sich “upstream” des Poly-A-Schwanzes befinden. (B) erm-1
codiert fir ein 563 AS grofles Protein, welches am N-Terminus eine aus den Subdondnen F1-F3
bestehende FERM(“band four one”, Ezrin, Radixin, Moesin)-Domane aufweisst (rot, AS 5-298), einen
mittleren a-helikalen Bereich (gelb) und einen C-terminale C-ERMAD (“ERM-assoziation-domain”)-
Doméne mit Aktinbindesequenz (die letzten 34 AS, blau). (C) Sequenzvergleiche zu humanem Ezrin
(“accession number” P15311), Radixin (P35241), Moesin (P26038) und zu Drosophila Moesin
(P46150) zeigen hohe Identitat speziell in der FERM-Doméne und in der Aktinbindesequenz. Ein
prolinreicher Abschnitt (PPP, Poly-Prolin-Track) ist in ERM-1 nicht zu finden. (D) Ein Alignment der
C-terminalen Bereiche von C. elegans ERM-1, humanen und Drosophila ERM-Proteinen zeigt hohe
Homologien in der Aktinbindesequenz, wobei auch der fiir die Aktivierung der ERM-Proteine
(Sternchen, Position 566, 564, 558, 559 in humanem Ezrin, Moesin, Radixin und Drosophila Moesin)
wichtige Threoninrest konverviert ist (Position 544 in ERM-1). Charakteristische Bereiche fir
humanes Ezrin, Radixin , Moesin und Drosophila Moesin sind in rot, griin, blau und gelb dargestellt.
(E) Ein Northern Blot bestétigt die vorhergesagte mMRNA-Sequenz von 2.3 kb.
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Abb. 8: Das embryonale Expressionsmuster von ERM-1.

(A) Zuerst im Zwei-Zell-Stadium an benachbarten Zellmembranen (Verkleinerung) zu sehen, zeigt sich
die ERM-1 Expression spater im Kortex nahezu aller Zellen (n>18). (B) Mit beginnender
Morphogenese (Bohnestadium, n>13) akkumuliert es am apikalen Pol von Pharynx, Darm (Pfeile) und
Hypodermiszellen (Sternchen). (C) Durch Western Blot-Analyse kann im WT eine Bande bei 65 kDa
detektiert werden, wobei diese in erm-1(RNAI)-Tieren kaum noch nachweisbar ist. Als Ladekontrolle
dient a-Tubulin. (D-E) Im Verlauf der Morphogenese zeigt ERM-1 eine Kolokalisation mit dem
darmspezifischen Intermedidrfilament IFB-2 (D, gelber Bereich, n=28), wobei es sich jedoch apikal
von dem AJ-Marker AJM-1 befindet (E, n>54). (F) Im Vergleich hierzu zeigen erm-1(RNAI)-
Embryonen nahezu keine ERM-1 Féarbung (n>15). (G-H) ERM-1 kolokalisiert mit dem apikalen F-
Aktin sowohl im apikalen Pharynx- als auch Darmzellen (I, gelber Bereich, n>18).

(A) Das Sternchen kennzeichnet eine Zelle mit ERM-1 Farbung im gesamten Cortex. (B, E und G-I)
Pfeile zeigen auf die Pharynx-Darm Uberginge bzw. auf die Darm-Hinterdarm Ubergénge. (G) Der
Kreis kennzeichnet das Primordium der exkretorischen Zelle. Anterior ist links. Eichstrich 10um.



Abbildungen des Ergebnisteils104

Abb. 9: Analyse des embryonalen erm-1(RNAi)-Phénotpyen mittels 4D-DIK-Optik
(freundlicherweise von O. Bossigner zur Verfugung gestellt).

(A) erm-1(RNAi)-Embryonen entwickeln sich bis t=23.5min vor dem Schliipfen wildtypisch. (B) Erst
ab t=22min vor dem Schliipfen wird eine schwache Darmlumenweitung sichtbar, die im Verlauf der
Embryogenese zunimmt (C, D), hierbei sind Darmlumenverschlisse (Pfeilkdpfe) zu beobachten.

(B-D) Pfeilkdpfe zeigen Darmverschlisse. Eichstrich 10um.
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Abb. 10: Analyse des larvalen erm-1(RNAi)-Phénotypen mittels DIK-Optik.

(A) Kurz nach dem Schlupfen (t=5min) zeigen erm-1(RNAi)-Larven ein Darmlumen, welches
unmerkbar geschwollen ist. (B-D) Im Verlauf der Zeit weitet sich das Darmlumen. Verschlisse werden
deutlich sichtbar (B, t=1h, Pfeil), die nachfolgend teilweise einreien (C, t=2h, Pfeil). Letztendlich
kollabiert das gesamte Darmlumen (D, t=3h, n=10).

(B-D) Pfeilkdpfe zeigen Verschliisse. Eichstrich 10pum.
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Abb. 11: Analyse des larvalen erm-1(RNAi)-Phénotypen durch Fltterungsexperimente.
DIK-Analyse einer WT- (A) und erm-1(RNAi)-Larve (C, E) und Fluoreszenzaufnahmen nach Fitterung
mit Luzifer Yellow (LY) von WT (B) und erm-1(RNAi)-Larven (D, E).

(B, D, F) Wahrend im WT LY innerhalb kurzer Zeit (t=5min) von anterior nach posterior durch das
Darmlumen diffundiert (B, n=6) zeigt sich in erm-1(RNAi)-Tieren eine Blockade der Diffusion, die
Uber die Zeit erhalten bleibt (D, t=1h). Nach dem Kollabieren des Darmes (E) gelangt ein geringer Teil
LY (F, t=3h) in den posterioren Darmbereich (Pfeil, n=8).

(C-F) Pfeilkopfe zeigen auf Verschlusse. (F) Pfeikopf zeigt auf LY im posterioren Darmbereich.
Anterior ist links. Eichstrich 10um.
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Abb. 12: Organisation des Darmepithels in C. elegans-Embryonen.

(A-C) Farbungen an WT-Embryonen in verschiedenen Stadien der Morphogenese gegen AJM-1 als
AJ-Marker. (D-E) Die selben Embryonen wie in (A-C) mit colorierter AJ. (G-1) stellen schematische
Darstellungen eines mittleren Bereiches des Darmepithels der entsprechenden Entwicklungstadien dar.
Die AJ ist zundchst am apikalen Pol lokalisiert (A, D) und gelangt wéhrend der Darmlumenausbildung
nach apiko-lateral (B, C, E, F), wobei griin die AJ darstellt, die gegeniiberliegende Zellen verbindet
und rot die AJ zwischen zwei benachbarten Zellen. Das Darmlumen in C. elegans bildet sich “de novo”
zwischen zwei Zellen (“cord hollowing™). (H-1) Schematischen Darstellung von 3 Zellen des mittleren
Darmepithels.

Anterior ist links. Eichstrich 10um.
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Abb. 13: Vergleichende Analyse des AJ-Musters von WT und erm-1(RNAi)-Embryonen wéhrend
der Morphogenese des Darmepithels.

WT-Embryonen (A-F) und erm-1(RNAi)-Embryonen (G-L) in verschiedenen Entwicklungsstadien
gefarbt mit dem apikalen Marker PKC-3 (A, G), den AJ-Markern AJM-1 (B-D und H-J), DLG-1 (F
und L) und HMP-1. (E und K). (A-F° und G’-L") stellen die korrespondierenden
HerausvergrofRerungen dar. (A, B, G, H) Wahrend der friihen Morphogenese (Bohnestadium) ist in
Bezug auf die Lokalisation von PKC-3 und AJM-1 kein Unterschied in der apikalen Akkumulation von
WT- (A, B, n=13) und erm-1(RNAi)-Embryonen (G, H, n=12) zu erkennen. Im Verlauf der WT-
Entwicklung (Komma-, Kaulquappe- und Schlingestadien, D-F) gelangen die AJ-Komponenten nach
apiko-lateral, wo sie das zukiinftige Darmlumen umgrenzen (D’, Sternchen, n=43). (I-L) In erm-
1(RNAIi)-Embryonen unterbleibt die Ausbildung einer normalen AJ, die adhédsiven Komponenten sind
nur unvollstdnding separiert, was zu Verengungen oder Verschlissen des zukinftigen Darmlumens
flhrt (Pfeile, n>57).

(I'- L") Pfeile zeigen auf Verschlusse. (F, L) Die schwarzen Umrandungen zeigen die
herausvergrofRerten Regionen in F~ und L". Anterior ist links, dorsal ist oben. Lateralansicht
(Ventralansicht in A und B). Eichstrich 10um.
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Abb. 14: Analyse des F-Aktin- und Mikrotubulizytoskeletts in WT- und erm-1(RNAI)-
Embryonen.

Féarbungen mit fluoreszierendem Phalloidin an WT- (A, C, E) und erm-1(RNAi)-Embryonen (B, D, F)
und mit anti-a-Tubulin (Piperno und Fuller, 1985) an WT (G) und erm-1(RNAi)-Embryonen (H).(A,
B) Wahrend in friihen Zytokinesestadien keine Unterschiede in der Aktinverteilung von WT- (A, n=7)
und erm-1(RNAi)-Embryonen (B, n=14) zu erkennen sind, zeigt sich in der friihen Morphogenese
(Bohnestadium) ein erster Unterschied (C, D). In WT-Embryonen kommt es im Darmepithel zur
apikalen Anreicherung von F-Aktin (C, n=20), die in erm-1(RNAi)-Embryonen unterbleibt (D, n=15).
Auch in der spéteren Morphogenese (Pflaumestadium) ist in erm-1(RNAi)-Embryonen eine drastische
Reduktion des apikalen Aktins im Darm zu erkennen (vgl. E, n=9 und F, n=13). Im Gegensatz dazu ist
in erm-1(RNAIi)-Embryonen die apikale Anreicherung von Tubulin im Darmepithel nicht gestort (vgl.
G, n=10 und H, n=15).

