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EINLEITUNG

1 Einleitung

Der Stamm der Nematoden ist einer der am weitesten verbreiteten und umfangreichsten
im gesamten Tierreich. Es existieren unterschiedlichen Schatzungen, denen zufolge
zwischen 100.000 und 100.000.000 Arten existieren sollen (Meldal et al., 2007). Die
Nematoden haben nahezu alle Habitate besiedelt. Neben terrestrischen, aquatischen und
marinen Formen existieren auch diverse tier- und pflanzenparasitare Arten (Convey &
Mclnnes, 2005; Freckman & Virginia, 1997). Wie die Habitate weisen auch die
Nahrungsquellen ein breites Spektrum auf, deswegen finden sich neben bakteriovoren auch
fungivore, algivore, parasitare und omnivore Nematodenarten (Dorris et al., 1999).

Der heute als Modellorganismus bekannte terrestrische Nematode Caenorhabditis elegans
wurde erstmals von Maupas im Jahre 1899 beschrieben (Maupas, 1899). Ein knappes
Jahrhundert spater wurde er von Brenner als genetisches Modellsystem etabliert (Brenner,
1974). Aufgrund seines invarianten Zellstammbaumes konnte das Verhalten und Schicksal
jeder einzelnen Zelle ein einem Zellstammbaum aufgeklart werden (Kimble & Hirsh, 1979;
Sulston & Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983). Die Tatsache des invarianten Zellstammbaums
(am Ende der Embryonalentwicklung 558 Zellen im Hermaphroditen und 560 Zellen im
selten auftretenden Mannchen; Sulston et al., 1983) und die hohe Transparenz des
Embryos, die einfache mikroskopische Untersuchungen erlaubte, flhrten dazu, dass
C. elegans als Modellorganismus fiir verschiedenste entwicklungsbiologische Studien
gewadhlt wurde. Das daraus resultierende Interesse und sein relativ kleines Genom
(8 x 10" bp) fithrten dazu, dass C.elegans als erster tierischer Organismus sequenziert
wurde (The C. elegans Sequencing Consortium, 1998). Es stellte sich heraus, dass dieser

Nematode knapp 20.000 Gene besitzt.

1.1 Phylogenie der Nematoden

Die Nematoden wurden urspriinglich in zwei Klassen unterteilt (Chitwood & Chitwood
1938), die Secernentea und die Adenophorea, doch diese relativ einfache Einteilung ist

heute Gberholt.



Der erste phylogenetische Stammbaum, der auf molekularen Daten der small subunit (SSU)
rDNA basierte, unterteilte die Nematoden in 5 Claden (Blaxter et al. 1998). Eine neuere
Arbeit zur Phylogenie der Nematoden unterteilt das Phylum basierend auf SSU rDNA
Analysen in 12 Claden (Holterman et al., 2006). Die Claden 8-12 dieses phylogenetischen
Stammbaums konnen etwa mit den Secernentea, die basaleren Nematoden der Claden 1-7
grob mit den Adenophorea korreliert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die
phylogenetische Einteilung nach Holterman verwendet (s.0.). Die molekular untersuchten
Nematoden gehdren den Claden 9, 10 und 11 an (Abbildung 1-1). Fir in silico Studien
wurden zusatzlich zwei Vertreter von Clade 2, Romanomermis culicivorax und

Trichinella spiralis in die Betrachtung mit einbezogen.

12

nlr— Acrobeloides nanus

Cephalobiden
— Acrobeloides sp. (PS1146)

— Panagrolaimus sp. (P$1159)

—— Panagrolaimus superbus Panagrolaimiden

10

Panagrolaimus sp. (JU765)

— Caenorhabditis elegans

—— Caenorhabditis briggsae

Diploscapter coronatus

Romanomermis culicivorax

Trichinella spiralis

Abbildung 1-1: phylogenetische Stammbaum der Nematoden (verdndert nach Holterman et al. 2006): 1-12:
Claden nach Holterman et al., * unaufgeloster Ast. Die Astlangen entsprechen nicht der phylogenetischen
Divergenz.