(C-H) Pfeile markieren den Pharynx-Darm und Darm-Hinterdarm Ubergang. Anterior ist links, dorsal
oben. Lateralansicht. Eichstrich 10um.
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Abb. 15: Der Verlust von ERM-1 fihrt zu einem verénderten AJ-Muster und gestorter
Tubulogenese.

Féarbungen von WT- (A, D) und erm-1(RNAi)-Embryonen (B, C, E, F) in der spaten Morphogenese
(Schlinge-, Bretzelstadien) gegen Phosphotyrosin (PY, A, B), DLG-1 (C, F) und AJM-1(D-F) als AJ-
Marker und IFB-2 (A-C) bzw. fluoreszierendes Phalloidin (D-F) als apikale Marker. A"-F” stellen die
entsprechenden HerausvergroBerungen dar. In WT-Embryonen kennzeichnen IFB-2 (n=11) und
Phalloidin (n=36) das zukiinftige Lumen, welches von den AJ-Markern begrenzt wird (A, D). In erm-
1(RNAi)-Embryonen zeigt sich ein gestdrter Verlauf des Darmlumens, da AJ-Komponenten am
apikalen Pol akkumulieren (B, n=7; C, n=27; E, n=9; F, n=14) und somit zu Verschlissen
(Pfeilkdpfe) oder Verengungen des Darmlumens fiihren. An den verengten Stellen ist zu vermuten, daf3
sich die apikale Membrandoméne normal ausgebildet hat und durch die AJ “eingedriickt” wird (E", F,
Pfeile). Wahrend die IFB-2 Féarbung in erm-1(RNAi)-Embryonen unbeeinflut bleibt, ist die
Phalloidinfarbung reduziert (vgl. E und F).

(A, D) Das Sternchen zeigt den normalen Verlauf des Darmlumens. (B”, C"; E", F') Die Pfeilkopfe
zeigen auf Verschlisse. (E", F") Pfeile zeigen auf “eingedriickte” Membrandomane. (A-C; D-F) Die
weillen Rahmen kennzeichnen die Herausvergréferungen in (A"-C") und (D"-F"). Anterior ist links.
Lateralansicht. Eichstrich 10 um.
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Abb. 16: Ubersicht (ber die an der Aktin-Myosinkontraktion beteiligten Komponenten
(modifiziert nach Piekny et al., 2002).
Die Rho-Kinase LET-502 phosphoryliert die “myosin light chain” MLC-4 (die regulatorische
Untereinheit von Myosin) und fuhrt somit zu deren Aktivierung und somit zu einer Kontraktion von
Aktinfilamenten. Die Phosphatase MEL-11 dephosphoryliert MLC-4 und bewirkt deren Inaktivierung.
MEL-11 wird durch LET-502 inhibiert.

let-502(RNAi

Abb. 17: DIK-Analyse der larvalen let-502- und nmy-1(RNAi)-Phénotypen.

Unter DIK-Optik zeigen let-502(RNAi)-Larven partielle Verdickungen des Darmlumens (A, A’
Pfeilkopf, n=5), die ebenso bei nmy-1(RNAi)-Larven zu sehen sind (B, B’, Pfeilkopf, n=4). (A", B")
stellen entsprechende HerausvergréRerungen dar.

Die weiRen Rahmen kennzeichnen die HerausvergréRerungen in (A", B"). Eichstrich 10um.
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Abb. 18: Analyse des embryonalen let-502(RNAI)-Phanotyps I.

WT- (A-E) und let-502(RNAI)-Embryonen (F-J) in verschiedenen Morphogenesestadien gefarbt gegen
ERM-1 als apikalen Darmmarker (A, F) und AJM-1 (B-D) bzw. DLG-1 (E-J) als AJ-Marker. (A"- J")
stellen die entsprechenden HerausvergroRerungen dar. In der friihen Morphogenese (Bohnestadium)
lokalisieren ERM-1 und AJM-1 sowohl in WT- (A, B, n>10) als auch in let-502(RNAi)-Embryonen (F,
G, n=8) am zukiinftigen apikalen Pol der Darmzellen. Wahrend im WT die AJ weiterhin nach
apikolateral gelangt (C-E, n>43), expandiert diese in let-502(RNAi)-Embryonen nach lateral (H-J,
n>20, Pfeikopf).

(G™-I") Pfeilkdpfe zeigen laterale Ausdehnungen. Anterior ist links. Lateralansicht. Ventralansicht in
(A, A", F, F). Eichstrich 10um.
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Abb. 19: Analyse des embryonalen let-502(RNAi)-Phénotyps Il.

WT- (A, D) und let-502(RNAi)-Embryonen (B-F) im Komma- bzw. Kaulquappenstadium geférbt
gegen IFB-2 als Lumenmarker (A-F) und DLG-1 als AJ-Marker (A-C). (A’-F") stellen die
entsprechenden HerausvergroRerungen dar. Im Gegensatz zum WT (A,D, n>15) zeigen let-502(RNAI)-
Embryonen eine laterale Expansion der AJ (B, C), die mit einer lateralen Ausdehnung des Darmlumen
einhergeht (B, C, E, F, n=17).

(B, C’, E, F) Pfeilkopfe zeigen laterale Expansion. Die Umrandungen in (A-F) zeigen die
entsprechenden HerausvergroRerungen in (A"-F"). Anterior ist links. Lateralansicht. Eichstrich 10pm.
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Abb. 20: Analyse von mel-11(RNAi)-, nmy-1(RNAI)- und mel-11/let-502(RNAi)- Embryonen.

WT- (A), mel-11(RNAi)- (B), nmy-1(RNAI)- (C) und mel-11/let-502(RNAi)-Embryonen wurden gegen
DLG-1 (A, B) bzw. AJM-1 (C, D) als Marker fur die AJ gefarbt. (A"-D") stellen die entsprechenden
HerausvergrofRerungen dar. Wéhrend in mel-11(RNAi)-Embryonen die AJ wildtypisch ist (vgl. A, B,
n=8), ist in nmy-1- (C, n>15) und in mel-11/let-502(RNAi)-Embryonen (D, n=5) eine laterale
Expansion der AJ zu erkennen.

(C’, D) Pfeilkopfe zeigen laterale Ausdehnungen. Die schwarzen Umrandungen in (A-D) zeigen die
entsprechenden HerausvergroRerungen in (A"-D"). Anterior ist links. Lateralansicht. Eichstrich 10um.
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Abb. 21: Lokalisation von MLC-4 und Analyse des embryonalen mlc-4(RNAi)-Phanotyps.

(A-E) Farbungen von WT- (A-D) und mlc-4(RNAi)-Embryonen (E) in verschiedenen Stadien gegen
MLC-4. milc-4(RNAi)-Embryo geférbt gegen ERM-1 und YOYO (F) und darmspezifische RNAi von
mic-4(RNAi)-Embryonen (G, G") geférbt gegen AJM-1. Zundchst im Zweifachstadium an der
Plasmamembran lokalisierend (A, n>10), zeigt MLC-4 eine préaferentielle Lokalisation im Kortex der
AB-Zell-Linie (B, n>10). In spateren Zytokinesestadien ist MLC-4 im Kortex der meisten Zellen zu
finden, wobei auch eine schwache kortikale Farbung in den Darmzellen-Vorldufern zu finden ist (C,
Sternchen, n=5). Wahrend Morphogenesestadien zeigt sich eine schwache kortikale Férbung aller
Zellen, in Pharynx und Hypodermis in eine apikale Akkumulation zu sehen (D, n=8). In mlc-4(RNAi)-
Embryonen ist keine MLC-4 Lokalisation mehr nachweisbar (E), wobei Zytokinesedefekte zu sehen
sind (F, n=9).(G) Ein Western Blot zeigt eine spezifische Bande bei 20 kDa, die in mlc-4(RNAi)-
Embryonen nahezu nicht mehr zu detektieren ist, als Ladekontrolle dient a-Tubulin (Piperno und
Fuller, 1985). (H, H") Darmspezifsiche RNAi von mlc-4 fuhrt zu leichteren Defekten im posterioren
Bereich der Darm-AJ (Pfeilkopf, n=10/80).

(C) Die Sternchen zeigen die E-Zellen. (H") Pfeilkopf deutet auf Defekte in der AJ-Struktur. Anterior
ist links. Eichstrich 10 um.
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Abb. 22: Lokalisation von NMY-2 im Embryo und Analyse des embryonalen nmy-2(RNAI)-
Phénotypen.

(A-C) Farbungen gegen NMY-2 in verschiedenen WT-Stadien. ERM-1 und YOY O-Férbungen in nmy-
2(RNAi)-Embryonen (D) und AJM-1 Farbungen bei darmspezifischer RNAi von nmy-2 (E, E"). NMY-
2 ist in friihen Zytokinesestadien im Zellkortex aller Zellen exprimiert (A, n=7). Diese Lokalisation
bleibt auch wéhrend der Morphogenese (Bohnestadium, B und Pflaumestadium, C, n>15) bestehen,
wobei eine schwache apikale Akkumulation in Pharynx- und Darmzellen zu erkennen ist. (D) RNAI
von nmy-2 fihrt zu einem frihen embryonalen Arrest mit Zytokinesedefekten (n=5). (E, E")
Darmspezifische RNAi von nmy-2 verursacht geringe Stérungen in der AJ-Struktur des Darmes
(n=14/120).

(E) Rahmen stellt die entsprechende HerausvergroRerung in (E") dar. (E") Pfeilkopf zeigt auf Defekte
im AJ-Muster. Anterior ist links. Eichstrich 10um.
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Abb. 23: Darmspezifische RNAi von nmy-2 und mlc-4 fuhrt zu larvalem Arrest.

(A und B) DIK-Aufnahmen von nmy-2(RNAI)- (A) und mic-4(RNAi)-Embryonen (B). (A", B") stellen
die entsprechenden Herausvergderungen dar. Wahrend darmspezifische RNAi von nmy-2 zu larvalem
Arrest mit Lumenweitungen und mutmalBlichen Verschlissen fuhrt (A, A", Pfeilkopf, n=5/130),
resultiert diese bei mlc-4 in larvalem Arrest mit “Verdickungen” des Darmlumens (B, B, Pfeilkopf,
n=5/120).

(A", B") Pfeilkopfe zeigen auf Darmdefekte. Die weiBen Umrandungen in (A, B) zeigen die
entsprechenden Herausvergroerungen in (A", B”). Eichstrich 10pm.

act-5(RNAI)

Abb. 24: Analyse des larvalen act-5(RNAi)-Phénotypen

DIK- (A, A", B) und Fluoreszenzaufnahmen nach Futterung mit Lucifer Yellow (LY, C) von act-
5(RNAI)-Larven. act-5(RNAi)-Larven zeigen partielle “Verdickungen” des Darmlumens (A, A,
Pfeilkopf), die fur LY keine Barriere darstellen (vgl. B, C, n=12, Pfeilkdpfe).

(A"-C) Pfeilkopfe zeigen auf “Verdickungen”. Der weiBe Rahmen in (A) zeigt die
HerausvergroBerung in (A"). Anterior ist links. Eichstrich 10 pm.
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Abb. 25: Die Analyse des embryonalen act-5(RNAi)-Phanotyps.

WT- (A, B), erm-1(RNAI) (C), act-5(RNAI) (D, E) und act-5/erm-1(RNAIi)-Embryonen gefarbt gegen
ERM-1 als apikalen (A, D) und AJM-1 als AJ-Marker (B,C, E, F). (A"-F") stellen die entsprechenden
HerausvergrofRerungen dar. ERM-1 ist sowohl in WT- und als auch in act-5(RNAi)-Embryonen apikal
in den Darmzellen angereichert (A, n>50 und D, n>20). Allerdings zeigen act-5(RNAi)-Embryonen
“Verengungen” der AJ-Struktur (B und E). Ein Doppelknockout von act-5 und erm-1 resultiert in
einen erm-1(RNAi)-Phénotypen (vgl. C, n>25, F, n=10).

Die schwarzen Umrandungen in (A-F) kennzeichnen die ensprechenden HerausvergréRerungen in (A’-

F’). Anterior ist links. Eichstrich 10pm.
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Abb. 26: Die F-Aktin Verteilung in WT- und act-5(RNAi)-Embryonen.

WT- (A, C, E) und act-5(RNAi)-Embryonen (B, D, F) in verschiedenen Morphogenesestadien wurden
mit fluoreszierendem Phalloidin geférbt, um Aktin-Filamente sichtbar zu machen. In der frihen
Morphogenese (Bohnestadium) ist sowohl im WT (A, n=25), als auch in act-5(RNAi)-Embryonen (B,
n=5) eine apikale Aktinakkumulation in den Darmzellen zu erkennen. In act-5(RNAi)-Embryonen (D,
n=5) ist die Lokalisation von F-Aktin auch im Verlauf der weiteren Morphogenese (Pflaumestadium)
nicht vom WT (C, n>15) zu unterscheiden. Erst zum Ende der Embryonalentwicklung
(Bretzelstadium) ist in act-5(RNAi)-Embryonen F-Aktin im apikalen Kortex der Darmzellen vermindert
(vgl. E, F, n=5).

Anterior ist links. Eichstrich 20um.
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Abb. 27. Vergleich der AJ-Struktur von WT und in Endozytose involvierte Proteine

WT (A, D), apm-1/unc-101(RNAi) (D, E), unc-101(RNAi) (C) und apm-1(RNAi)-Embryonen (F)
gefarbt mit ERM-1 (A, D) und AJM-1 als AJ-Marker (B, C, E, F). (A"-F") stellen die korrelierenden
HerausvergrofRerungen dar. Wéhrend die ERM-Lokalisation in apm-1/unc-101(RNAi)-Embryonen (D)
der nahezu WT-Situation (B) entspricht, zeigt die AJ-Strutkur zumindestens im posterioren Bereich
eine Ahnlichkeit zu einem erm-1(RNAi)-Phénotypen (E) Dagegen erscheint die AJ-Struktur in den
Einzelknockouts eher wildtypisch (C und F).

Anterior ist links. Eichstrich 10um.

l GAL UAS | Minimalpromotor

Abb. 28: Prizip des Hefe-2-Hybrid (H2H) Interaktionstests.

Der Transkriptionsfaktor GAL4 besteht aus 2 Untereinheiten: einer DNA-Bindedoméne (GAL4-BD)
und einer Aktivierungsdoméne (GAL4-AD). Die DNA-BD bindet an den GAL UAS-Promotor und
lokalisiert weitere Transkriptionsfaktoren. Die GAL4-AD sorgt dafiir, da® dann die Transkription
initiiert wird. Diese Untereinheiten sind im Rahmen eines H2H-Tests mit den “Kdder”- bzw. “Beute”-
Proteinen fusioniert. Beide Fusionsproteine bewirken alleine keine Transkription des Reportergene.
Erst wenn “Kdéder”- und “Beute”-Protein miteinander interagieren, kann eine Transkription der
Reportergene stattfinden.



Abbildungen des Ergebnisteils121

Ao AN ALY B B . AJM-1
r Py " e« ' e T
¥l £/ . S

WT =~ eee— ~ ran-2(RNAi)

C . DLG-1 C* "‘J‘\\ D .- AJM-1

" ~ .\;\ a,-«@'i‘“%;\,' Q"_%
;,;"I y ‘] pae § "a .“' .‘\’ -“,j“,,"; - '
C13B9.3(RNAI) o ? eft-3(RNAI) *~
E . - AJM-1 E’ F? a F g AJM-1
&, S = '.. A p . . W S
4 ' ,4 s " L,,-:'"g‘ T:.,‘ :z. ...k‘ ‘4 ',ﬁ : q .
ubg-1(RNAi) - . ot pas-4(RNAi)-. -

Abb. 29: Analyse des AJ-Musters der Hefe-Zwei Hybrid Interaktionspartner von ERM-1.
Farbungen von WT (A) und Interaktionspartnern von ERM-1 (B-F) in verschiedenen
Morphogenesephasen gegen AJM-1 als AJ-Marker. (A-F) stellen die entsprechenden
Herausvergroferungen dar. Wie auch der WT (A) zeigen auch die Knockouts verschiedener
Interaktionspartner von ERM-1 das typische strickleiterdhnliche AJ-Muster (B, C, F). Gezeigt sind
ran-2, codiert fur ein Rho-GAP (B, n>20), C13B9.3, welches Homologien zu einem Clathrin-Adapter-
Molekil aufweist (C, n>20), eft-3, kodiert fiir einen Elongationsfaktor und pas-4, welches fir eine
Proteasomenuntereinheit codiert (F, n>20). Nur ubg-1, welches fir ein Ubiquitin kodiert, zeigt ein
irreguléres AJ-Muster (E, n=11).

Anterior ist links. Dorsal ist oben. Lateralansicht. Eichstrich 10 um.
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Abb. 30: Analyse von ERM-1 in Abhangigkeit von AJM-1

Féarbungen von ajm-1(RNAi)- (A, B) und erm-1/ajm-1(RNAi)-Embryonen (C) gegen ERM-1 als
apikalen (A) und DLG-1 als AJ-Marker (B, C). (A’-C") stellen die dementsprechenden
HerausvergrofRerungen dar. Wéhrend in ajm-1(RNAi)-Embryonen eine normale Verteilung von ERM-1
(A, A, n=15) zu beobachten ist, tritt hier deutlich die fur den Phénotyp typische, laterale Expansion von
DLG-1 hervor (B, Pfeilkopf, Segbert et al., 04). In einem Doppelknockout von erm-1 und ajm-1 zeigt
sich die Summierung beider Einzelphanotypen, d.h der laterale Schift der DLG-1-Expression und die
“verengte* AJ (C, Pfeilkopf, Pfeil, n=11).

(B, C") Pfeilkdpfe zeigen auf die laterale Expansion von DLG-1, Pfeil zeigt auf “verengte” AJ. (A-C)
Die schwarzen Rahmen kennzeichnen die entspechenden Herausvergréerungen in (A"-C"). Anterior
ist links. Dorsal ist oben. Lateralansicht. Eichstrich 10um.
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Abb. 31: Analyse von ERM-1 in Abhangigkeit von LET-413

Féarbungen von let-413(RNAi) (A-C) und erm-1/let-413(RNAi)-Embryonen (D-1) gegen ERM-1 als
apikalen Marker (A, C), DLG-1 (B, D-F) und HMP-1 als AJ-Marker. (A’-1") stellen die
entsprechenden  HerausvergroRerungen dar. Waéhrend in  der frihen  Morphogenese
(Kaulquappestadium) von let-413(RNAi)-Embryonen die ERM-1-Lokalisation der WT-Situation
entspricht (A, A", n=3), zeigt sich im weiteren Verlauf eine Ausdehnung nach basolateral (C, n=6),
hiervon sind s&mtliche apikale und apiko-laterale Proteine betroffen (Daten nicht gezeigt). (D) In erm-
1/let-413(RNAi)-Embryonen (n=13) ist in Kaulquappestadium keine DLG-1-Lokalisation sichtbar,
welches dem let-413(RNAi)-Phénotyp entspricht. Spéter gelangt DLG-1 in die AJ (Pflaumestadium, E,
n=14) und zeigt ein gespottetes Muster, allerdings nicht den erwarteten erm-1(RNAi)-Phénotypen.
Schlieflich féallt die AJ, wie in let-413(RNAI) auf die basolaterale Membrandoméne (F, n=8). Im
Vergleich dazu verbleibt in erm-1/let-413(RNAi)-Embryonen die HMP-1-Lokalisation, entsprechend
erm-1(RNAi)-Embryonen; zundchst am apikalen Kortex der Darmzellen (G, n=11), wobei sich dieses
Akkumulation im Verlauf der Morphogenese auflést (H, Pflaumestadium, n=9) und die AJ schlieBlich
nach basolateral fallt (I, n=5).