EINLEITUNG

1.2 Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der Embryonalentwicklung

Fiir den ungelbten und sogar flir den mit Nematoden vertrauten Betrachter sind
verschiedene Arten morphologisch schwer zu unterscheiden. Alle Nematoden besitzen eine
fadenartige Korperform, die in Ldnge und Dicke zwar variabel, sonst aber nahezu identisch
ist. Betrachtet man allerdings die Embryonalentwicklung der Nematoden findet man
gravierende Unterschiede sowohl in der Abfolge der Zellteilungen, als auch in der
raumlichen Lage der Zellen. Bei C. elegans folgt die Entwicklung immer demselben
invarianten Zellstammbaummuster, demzufolge die Zellen sowohl zeitlich, als auch raumlich
immer die gleiche Anordnung aufweisen (Sulston et al., 1983). Auch alle andern im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Nematoden zeigen ein invariantes Muster aus dessen friihen
Teilungen die Griinderzellen AB, E, MS, C, D und P4 hervorgehen (Abbildung 1-2). Betrachtet
man allerdings die Teilungsabfolge und die rdumliche Lage der Zellen werden gravierende
Unterschiede zum Modellorganismus C. elegans deutlich. In C. elegans finden im
4-Zellstadium Induktionen statt, die fiir eine korrekte Schicksalsfestlegung in den Zellen
essentiell sind. Uber den Wnt/Frizzled Signalweg (Petersen & Reddien, 2009) wird EMS
durch P2 induziert, was in einer spateren asymmetrischen Teilung von EMS in E und MS
resultiert. ABp wird von P2 (ber den Delta/Notch Signalweg induziert, was zu einer
unterschiedlichen Schicksalsfestlegung in den beiden Tochterzellen ABp und ABa fihrt.
Betrachtet man im Vergleich den ebenfalls zur Clade 9 zugeordneten D. coronatus wird
deutlich, dass im 4-Zellstadium, in dem die fiir C. elegans essentiellen Induktionen
stattfinden die raumliche Lage der Zellen eine Induktion von ABp durch P2 unméglich macht
(Abbildung 1-2). Bei A. nanus (Clade 10) fiihrt die verfrihte Teilung der Keimbahnzellen
dazu, dass P2 und EMS nicht gleichzeitig existieren und somit eine Induktion von EMS durch
P2 unmoglich ist (Abbildung 1-2).

Auffallend sind die groRen Unterschiede im Teilungsrhythmus der Keimbahnzellen.
Wahrend die Urkeimzelle P4 in C. elegans erst im 16-Zellstadium geboren wird entsteht sie

bei D. coronatus und A. nanus bereits im 6-Zellstadium (Abbildung 1-2).



Abbildung 1-2: Friihe Zellteilungen von C. elegans, D. coronatus und A. nanus: Gezeigt sind jeweils die
Stadien nach Teilung der P-Zelle. A-E: C. elegans F-J: D. coronatus K-O: A. nanus. Ausrichtung der Embryonen:
anterior-links, dorsal-oben. (Die Bilder sind aus Videosequenzen entnommen, die von Jens Schulze erstellt
wurden.)



EINLEITUNG

1.3 maternale Genprodukte und das Spermium sind entscheidend fiir die

Festlegung der anterior-posterioren Achse in C. elegans

In C.elegans ist die zygotische Expression erst ab einem spateren Zeitpunkt der
Embryonalentwicklung notwendig. Bis zum 28-Zellstadium entwickelt sich der Embryo auch
bei vollstandiger Inhibition der embryonalen Transkription normal (Powell-Coffman et al.,
1996). Aus diesem Grund spielen wahrend der ersten Zellteilungen maternale Genprodukte
eine entscheidende Rolle. Diese maternalen Genprodukte werden wahrend der Oogenese
in groBer Zahl in der Eizelle eingelagert und werden fir eine korrekte frihe
Embryonalentwicklung bendétigt (Laugsch & Schierenberg, 2004). Experimente, bei denen
die zygotische Transkription blockiert wurde zeigten, dass die Bildung der Griinderzellen

(AB, E, MS, C und D) auch ohne diese ablauft (Edgar & McGhee, 1988).

Bereits vor Beginn der ersten Zellteilung kommt es in C. elegans zur Asymmetrie in der
Zygote. Durch den Eintritt des Spermiums in die Oozyte wird ein Prozess in Gang gesetzt,
der die Symmetrie im Ei bricht und an dessen Ende die Etablierung der anterior-posterioren
Koérperachse steht. Die Spermieneintrittsstelle definiert hierbei den posterioren Pol des
Embryos (Goldstein & Hird, 1996), der in 98% der Falle der der Vulva zugewandt ist (Lahl et
al. 2006).