(C’, F', I") Pfeilképfe zeigen auf laterale Ausdehnungen der AJ. (A-1) Die schwarzen Rahmen
kennzeichnen die entsprechenden HerausvergroBerungen in (A”-17). Anterior ist links. Dorsal ist oben.
Lateralansicht. Eichstrich 10pm.
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Abb. 32: Analyse von ERM-1 in Abhangigkeit von HMP-1

Féarbungen von hmp-1(RNAIi)- (A, B), WT- (C, D) und erm-1/hmp-1(RNAi)- Embryonen (E-J) in
verschiedenen Morphogenestadien gegen AJM-1 (A) und DLG-1 (C, E, G, I) als AJ-Marker, IFB-2
(D, F, H, J) und ERM-1 als apikale Marker (B). Die AJ-Struktur und die ERM-1 Lokalisation in hmp-
1(RNAi)-Embryonen entsprechen der WT-Situation (A, B, n=5). Wahrend in WT-Embryonen das
Muster von AJ und Lumen kontinuierlich ist (C, D, n>15), erscheint es in erm-1/hmp-1(RNAI)-
Embryonen fragmentiert, d.h. die Zell-Zelladhé&sion ist defekt. (G-J). Die Integritat der AJ ist in der
fruihen Morphogenese (Bohnestadium) zunédchst normal (E, F, n=7), die Defekte treten erst mit
fortschreitender Elongation des Embryos auf (G, H, Pfeilkdpfe, n=10) und verstarken sich (I, J,
Pfeilkdpfe, n=11). (G, I) Auch im Pharynx sind Adhésionsdefekte zu sehen (Pfeile).

(G-J) Pfeilkdpfe zeigen auf fehlende AJ- bzw apikale Marker. (G) Pfeil zeigt auf “herausgerissene”
AJ. (F) Pfeil zeigt auf eine aus dem Verband getretene Zelle.(G, 1) Pfeil zeigt auf fehlende bzw.
“abgerissene” Pharynx-AJ. Anterior ist links. Dorsal ist oben. Lateralansicht. Eichstrich 10pum.
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Abb. 33: Analyse des Aktinzytoskeletts im Darmepithel von hmp-1(RNAi)-Embryonen

Férbungen mit fluoreszierendem Phalloidin an WT- (A, C, E) und hmp-1(RNAi)-Embryonen (B, D, F)
in verschiedenen Morphogensestadien. In WT-Embryonen ist ab Beginn der Morphogenese eine
apikale Akkumulation von Aktin in den Darmzellen zu beobachten (A, C, E, n=25). In hmp-1(RNAI)-
Embryonen unterbleibt in der anfénglichen Morphogenese (B, Bohnestadium, n=7) die
Aktinanreicherung im apikalen Kortex des Darmepithel, dies ist auch noch in spéateren Stadien (D,
n=12, F, n=4, Kaulquappe und arretiertes Stadium) sichtbar.

Anterior ist links. Dorsal ist oben. Lateralansicht. Eichstrich 10pum.
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Abb. 34: Die Lokalisation von LAD-1 in WT und dlg-1- bzw. erm-1(RNAi)-Embryonen

(A, B, D, F) Farbungen gegen phosphoryliertes LAD-1 (LAD-1P, rot) in WT- (A, B), dlg-1(RNAI)- (D)
und erm-1(RNAIi)-Embryonen (F), unphosphoryliertes LAD-1 in WT-Embryonen (C) und AJM-1 als
AJ-Marker in WT- (B, griin) und dlg-1(RNAi)-Embryonen (E). (A’-F") stellen die entsprechenden
HerausvergrofRerungen dar. LAD-1P lokalisiert spezifisch in der basalen Einheit der AJ des
Darmepithels (A, n=20), wo es mit AJM-1 kolokalisiert (B, gelber Bereich, n=15).
Nichtphosphoryliertes LAD-1 dagegen zeigt eine basolaterale Expression (C, n=7). In dlg-1(RNAI)-
Embryonen zeigt LAD-1P ein gespottetes AJ-Muster (D, n=8), das auch in ajm-1(RNAi)-Embryonen
zu sehen ist (E, n=21). In erm-1(RNAi)-Embryonen ist die typische apikal akkumlierte AJ zu
beobachten (F, Pfeilkopf, n=5).

(F) Pfeilkopf zeigt auf apikal akkumlierte AJ. (A-F) Die schwarzen Rahmen kennzeichnen die
entsprechenden HerausvergroRerungen in (A"-F"). Anterior ist links. Lateralansicht. Eichstrich 10pm.
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Abb. 35: LAD-1, ein L1-CAM (“cell adhesion molecule”) Homolog in C. elegans (Abb. s. S. 131).
(A) In einem direkten Hefe-Interaktionstest kann eine Wechselwirkung des zytosolischen Bereiches
von LAD-1 mit der 2 PDZ-Doméne von DLG-1 nachgewiesen werden. Eine Interaktion von LAD-1
mit ERM-1 bzw. LAD-1 ohne PDZ-Bindemotiv als Negativkontrolle (ASTEV) mit DLG-1 unterbleibt.
(B) Schematische Darstellung des lad-1 Transkripts. lad-1 ist 3435 bp grofR und besitzt 14 Exons. In
lad-1(ok1244) ist das 9.Exon deletiert, wodurch es zu einem “frameshift” kommt, der zu einem
vorzeitigem Stoppkodon fiihrt. (C) lad-1 kodiert fiir ein 1144 As groRRes Protein, dessen extrazelluldrer
Bereich aus 4 Imunglobulindomanen (1G, blau) und 5 Fibronektin-Doménen (FN, gelb) besteht. Es
besitzt eine Transmembrandoméne (TM, rot) und einen 92 As groRen zytosolischen Bereich. (D) Im
Vergleich dazu kommt es in lad-1(ok1244) nur zur Translation eines verkiirzten Proteins von 550 As,
dem sowohl die FN-Domanen, die TM, als auch der komplette zytosolische Bereich fehlen. (E)
Sequenz des LAD-1 Proteins mit farbig gekennzeichneten Aminoséuren der entsprechenden Doménen.
Kursiv dargestellt ist die konservierte FERM-Bindesequenz (RSLT), die Phosphorylierungssequenz
(EDGSFIGQY) und das PDZ-Bindemotiv (STEV). (F) Sequenz des mutanten Proteins. Ab As 539
kommt es zur fehlerhaften Translation, die ein vorzeitiges Stoppkodon bewirkt, so dafl nur ein
trunkiertes Protein entsteht.
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Abb. 36: Analyse der LAD-1 Expression in lad-1(RB1199) und egl-15(n1456).

WT- (A, C, E), egl-15(n1456)- (B) und lad-1(ok1244)-Embryonen (D, F) geférbt gegen
phosphoryliertes LAD-1P (1163) und nichtphosporyliertes LAD- 1NP (6993). Wéhrend in egl-
15(n1456) die Expression von LAD-1P drastisch reduziert ist (B, n=6), entspricht sie in lad-1(ok1244)
(D, n=T7) einer wildtypischen Expression (C, n>15). Dagegen ist die Lokalisation des kortikalen LAD-1
in lad-1(ok1244)-Embryonen im Vergleich zum WT (C, n=6) vermindert (E, n=8).

Anterior ist links. Dorsal ist oben. Lateralansicht. Eichstrich 10pum.
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Abb. 37: Analyse von lad-1(0k1244) in verschiedenen genetischen Hintergriinden

Féarbungen von lad-1(ok1244) (A, B), lad-1(0k1244) im erm-1(RNAi)-(C) , dlg-1(RNAi)- (D) und hmp-
1(RNAI)-Hintergrund (E-H) in verschiedenen Morphogenesestadien gegen DLG (A, C, E, G), AJM-1
(D) als AJ-Marker, IFB-2 (F, H) und ERM-1 als apikalen Marker (B). In lad-1(ok1244) ist die
Lokalisation von DLG-1 und ERM-1 nicht gestért (A, n=8, B, n=7), in Doppelknockouts mit dlg-1 und
erm-1 zeigt sich eine Auspragung der entsprechenden Einzelknockout-Phénotypen (C, n=9, D, n=8).
Im Gegensatz dazu kommt es in lad-1(ok1244)/hmp-1(RNAIi)-Embryonen zu einem kontinuierlichen
Verlust von AJ- und apikalen Markern im Darmepithel, also von Zell-Zelladhésion (E-H , n=45;
Pfeilkdpfe). (E) Entsprechende Defekte sind auch im Pharynx zu erkennen.

(E-H) Pfeilkdpfe zeigen auf fehlende AJ- bzw. apikale Marker. (E) Pfeil zeigt auf Adhé&sionsdefekt im
Pharynx. (F und J) Pfeile zeigen auf aus dem Verband getretene Zellen. Anterior ist links. Dorsal ist
oben. Lateralansicht. Eichstrich 10um.
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Abb. 38: Analyse von lad-1(0k1244) in einem hmr-1(RNAi)- bzw. hmp-2(RNAi)-Hintergrund
Féarbungen von lad-1(ok1244)/hmp2(RNAi) (A-D) und lad-1(ok1244)/hmr-1(RNAi)-Embryonen (G-H)
in verschiedenen Morphogenesestadien gegen DLG-1 (A, C, E, G) als AJ-Marker und IFB-2 (B, D, F,
H) als apikalen Marker. Sowohl in lad-1(ok1244)/hmp2(RNAi) (A-D) als auch lad-1(ok1244)/hmr-
1(RNAI)-Embryonen (G-H) ist ein kontinuierlicher Verlust von Zell-Zelladh&sion im Darmepithel und
im Pharynx zu beobachten, sowohl die AJ als auch IFB-2 sind fragmentiert (Pfeilkdpfe).

(B-D, G, H) Pfeilkopfe zeigen auf fehlende AJ- bzw. IFB-2-Lokalisation. (A) Pfeil zeigt auf
“herausgerissene” AJ. (B) Pfeil zeigt aus dem Verband getretene Zelle. Anterior ist links. Dorsal ist
oben. Lateralansicht. Eichstrich 10 um.
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Abb. 39: Analyse von egl-15(n1456)/hmp-1(RNAI)- und dlg-1/hmp-1(RNAi)-Embryonen

Féarbungen an egl-15(n1456)/hmp-1(RNAIi)- (A-D) und dlg-1/hmp-1(RNAi)-Embryonen (E-H) in
verschiedenen Morphogenesestadien gegen DLG-1 (A, C) und AJM-1 (E, G) als AJ-Marker, IFB-2 (B,
D, H) und PKC-3 (F) als apikale Marker. Sowohl in egl-15(n1456)/hmp-1(RNAi)- (A-D, n=10) als
auch in dlg-1/hmp-1(RNAi)-Embryonen (E-H, n=18) ist ein fortschreitender Verlust der Zell-
Zelladhésion im Darmepithels zu beobachten. (C) Auch im Pharynx sind Adhésionsdefekte zu sehen.
(A, B, G, H) Pfeilkopfe zeigen auf fehlende AJ- bzw. apikale Marker. (B, D) Pfeile zeigen auf aus dem
Verband getretene Zellen. Anterior ist links. Dorsal ist oben. Lateralansicht. Eichstrich 10um.
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Abb. 40: Analyse von Dreifachknockouts verschiedener Kombination von lad-1(ok1244), erm-1,
dig-1 und hmp-1(RNAI)

Féarbungen gegen IFB-2 als apikalen Marker (A-F) und DLG-1 als AJ-Marker (A-F, Verkleinerungen)
von erm-1/dlg-1/hmp-1(RNAi) (A, B), lad-1(ok1244)/erm-1/hmp-1(RNAi) (C, D) und lad-
1(ok1244)/dlg-1/hmp-1(RNAI) (E, F) in verschiedenen Morphogensestadien. Ein Dreifachknockout von
erm-1, dlg-1 und hmp-1 zeigt in friher Morphogenese (Kaulquappenstadium) eine normale Integritat
des Darmepithels (A, n=8), erst im Verlauf der Morphogenese (Pflaumestadium) wird eine sehr starke
Defragmentierung sichtbar (B, n=7). In lad-1(ok1244)/erm-1/hmp-1(RNAI) ist ein gradueller Verlust
von AJ- und apikalen Komponenten zu beobachten, der an den “normalen” Zell-Zelladh&sionsverlust-
Phénotyp der Zweifachknockouts erinnert (vgl. Abb. 23, 27, 29, C, D, s. auch DLG-Férbung in
Verkleinerungen, n=8). Im Gegensatz dazu zeigt sich in lad-1(ok1244)/dlg-1/hmp-1(RNAI) bereits in
Kommastadien eine sehr stark fragmentierte IFB-2-Lokalisation (E, n=8), die im Verlauf der
Morphogenese erhalten bleibt (F, n=8).

Anterior ist links. Dorsal ist oben. Lateralansicht. Eichstrich 10pum.
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10 Anhang-Abkiirzungen
a-... Alpha-...

Abb. Abbildung

Abs. Abschnitt

As Aminosaure

Bp Basenpaare

ca. circa

d.h. das heift

EtBr Ethidiumbromid

h Stunde

J Joule

M Molaritat

min Minute

ml Milliliter

oD optische Dichte
0.0. oben genanntes/r
PCR “polymerase chain reaction”, Polymerasekettenreaktion
rpm Umdrehungen pro Minute
RT Raumtemperatur

S. siehe

S. 0. siehe oben

u. N. uber Nacht

V Volt

vgl. vergleiche

WT Wildtyp

(wiv) Weight per volume
z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil
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11 Anhang-Sequenzen

11.1 Verifizierte erm-1-Sequenz

Anmerkung: Anhand von cDNA’s verifizierter ORF (“open reading frame”) von erm-
1. Start- und Stoppkodon sind jeweils kursiv dargestellt (s. dazu Abschnitt 3.1.1).

ATGTCGAAAAAAGCGATCAATGTGCGTGTCACCTCGATGGACTCGGAGCTCGAGTTC
GCTATTCAGTCGAGCACCACAGGAAAGCAACTTTTTGATCAGGTTGTCAAAACCATT
GGTCTCCGCGAGATCTGGTATTTTGGACTTCAGTACACTGACAACAAGGGATTCCCA
ACATGGCTGAAATTGAACAAGAAAGTCTTGTCTCAGGACGTTAAGAAGGACCCGACT
CTTGTTTTCAAATTCCGCGCCAAATTCTATCCGGAAGATGTGGCCGAGGAGATTATC
CAGGATGTCACTATGCGTTTGTTCTATCTCCAAGTGAAAGATGGAATTCTGTCAGAT
GAGATTTATTGTCCACCGGAAACCTCTGTTCTTCTTGCCTCTTACGCGATGCAAGCT
AAATATGGAGACTATGTTCCAGAGACACATGTCGCCGGATGTCTTACTGCTGATCGT
CTGCTTCCTCAACGCGTTCTCGGACAATTCAAATTGAACAGTGAGGAATGGGAACGC
CGTATTATGACATGGTGGGCAGATCATCGTGCAACTACACGTGAACAAGCTATGCTT
GAATATTTGAAAATTGCACAAGATCTCGAGATGTATGGAGTCAATTACTTTGAAATC
CGCAACAAAAAGGGAACTGATCTCTATCTTGGTGTCGATGCTCTTGGATTGAATATT
TACGATAAAGCTGATCGTCTTTCGCCGAAAGTCGGATTCCCATGGTCGGAGATTCGT
AATATATCATTCAACGACAAGAAATTTGTCATCAAACCAATTGATAAGAAGGCTCAT
GACTTTGTCTTCTACGCTCCACGACTCCGTATCAACAAACGTATTCTTGCTTTGTGT
ATGGGAAATCACGAGCTTTACATGCGTAGAAGAAAGCCAGATACCATTGAAGTTCAA
CAAATGAAGCAACAAGCCAGAGAGGATCGTGCTCTTAAGATTGCCGAGCAGGAGAAG
CTCACCAGAGAGATGTCTGCTCGCGAAGAAGCCGAACAGCGTCAACGTGACGCCGAA
AAGCGTATGGCTCAAATGCAGGAAGATATGGAGAGAGCTCGTCTTGTCTTTGAAGCA
CACAATACAATTCACTCATTGGAGGCTCAACTCAAGCAATTGCAATTGGCTAAACAA
GCATTGGAACAGAAGGAATACGAACTTCGTGAGCTCACTGCTCAACTTCAATCCGAA
AAAGCAATGAGTGATGGTGAGAGACGTCATTTGAGAGACCAAGTTGATGCTCGTGAA
CGTGAAGTTTTTTCGATGAGAGAAGAAGTCGAGAGACAGACTACTGTTACAAGACAA
CTTCAGACACAGATTCACTCGCAACAACACACTCAACACTACTCAAACAGTCATCAC
GTTTCCAATGGACACGCTCACGATGAGACTGCCACTGATGATGAAGATAATGGAGCA
ACTGAACTCACAAATGACGCTGATCAGAATGTGCCACAACACGAGTTGGAGCGTGTC
ACAGCAGCCGAGAAGAACATTCAGATCAAGAATAAGCTGGATATGTTGACTCGCGAG
CTTGACAGTGTTAAAGATCAGAACGCTGTCACTGACTACGACGTTCTGCATATGGAG
AACAAAAAGGCCGGACGCGACAAGTACAAGACTCTCCGTCAAATCCGTGGAGGAAAC
ACAAAACGAAGAATCGATCAATACGAAAATATGTAA

11.2Sequenzen der “in frame” Hefe-Zwei-Hybrid Screen
Kandidaten

Anmerkung: Ergebnisse der Sequenzierung der im Hefe-Zwei-Hybrid Screen

identifizierten Interaktionspartner von erm-1. Die gefundenen Gene befinden sich in

dem Vektor pACTII. In rot ist die EcoRI Schnittstelle dargestellt, da die Gene mit

EcoRlI in den Vektor kloniert wurden. Die unterstrichenen Basen kennzeichnen das

Leseraster (s. dazu Abschnitt 3.4).

11.2.1 Sequenzen der mit dem N-terminalen erm-71-Kéderkonstrukt
identifizierten Gene

F56D12.5A (vig-1):
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GATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATAC
GATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATC
CGAATTCGGCACGAGCCAAGACGTCGTGGAGGATTCACCCTTGGAGGTGGACCATCT
GGCGGACGTGGAGGAGGCCGTGGTGGACGTGGGCGTCAATTCGATCGTCAATCCGGA
TCCGACCGTACCGGAGTTCGCTCATTCGACAAGAAGGACGGACACGGAAAGGGCAAC
TGGGGAGACCAGAAGGACGAGTTGGCTGGAGAAACCGAGAACATTGCTCCAGAGGGC
GCTGAGAGCACCGAGCCAGAGGTTCCACGTGAGAAGACCGCTGAGGAGCTCGCCTAC
GAGGCTGAGTTGGCTGTTCTTGCCAAGCAAAAGACTCTTAAGGAGTTCAAGGCTGCG
GCTAAGCTGACGCTCCAAAGTT