Das Spermium bringt neben einem haploiden Chromosomensatz auch ein Centriol in die
Oozyte ein. Das daraus entstehende Centrosom interagiert mit dem Kortex und induziert
eine durch Akto-Myosinkontraktionen initiierte gerichtete Zytoplasmastromung. Hieraus
resultiert eine differentielle Verteilung maternaler PAR Proteine und der P-Granula,
zytoplasmatischer, RNA-reicher Organellen (Strome 2005), noch vor der ersten Zellteilung

(Gonczy and Rose, 2005; Strome and Wood, 1983; Abbildung 1-3).



@
PAR-3 *ol
PAR-6 °
PKC-3 S
...

Abbildung 1-3: Verteilung der PAR Protein Komplexe und P-Granula vor der Zygotenbildung: blau & gelb:
PAR Protein Komplexe; griin: P-Granula (anterior-links)

Mit der ersten asymmetrischen Zellteilung kommt es bei C. elegans zur Trennung von
Keimbahn und Soma (Boveri, 1899; Deppe et al., 1978; Weismann, 1889). Aus der Teilung
der Zygote PO gehen die anteriore somatische Griinderzelle AB und die deutlich kleinere
posteriore Keimbahnvorlauferzelle P1 (Abbildung 1-2) hervor (Sulston et al., 1983). P1 teilt
sich in den folgenden Teilungen immer asymmetrisch in eine Keimbahnzelle (P2-P4) und
eine somatische Griinderzelle (EMS, C und D, Abbildung 1-2). Diese Tochterzellen der
Teilung von PO unterscheiden sich nicht nur in der GroBe, sondern auch in der
asymmetrischen Verteilung verschiedener Genprodukte. Die P-Granula, die vor der ersten
Teilung am posterioren Pol der Zygote lokalisiert sind (Abbildung 1-3) werden ausschlief3lich
an die P1 Zelle weitergegeben (Strome & Wood 1983). Auch die PAR Proteinkomplexe
werden aufgrund ihrer anterior-posterioren Verteilung (Abbildung 1-3) in der Zygote nur an
jeweils eine Tochterzelle weitergegeben (Guo & Kemphues, 1995). Diese friihe
asymmetrische Verteilung der PAR Proteine hat entscheidenden Einfluss auf die korrekte
Lokalisation  entwicklungsrelevanter maternaler Genprodukte in der frihen

Embryonalentwicklung.
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1.4 Bei parthenogenetischen Nematoden wird die anterior-posteriore Achse

ohne Spermium determiniert

In C. elegans wird die anterior-posteriore Achse durch den Eintritt des Spermiums am
posterioren Pol determiniert (s.0.). Innerhalb der Nematoden sind mehrfach unabhangig
voneinander parthenogenetische Spezies entstanden (Denver et al., 2011). Diesen Spezies
fehlt ein Spermium, das in C. elegans fir die Ausbildung der Asymmetrie der Zygote
verantwortlich ist. Es wurde gezeigt, dass auch in parthenogenetischen Spezies bereits die
erste Zellteilung asymmetrisch verlauft (Lahl et al. 2006), also ein anderer Induktor der
anterior-posterioren Achse existieren muss. Bei C. elegans sind im Uterus 98% der Eier mit
dem posterioren Pol zur Vulva gerichtet, was daraus resultiert, dass dieser zuerst in die
Spermatheka gelangt und somit hier das Spermium eintritt. Auch bei dem
parthenogenetischen Nematoden A. nanus (Clade 11) sind 98% der Eier im Uterus gleich
ausgerichtet, wobei hier der anteriore Pol der Vulva zugewandt ist (Lahl et al. 2006).
Beobachtungen an hermaphroditischen und gonochoristischen Acrobeloides Spezies, die ein
Spermium besitzen, weisen darauf hin, dass sogar einige Cephalobiden einen von Spermium
unabhadngigen Mechanismus zur Festlegung der anterior-posterioren Korperachse
entwickelt haben (Goldstein et al., 1998). Der parthenogenetische Nematode D. coronatus
(Clade 9) zeigt im Gegensatz zu A. nanus (Clade 11) keine einheitlich ausgerichtete Polaritat
der anterior-posterioren Achse. Zu gleichen Anteilen sind die Embryonen mit dem
anterioren, oder dem posterioren Pol zur Vulva ausgerichtet, was auf eine zufillige
Festlegung der Achsenpolaritdt hindeutet (Lahl et al. 2006). Nichtsdestotrotz verlauft auch

bei D. coronatus bereits die erste Zellteilung asymmetrisch (Abbildung 1-2).