Y55F3AM.13
CGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATA
CGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGAT
CCGAATTCGGCACGAGGATCCGCGCAAGGCTTTGGAGCACAAACAGCTCTCACTGAT
CGAGCAGCTCAAAGCACAGACCGAAGAGCTCAAGAAGTTGCTGGTAAGCCTTGGAGA
GGCTGGAAAAGCAGAGAGATCTGCTCAAAAACCTGCGGAAAAAGCGCCAAAAGAGCC
TGAGAAATCCGCTGGAGCAGCCTCTTCAGCTCCCGGAGTCCCCGGAGCCCCCGCAAA
ACTAGACAAGGACGCCAAGAAGGAGGCTCGCAAGGCTGCCAAGGCAGAAGCCGTAAA
GAAATTGGCTTCCGGAGAGGCTCCACCACAGAAATCCGCGAAAAAGACCGTAAATTC
GACTCCATGGACCGTCCAGGACGACCGAAAGACGTGGGAGACCAATCTGACTCTCAC
CGTGAATCTCCCAACCTTCCTTGTGGCCTACGAGCCGCAGGAGCAGCTGAAAAACGC
CACGCTGACAGTGCGGGACGTGGATTTGCCGTGGGCTCGGGCTCTCGCAAAGGTCGG
CGCAAGCCGTGGAGTCTCGTTTGAGGGAGAAGTCAAAAATCAGACGAAAGAGAAGAA
ATCCAGTCTGAAAGTTGTGAAAGGCCCTGCTCCTCCCTGCTATTGGAAAAACTACCG
TCAAATCCCTTCAACTATCTGGAAGCTGTTGGGCTCTT

C36B1.4 (pas-4)
AAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTG
GTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGGCACGAGAGATATATTGCAA
ACACGAAGCAGCGCTTCACACAATCTCCAGGACGTCGCCCATTCGGAATTTCAATGC
TCATTGGAGGATTCGATCATGACGGAACTCCACGTCTTTTCAAAACCGAGCCATCTG
GAGCTTACTACGAGTACGTTGCCAACGCGACTGGAAGAGGAGAGAAACCAGTGCGTG
AATACCTTGAGGAGCAATACAGCGAGGAAAATACTGTCGACGAAGCTACCACTCTTA
AATTGGTTGTAAAGTCGCTGGCTCAGGTCGTACCACCAGGATCACAAAATATCGAGA
TTGCAGTCATGAAAAAAGTTAATGATGAGCTGCAGCAACGTGTATTGTCAACTGAAG
AAATCGAGGCTCTCCTGAAGGTTGTTGAGACAGAACGTGTGGCTGCTGAGGCTGAAG
AGGCTGCATCCAAGAAGAAGTAGATTCGAACTTTTGTCTTCTGTCCATTATCCGTGT
GTATTGATTTCCCAGTTATCTGCTCCCCTTTTCAAAACCTAATTTATTTTATTCATC
TTTATTGACGGGAATGAAAAAGTTTTCCCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACTC
GAGAGATCTATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCACTTCAACTGTGCA
TCGTGCACCATCTCAATTTCTTTCATTTATACATCGTTTTGCCCTCTTTATG
CO6E7.2:
AAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTG
GTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGGCACGAGAGATATATTGCAA
ACACGAAGCAGCGCTTCACACAATCTCCAGGACGTCGCCCATTCGGAATTTCAATGC
TCATTGGAGGATTCGATCATGACGGAACTCCACGTCTTTTCAAAACCGAGCCATCTG
GAGCTTACTACGAGTACGTTGCCAACGCGACTGGAAGAGGAGAGAAACCAGTGCGTG
AATACCTTGAGGAGCAATACAGCGAGGAAAATACTGTCGACGAAGCTACCACTCTTA
AATTGGTTGTAAAGTCGCTGGCTCAGGTCGTACCACCAGGATCACAAAATATCGAGA
TTGCAGTCATGAAAAAAGTTAATGATGAGCTGCAGCAACGTGTATTGTCAACTGAAG
AAATCGAGGCTCTCCTGAAGGTTGTTGAGACAGAACGTGTGGCTGCTGAGGCTGAAG
AGGCTGCATCCAAGAAGAAGTAGATTCGAACTTTTGTCTTCTGTCCATTATCCGTGT
GTATTGATTTCCCAGTTATCTGCTCCCCTTTTCAAAACCTAATTTATTTTATTCATC
TTTATTGACGGGAATGAAAAAGTTTTCCCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACTC
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GAGAGATCTATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCACTTCAACTGTGCA
TCGTGCACCATCTCAATTTCTTTCATTTATACATCGTTTTGCCCTCTTTATG
WO09H1.6 (lec-1):
AAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCCTACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGT
GGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGGCACGAGGAAGAGCGCAAG
TCGAACCCAATCAAGAAGGGAGACTCGTTCGACATTCGCATCCGTGCTCACGACGAT
CGCTTCCAGATCATCGTCGACCACAAGGAGTTCAAGGACTACGAGCACCGTCTGCCA
CTCTCCTCAATCTCTCACCTCTCGATTGACGGAGATCTCTACTTGAACCACGTTCAC
TGGGGAGGAAAGTACTACCCAGTACCATACGAGAGCGGACTCGCCAACGGACTTCCA
GTCGGAAAGAGCCTCCTCGTCTTTGGAACCGTTGAGAAGAAGGCCAAGCGCTTCCAC
GTCAACCTTCTCCGCAAGAATGGAGACATCTCGTTCCACTTCAACCCACGTTTCGAT
GAGAAGCACGTCATCCGCAACTCTCTTGCCGCCAACGAATGGGGAAATGAGGAGCGC
GAGGGAAAGAACCCATTCGAGAAGGGAGTCGGCTTCGACTTGGTCATCCAA
Y37E11AL.7 (map-1)
AAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGT
GGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGGCACGAGCAAGCCCGAAAA
ATGGACGATTTGGAAGGCAAAAAGTGCATTGGATGCCAGAAACCGGCAAAACTACGA
TGCCCGACATGCATTAAAATGTCACTGCCCGACGCGTATTTCTGTGATCAGTCCTGC
TTCAAAGCATTCTGGCCGATTCACAAATTCTCGCACTCGGACGTCAACGGGCCGTAC
AATCCGTGGCCGTGCTACTCGTTCACAGGCTCGCTTCGCCCAGGCCGAGTCACCGAT
CGTCGCCCGGTTCCCGATCACATCCCCCGCCCGGATTACGCCCTTCACCCGCAAGGC
GTCTCTCTGGAGGAACGTCAATCGAAAAGTGAACGTGTGATTAAAGTATTGACCGAC
GAGGAGAAGGAGGGCCTGAAAGTGGCCTGTAAACTAGGCCGTGAATGCCTGAATGAG
GCCGCCAAGGCCTGCGGGCCTGGAGTTACTACTGAGGAAATCGATCGAGTTGTGCAT
GAGGCGGCAATTGAACGAGATTGTTATCCGAGCCCGTTGGGATATTATAAGTTCCCG
AAGAGTTGTTGTACTTCTGTTAATGAGGTCATTTGTCATGGAATTCCGGATATGAGA
AAGTTGGAGAATGGAGATCTTTGCAATGTCGACGTCACCGTCTATCACCGCGGTTTC
CATGGAGATCTCAACGAAACCT

F47G4.2
AAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGT
GGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGGCACGAGCAAGCCCGAAAA
ATGGACGATTTGGAAGGCAAAAAGTGCATTGGATGCCAGAAACCGGCAAAACTACGA
TGCCCGACATGCATTAAAATGTCACTGCCCGACGCGTATTTCTGTGACAGTCCTGCT
TCAAAGCATTCTGGCCGATTCACAAATTCTCGCACTCGGACGTCAACGGGCCGTACA
ATCCGTGGCCGTGCTACTCGTTCACAGGCTCGCTTCGCCCAGGCCGAGTCACCGATC
GTCGCCCGGTTCCCGATCACATCCCCCGCCCGGATTACGCCCTTCACCCGCAAGGCG
TCTCTCTGGAGGAACGTCAATCGAAAAGTGAACGTGTGATTAAAGTATTGACCGACG
AGGAGAAGGAGGGCCTGAAAGTGGCCTGTAAACTAGGCCGTGAATGCCTGAATGAGG
CCGCCAAGGCCTGCGGGCCTGGAGTTACTACTGAGGAAATCGATCGAGTTGTGCATG
AGGCGGCAATTGAACGAGATTGTTATCCGAGCCCGTTGGGATATTATAAGTTCCCGA
AGAGTTGTTGTACTTCTGTTAATGAGGTCATTTGTCATGGAATTCCGGATATGAGAA
AGTTGGAGAATGGAGATCTTTGCAATGTCGACGTCACCGTCTATCACCGCGGTTTCC
ATGGAGATCTCAACGAAACCT

F31E3.5 (eft-3)
GATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATAC
GATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATC
CGAATTCGGCACGAGGACCGACCACTCCGTCTCCCACTCCAGGATGTGTACAAGATC
GGAGGAATCGGAACTGTTCCAGTCGGACGTGTTGAGACCGGAATCATCAAGCCAGGA
ATGGTCGTTACCTTCGCTCCACAAAACGTCACCACTGAAGTCAAGTCCGTTGAGATG
CATCACGAATCTCTTCCAGAGGCCGTCCCAGGAGACAACGTTGGATTCAACGTCAAG
AACGTCTCCGTCAAGGATATTCGTCGTGGATCCGTCTGCTCCGACTCCAAGCAAGAC
CCAGCCAAGGAGGCTCGCACCTTCCACGCCCAGGTCATCATCATGAACCATCCAGGA
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CAGATCTCCAACGGATACACTCCAGTTCTCGATTGCCACACCGCTCACATCGCCTGC
AAGTTCAACGAGCTTAAGGAGAAGGTTGACCGTCGTACCGGTAAGAAGGTTGAGGAC
TTCCCAAAGTTCCTCAAGTCTGGAGATGCTGGAATCGTCGAGCTCATCCCAACCAAG
CCACTTTGTGTTGAATCCTTCACCGACTACGCTCCACTCGGACGTTTCGCCGTTCGT
GACATGAGACAAACCGTCGCTGTCGGAGTTATCAAGTCCGTTGAGAAGTCTGATGGA
TCCTCTGGAAAGGTCACCAAGTCCGCCCAAAAGGCTGCACCAAAGAAGAAGTAATCT
TCATTGTTGAGTTATCTTGTGATTTTGATAATTATCAACTCTTACTTTTAATGGGTT
ATGAATAATAACA

K10C2.4
GATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATAC
GATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATC
CGAATTCGGCACGAGGTTCCAATCGAGAAGGCTGAGGATCGTATCTTTGGAGTTGTG
CTCATGAACGACTGGAGTGCTCGCGATATCCAAGCTTGGGAATACGTTCCACTCGGC
CCATTCCTTGCTAAATCCTTTGCCACAACTGTTTCTCCATGGGTCGTCTCAATTGAA
GCTCTTCGTCCATACTTTGTTGAGAATCCAGTACAAGATCCAGTTCCACCAGCATAT
CTCCATCACGATGACCCATTTACCCTTGACATCAATTTGGCCGTCAGTATCCGTCCA
GAAGGAGATGCTGTGGACCATATTGTCTGTAAAACTAACTTCAAGCATTTGTATTGG
ACTCTAAAACAACAACTTGCTCACCACACCGTCAATGGATGCAACCTCCGCGCTGGA
GATCTTTTGGGATCAGGAACTGTATCTGGACCAGAAGAAGGTGCATATGGATCCATG
CTCGAGCTTTCGTGGCGCGGAGCCAAAGAAGTTCCAGTTGGCTCAGAAATCCGAAAG
TTCTTAAAGGACGGAGATGAGGTCAACCTTTCTGGAGTTTGTGAAAAGAATGGAGTC
AGAATTGGTTTCGGAGAGTGCCGCGGAAAAGTCCTGCCAGCCGATATCTAAAATCAT
CGTAATTAAATCGTTTTGCTTTTTGTTTCATTCTCTCGTTTGTTAGTAGTATCTCGT
CGAATAAGTTCTGAAGCCACGA

F57B9.9 (pgn-46)
GATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATAC
GATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATC
CGAATTCGGCACGAGCAGCAGTTCAACGGATACAACAACAACTACAACAATAACAAC
AATCAGCAGCAACAGTTCTACAATAATAATAATAATAACTACAACAATAACAATTAC
AATAATAATAACAACTACAATCAGCAACCGCAAGGTGCTCAACAACCACAGCAACAA
GTCCAACAACAAGTTCAACAGCCTCAGCAACCTGTCCAGCAACCTCAACCAACTCCA
ATTCGTCCACCACAGCCACAACGTTCCGGCCAACAGCCAGTGCAATCTTTCGAGTCA
CATACCCAAATCGTGCAACCAGTGAGAGCTGTTCAAGCTAATGCTCAACTTGTTCAG
CCAGTCATTCGGCCAGCTGCCAGCGCAGTTGCCACCGCCGTAGTTGATACCGATTCA
TCTGCCAAGAAGGCCACAGAATTTAACAAAGCTAATGGAATTGAACAACCAAAGCCA
GCTCATGCTGAAAAGGCTTCTCTTGATGCTGAGGTGGATGCCAATGTTGACCGTCAT
TTGTGGTTCTCTGCGGATTATGATGTGAAGCAATGTCGCAAGGGACTCAACGGAATC
GGAGTTAGATTCCAAAAGAAGTTCCCATCATATCTACAAAAGGGAGGAAAGGATAGA
GAACTCGCCGAGCTCGTCGAGCACGACTTTTGGAATGTGAGAGAAATCATCGGCTTC
TCACTGGGACAAGGTTGACACACTTTTGCAAAAGATTAGTTTGACAACAGCGAAGAG
GGAGAATGCCGTGCAGGACTATTCAGAGCGTATCTCATGTGTTAC

C46A5.9 (hcf-1)
GATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATAC
GATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATC
CGAATTCGGCACGAGGCGGATCCAAAACCAGCCACTGACGAAGGCGGATTGCCACAA
GATTTATTTGAAGACACTGAAAAGAATGAGACTGCCTCTCCAAAAAGATCAAATGAT
GCTCAGAGTGCAGACTCGAGTACGTGTGAGCAGAAAAAAACTGATGAATCTGGATTG
GAGGAAGACTCTGAAAAAGATCAAAAACCTTCAGACGCTGGAGAAACAGATGAGATG
AAAGAAGAGAATGGTGATGATGATTTGCCATGGTTTGATGTTGGAATCATAGATAAA
GCAACAATCAACGTCACTCATTACTTCAATGATCGACAGCAATCCCTCGAAAAGCAA
CTGAATGATTTGATTGATCATAATGCCTTTAAATGTGTCAACGATTCTGTATTCACT
ACTGAGGACAAAATTCCACTGATCAATGGGCAATCTTACCGATTCCGTGTTTCAGCA
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ATCAATGGCTTAGGAAAAGGAGCATGGAGTGAGACTGCATCGTGCAAGACATGCGTC
CCGGGATATCCAAGTGCTCCATCATCGATTCGAATTACCAAGTCACACGAAGGCGCA
CAACTCACCTGGGAGCCTCCATCAAACACGAATATTTCTGGAAAGATAATTGAGTAC
AGCGTTTACTTGGCCGTTAAGAATCAATCTGCAAATTCGGCTGATAGTCAACTCGCT
TTTATGAGAGTTTACTGTGGACCGCAGCTGACTGCCAGTTCTACATCAACCTGGAAC
GGCTTTTGTTGATCAGACCACAACC

11.2.2 Sequenzen der mit dem C-terminalen erm-71-Kéderkonstrukt
identifizierten Gene

F25B5.4a/c (ubg-1)
AAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTG
GTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGGCACGAGAGATATATTGCAA
ACACGAAGCAGCGCTTCACACAATCTCCAGGACGTCGCCCATTCGGAATTTCAATGC
TCATTGGAGGATTCGATCATGACGGAACTCCACGTCTTTTCAAAACCGAGCCATCTG
GAGCTTACTACGAGTACGTTGCCAACGCGACTGGAAGAGGAGAGAAACCAGTGCGTG
AATACCTTGAGGAGCAATACAGCGAGGAAAATACTGTCGACGAAGCTACCACTCTTA
AATTGGTTGTAAAGTCGCTGGCTCAGGTCGTACCACCAGGATCACAAAATATCGAGA
TTGCAGTCATGAAAAAAGTTAATGATGAGCTGCAGCAACGTGTATTGTCAACTGAAG
AAATCGAGGCTCTCCTGAAGGTTGTTGAGACAGAACGTGTGGCTGCTGAGGCTGAAG
AGGCTGCATCCAAGAAGAAGTAGATTCGAACTTTTGTCTTCTGTCCATTATCCGTGT
GTATTGATTTCCCAGTTATCTGCTCCCCTTTTCAAAACCTAATTTATTTTATTCATC
TTTATTGACGGGAATGAAAAAGTTTTCCCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACTC
GAGAGATCTATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCACTTCAACTGTGCA
TCGTGCACCATCTCAATTTCTTTCATTTATACTCGTTTTGCCCTCTTTATG
Y39A3CL.5 (clp-4)
ATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATACG
ATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCC
GAATTCGGCACGAGCTGACTGCGGAGATTTTCGATGAAATCGCTGAAATGACTGGCG
TCAACAGAGCAACTGAGACAGTCGAGGAGGAACATCAGTGGCATGAGATCATGGAGG
ACGGGGAATGGAGTTCTAAAAAAGGCACAGCTGGAGGCTGCAACAACAACCCATCTA
CCTACCCCAAGAACCCTCAATTCTCCACTTTCTTCACAGCACCACAATCCTCTATTG
AAGCCGACGGGAATGTTACCGTAATCGTTGCAGTTCTACAAAAGTACAGAAGAGAGC
TCCGTTCAAAGGGCAAAGATGTCCTGCCAATTGGTGTATCGATCTACTCACTTGGCG
CCGAAGGCACCGCCCGGAGCCCTCTAACCGCCCAGTTCTTCTCGCAAAACCGCCCGA
TCGCCCGAACTACAGTATTCGTGAATACTAGAGAGGTTACTGTAAGATTCCGTGTAC
CACCTGGGCAATATGTCATTGTCCCATGTACCTTTGATGCTTACGATGATGCCGAGT
TTCTGCTCAGAGTCTATGCTAATGGAACTTTGAAATCTAGCCTGCTGTAAATCAATA
ATGCCCAGTTTTGCCGCCGAATGATGAGATTTTCGAATACTTTGCAATTTTATTTTT
TTCAAATTATAAATTTTCCGCCAAACTTTAATGCTTTGCTTCTTCAATAAATTTTAT
CG

B0222.6 (col-144)
GATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATAC
GATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATC
CGAATTCGGCACGAGGATGGAGTCTCTGTCTTCCGTGTTGAGACCGACTCTGCATGG
ACCGAGATGATGGACATCCAGATCACCGTTACCCCACCAACCAAGCCACGTGTCAAC
CCATTCAACTCTATCTTCCGTCAAAAGCGTCAAACATTCTCTGGACTCCCAGCTTGG
TGCCAATGCGAGCCAACTAAGCCAACTTGCCCACCAGGACCACCAGGACCACCAGGA
CAGCCAGGAGCCCCAGGAACCCCAGGAGCCCCAGGACCAAAGGGAGACGACAACACC
GCTACCTTCGCTCCACTCACCTGCGCCCCAGTCTCCCAAGACTGCGTCAAGTGCCCA
GAAGGACCAGCTGGACCAGCCGGACCAGAAGGACCAGCCGGACCAGCCGGACCAGAC
GGACAACCAGGAGCACCAGGAAACGCTGGAAACCCAGGATCCGACGGACAACCAGGA
GCCCCAGGAGACAACGGACAAGACGGAGCCCCAGGACAAGACGGACAACCAGGAGCC
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CCAGGACAAGACGGACAACGTGGATCCGGAGCCCCAGGAGGACCAGGAGCeeeaGGAa
AACGCTGGACCAGCTGGACCAGCCGGACAAGACGGAGCCCCAGGACAAGALCGGACAA
CCAGGACCAGCCGGACCAGCTGGACAAGATGGAGCCCAGGAAACGCTGGATCCGATG
GACAACCAGGAGCCCCAGGAGGA