1.5 Die korrekte Lokalisation der mex-3 und pal-1 mRNA spielt eine

entscheidende Rolle in der Embryonalentwicklung

Das homooboxtragende Protein PAL-1 und sein Interaktionspartner, das RNA bindende

Protein MEX-3 spielen eine entscheidende Rolle in der friihen Embryonalentwicklung.



MEX-3 ist ein nahezu im gesamten Tierreich konserviertes mRNA bindendes Protein. Es
besitzt zwei KH-Domanen vom Typ |, die die Bindung von mRNA ermoglichen (Siomi et al.,
1993; Valverde et al., 2008). Die MEX-3 KH-Domanen erkennen ein konserviertes Motiv, das
MEX-3 Recognition Element (Pagano et al., 2009).

Das pal-1 Gen, ein Homolog des caudal Gens von D. melanogaster (Waring & Kenyon 1991),
ist fur die Schicksalsfestlegung der posterioren Blastomere C (Abbildung 1-2) essentiell
(Hunter & Kenyon 1996; Draper et al. 1996). Die korrekte Verteilung des MEX-3 Proteins
und der pal-1 mRNA ist in C elegans notwendig, um die durch den Spermieneintritt
festgelegte anterior-posteriore Korperachse aufrecht zu erhalten und eine korrekte
Genexpression entlang dieser Achse zu ermoglichen. Die korrekte Lokalisation der mex-3
und pal-1 mRNA erfolgt durch eine Genkaskade, die schon vor Beginn der ersten Teilung,
durch den Einritt des Spermiums, in Gang gesetzt wird (Gonczy & Rose, 2005). Die gezielte
Lokalisation des PAR-1/PAR-2 Proteinkomplexes im posterioren Teil der Zygote (Abbildung
1-3) und deren exklusive Existenz in der P1 Zelle des zweizelligen Embryos (Bowerman et al.
1997) ist entscheidend fiir die korrekte Funktion und Lokalisation essentieller embryonaler
Entwicklungsgene. Der PAR-1/PAR-2 Proteinkomplex ist ein negativer Regulator der MEX-5
und MEX-6 Proteine, die als Folge dieser negativen Regulation im 2-Zellstadium
ausschlieBlich in der anterioren Blastomere AB lokalisiert sind (Huang et al., 2002). Die
Proteine MEX-5 und MEX-6 wiederum sind positive Regulatoren des RNA bindenden
KH-Domanen Proteins MEX-3 (Huang et al., 2002). Durch die Interaktion von MEX-5 und
MEX-6 mit dem MEX-3 Protein, wird der Abbau von MEX-3 in den AB Tochterzellen ABa und
ABp verhindert (Huang et al., 2002). In den posterioren Blastomeren EMS und P2 wird das
MEX-3 Protein durch SPN-4 abgebaut (Huang et al., 2002; Schubert et al., 2000). Die daraus
resultierende Lokalisation des MEX-3 Proteins in ABa und ABp ist entscheidend fiir die
korrekte Lokalisation der pal-1 mRNA (Huang et al.,, 2002; Schubert et al., 2000). In den
anterioren Blastomeren ABa und ABp bindet das MEX-3 Protein an das MEX-3 Recognition
Element (Pagano et al., 2009) in der 3'UTR der pal-1 mRNA und initiiert so deren Abbau
(Huang et al., 2002; Pagano et al., 2009). Die anteriore Lokalisation des MEX-3 Proteins und
die posteriore der pal-1 mRNA im 4-Zellstadium von C. elegans ist notwendig fiir eine
korrekte Musterbildung entlang der anterior-posterioren Koérperachse wahrend der

Embryogenese (Abbildung 1-4).
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Abbildung 1-4: Lokalisation und Interaktion der maternalen Genprodukte im C. elegans Embryo: Verdndert
nach Huang et al. 2002.

Zur raumlichen und zeitlichen Beschrankung der Aktivitat des PAL-1 Proteins spielen zwei
weitere Gene eine wichtige Rolle. Der bZIP Transkriptionsfaktor SKN-1 (Blackwell et al.,
1994) blockiert die Funktion von PAL-1 in EMS. In P2 und P3 kommt es durch den fir die
Keimbahn durch das Zinkfingerprotein PIE-1 initiierten transkriptionellen Ruhezustand
(Seydoux et al. 1996; Hunter & Kenyon 1996) ebenfalls nicht zu einer PAL-1 Aktivierung. Die
zygotische Expression des pal-1 Gens beginnt erst ab dem 24 Zellstadium und bleibt wie
auch die zygotische pal-1 mRNA Expression auf die C-Zelllinie beschrankt (Edgar et al. 2001;
Hunter & Kenyon 1996).