C13B9.3
CGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATA
CGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGAT
CCGAATTCGGCACGAGGAATCATCTGATGGAGTCCAAGTCAATATTGAGTACACATT
GCAAAGAGAGGACATCACTTTGAACAATGTTCGCATCATTGTGCCACTTCCAACTGC
GACAGCTCCATCCGTTGGTGAGTGTGATGGAGAATATGAGTACCACAAGACGAAGAA
CGTGATTGTTTGGTCCTTAGCTGTGATTGACAGCTCGAACTCTTCGGGAACCCTTGA
ATTCTCAGTTCCAAATGGCCATTGTGATCATTTCTTCCCTGTCTCCGTTGGATTCAC
TTCTGAAAACTTGTTTGTGCCGATTACTGTACAAAAAGTTGTGAAAAATGATGGATC
GCCGGTAACTTATTCAGTGGAGACTACTTTCAACTCGGAAAATTTCGAAATTGTGTA
ATTTATTCCTATTCGAGAGATCTTCAAGATTGATATTTTTATTGCTTCCAATACCAC
CACCAAGCCACTAATTTTTCTAGAGATTCATGATTCCTTTTTTGCAAATCATGTTAT
CCCTTTGATTGCTGTGATGCATAAGCCACTCTCCTCCGACCCAATTCATACTGTATT
TATTGAGAATATTTTAATTTATGTATGCTCTTCTATTTATTTCCATTTCTTTTGGGT
TTTACGGATACATTTTTTTTGTACGATAAAAAAAAAAAAAAAACTCGAGAGATCTAT
GAATCGTAGATACTGAAAAACCCGCAAGTCACTTCACTGTGCATCGTGCACCATCTC
ATTTCTTCATTTATACATCGTTTGCCTCCTTTATGAACTATACTCCCTAAGTTCATC
TGGCATGTACT

K05B2.3
AGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATA
TGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGGCACGAGGAACAATCACTGAACGATA
AGGACACATCGATCAACAAACTTCGTGACGAGAGCAAGATCCTGATGGTTGAGCTTC
AAATGCTCATTGATACAAAACAGACTCTCGATGCTGAAATTGTGATCTACCGTAAGA
TGCTTGATGGAAAAGAGAATCGCGCAGGTCTACGTCAGCTCGTCGAGCATGTTGTTA
AGACAACATCTATTCATCAAACCAAGGAAATTGAGAGTCTTCGAGTTCTCAAAGGTG
AAACGACTAGTC

C29E4.3a (ran-2)
GATGATGAAGATACCCCACCATTCCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATAC
GATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGATC
CGAATTCGGCACGAGGGAATTGCGGCAGGAAATGTGATTGCAAAAGCTTTAGAGAGT
CATCCAGAGCTCGAGAGATGTCTTTGGAGTGATTTGTTCACTGGACGCCTCAAAAAC
GAAATTCCACCGATTCTAGAAGCTCTTGGAAAGGCTATGATGACTGCTGGATGTAAG
ATCAAAGAGCTTGACTTGTCTGACAACGCCTTTGGACCAATTGGAGCTGATGCTCTC
AAGGATCTTTTGGAATCACCGTCATCATTCTCTTTGGAAGTCTTGAAGCTTAACAAC
AATGGATTAGGAATAGGAGGAAAACAAATCGCAAAATCATTGACTGAGTGTCTCAGA
AAGTCAATTGCTGTGGGAGGCGAGAATCGATTGAGATTGAAAACATTTATTGCTGGA
AGAAATCGTTTGGAAAATCCAGGAGCACATGCACTGGCGGCTACTTTTAAGGCTCTT
GAAACGGTTGAATGGTTTGATGTTCGTCAAAATGGAATTCATGAAGAAGGAATTCGT
GCTCTGGTGGCTGCATTGAAACACAACAAAATCTT

ZK1098.5
AGATCTCTATGGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATA
TGGCCATGGAGGCCCCGGGGATCCGAATTCGGCACGAGGTTCCACGATGCGTTGACA
CTCGACAAATCGCTGATGTCCTGTGTCGAAATGCGATTCCCTGTTATCTCGGAATTT
CAGCCACAGCTTCATCGTGGACAAGTGGCGATCGTGAATTTACGATTACACTTGAAG
CGAATCCACTTACGGAATTAGTTCAGGTACCCG

ZK1055.7
CGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCTCTATGGCTTACCCATA
CGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGGGTGGTCATATGGCCATGGAGGCCCCGGGGAT
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CCGAATTCGGCACGAGCCAAAACTTGTTCATGAATCCGTTCCAAGTAAGAATGCTGC
AGCTTTTCTCACGGCTTCTGCTGTTAATACTTCTCAACTTGCACTCCTGGCTGGATT
TTCATCTGTCTATCTGAATAATGCATTTGTCGCAACAAGTCACCTGAAAAACGTGTC
ACCAGGTGAAAGACTCACTTGCTCTTTGGGAGTTGACACGGCAATTCGTGTGGAGTA
CAAGCCGGCAAAGAAGTACCATGAGGAAGGAGGTTACATCACCAAGCACTCTGCAAA
TGTCACGGAGCAAACAATCTCCATCAAAAATACGAGAAATGAGCAGCCGGTGCTCCT
AACCGTGAAGCATGCGATTCCACGTAGCACTGACGAGAAGATCCGTGTGAAGCTAGT
TTCACCAGCAGCTACGCCACATGATGCGGAGAAGGCTGGCACTGAAGCCGAGAATTC
TGAGCCTGTGGAAGGGGCAAAGTTCAATTCCAGCAATCACTTGGAGTGGACTATAAA
GCTGGCTCCGAGCAGCTCAAAGGATCTGATCATCAAATATGTGGTGGAGCATCCAAA
AGATGAAACTGTTCAATATCAAGAGAATTTCTAAAGTACATCCAACAGTGAATTGAT
ACTTAAATGAAGTCGTCTATCTTTTACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACTCGAGAGA
TCTATGAATCGTAGATACTGAAAACCCCGCAGTCACTTCACTGTGCATCGTGCACCA
TCTCATTTCTTTCATTATACATCGTTTGCCTCTTTATGAACTAACTCTCTAGTTCAT
C

11.3Sequenzierung von lad-1(ok1244)

Anmerkung: gespleifite Sequenz von lad-1(ok1244) (s. auch Abschnitt 3.6.2.2). In rot
sind die Basen gekennzeichnet, die den Beginn der Deletion markieren. Fettgedruckt
sind die Basen, die die Sequenz nach der Deletion markieren. Hierdurch wird ein
“frameshift” verursacht, der zu einem vorzeitigem Stoppkodon (blau kursiv) fihrt.
Die unterstrichenen Basen kennzeichen das Leseraster.

11.3.1 Vorwartssequenz

GGAATCCAGCACCAAAACCCCGCTTGGTTCCACAATGGTCGTGAGTATCAGTGAAGA
TAGTGATGCTGCAGGTATTTCGATTCGAATCATACGGTAAAACACTCGTCTTCAATG
TAACACAAGACAAGGCTGGAAAGTATGATTGCCGATTTGCAACTCAACAGGATATTG
ATCGAACATTCAATGTTGTAGTCGAGGCTGCTCCATACTGGCCACTTGGACCACCAC
CAAATACAAATACAAGTGAAGGTGAAAAAGTAATATTCGACTGTACTACTTACGGAA
AACCAACTCCGAAAGTGACATTCTACAAGAATGGAGTCGAAATTGAATCACAAAAAG
ATGATAGATATCTAATTGAAGGAACAAGACTTACTATTTTTGATGTCAAGAAGGGAA
CTTATGGTAAAGGAGATAATGCAATATATCAGTGTAAATCTGAGAATAAGCATGGAT
GGCTTTGGACCAATTTCTATCTGAATCTTCTTGCATTCAAACCACAACTTCTCATCG
ATCCAGGAAAGGAAGAAGTTGAAGCAGTTGCTGGAAAAAAGGTTACACTTGAATGTA
AATTCTTTGCAAGTCCAAATGCAGCTGTAAAATGGGAAGCTCCAATGATTTCCGGAT
CAGAAGGAAATCAGATTCCAGCTGATGCTTATGGTGTTGGAAAGCTCGTGTTCAGTG
AAGTGACAGCTGCTGAAGAAGGAGAATATGAATGCATTGGAACCAATAAATATGGTC
AAGCAACTGGTCTCATTACACTGAAAGTTAGAAAACCAACAATTGTTCAACCATTCC
CCCGTGTTGAAGAAGTACGAATGGCTGGTGAAGAAATGAGATTAGCTTGTGATGCAA
CAGCTGATAATCAATTAGAAGTAAAATATGAATGGCTTGTCGATGGAAAGTCTCTAC
CGGAGGATCGAATCAGTTCGGGACACTATAAAATCGATGATGATCATTCTTTAGTGA
TTTCTAATCCAACTCAAGATGATACTGCAAAGTATAAGTGTGTTGTGAGCACTAAAT
TGGATCAAGTTGAAAAGGAAATCAAAATTCAATTTAAGGATGTTCCTGTGGCTGTTC
ACTCTGCGTGGGTTCAAACTTGTGACAAGAACTCACTCACTGCATTTATCAAATTCG
AACACTATGAGTCGATTCACACAATTGCTCCAATAAAAGAATTCTGGGTTCAATATC
AAATAGACTCAGAAACTGAAGGATCACAATGGAGAACTCATCCAGTTCCATCAGCTG
CTCATCCAAATGATAAGATTGATAATAATCTTAGACATACAACTGGTGATGCTACTG
TTTCACTACAACCATTTGGAAAATTCCCTCACCAGTTCGATCCCTTCGCGCATATCC
AATGAACTCAAAAGTCGGTGGTGAAAAGGGAGTCGTTGTTCTTGTATGGAAAAAGCC
ACGGCAGACTAACGGAAAGTTGGCACGATATGAGGTGGAGTACTGTAAAACTCAAAA
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CGGGAAACTCGTCGAAAAATCGTGTCCTCGGAAACAAATCGATGCGGATTCAAAAGA
GATT
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