1.6 Die Regulation von mex-3 und pal-1 in der Gonade

Neben der essentiellen Rolle in der anterior-posterioren Musterbildung im C. elegans
Embryo spielen mex-3 und pal-1 auch im adulten Tier eine wichtige Rolle. Auch in der
Gonade kommt es zur Interaktion zwischen dem MEX-3 Protein und der pal-1 mRNA. Das im
proximalen Bereich der Gonade exprimierte MEX-3 Protein verhindert dort die Translation
der pal-1 mRNA und somit die Translation des PAL-1 Proteins. Im distalen Bereich der
Gonade verhindert das mRNA bindende Protein GLD-1 sowohl die Translation der pal-1, als
auch der mex-3 mRNA (Mootz et al. 2004). Dies fiihrt zu einer klar getrennten Lokalisation
der MEX-3 und PAL-1 Proteine in der Gonade, &hnlich der, in der frihen
Embryonalentwicklung (siehe 1.5). Das GLD-1 Protein, das bei C. elegans eine wichtige Rolle
in der Regulation der pal-1 und mex-3 mRNA in der Keimbahn spielt, und dessen Homolog
ASD-2, sind vermutlich aus einer Genduplikation hervorgegangen (Carmel et al., 2010) und
Uibernehmen in C. elegans unterschiedliche Aufgaben. In Genomanalysen von Nematoden
verschiedener Claden (11, 10, 9, 2) konnten wir in allen betrachteten Nematoden immer ein
asd-2 Homolog identifizieren, jedoch nie ein gld-1 Homolog (T. Vogt, L. Lubowiecki pers.
Mitteilung). Das Fehlen von GLD-1 kdnnte auch ein Hinweis auf eine verdnderte Regulation

der mex-3 und pal-1 mRNA Lokalisation in der Gonade sein.

1.7 Die embryonale mRNA Lokalisation von mex-3 zeigt innerhalb der

Nematoden deutliche Unterschiede

Die fiir C. elegans essentielle, anteriore Lokalisation der mex3 mRNA wahrend der frihen
Embryonalentwicklung ist innerhalb der Nematoden nicht konserviert. Selbst in nahen
Verwandten wurde eine stark vom C. elegans Muster abweichende Verteilung der mex-3
MRNA nachgewiesen (M Kroiher, pers. Mitteilung). Sowohl der, wie C. elegans aus Clade 9
stammende Nematode D. coronatus, als auch der Vertreter der Clade 11, A. nanus, zeigen
eine posteriore, also gegenliber C. elegans entgegengesetzte, Lokalisation der mex-3 mRNA

im frihen Embryo (Abbildung 1-5).Wahrend diese Verteilung bei den genannten Vertretern
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normal ist, wiirde in C. elegans eine posteriore ektopische Expression von mex-3 eine
korrekte Musterbildung unmaoglich machen und zu einem letalen Phanotyp fiihren (Baugh

et al., 2005; Huang et al., 2002).

C. elegans D. coronatus A. nanus

Abbildung 1-5: Lokalisation der mex-3 mRNA in C. elegans, D. coronatus und A. nanus: A-E: C. elegans F-J:

D. coronatus (Bilder: M. Kroiher) K-O: A. nanus (Bilder: M. Kroiher). Anterior = links

Ein weiterer gewaltiger Unterschied zwischen den Expressionsmustern der mex-3 mRNA
von C. elegans auf der einen Seite und D. coronatus und A. nanus auf der anderen Seite ist
bei letzteren zum einen die Aufrechterhaltung der mex-3 mRNA Lokalisation in der
Keimbahn und zum anderen das Auftreten einer zweiten, anterioren Expressionsdomane in
der spaten Embryonalentwicklung, nach Abschluss der Gastrulation (M. Kroiher, pers.
Mitteilung). Zu diesem Zeitpunkt kann in C. elegans keine mex-3 mRNA mehr nachgewiesen
werden (Abbildung 1-5). Diese unterschiedlichen mex-3 mRNA Expressionsmuster weisen
darauf hin, dass der aus C. elegans bekannte mex-3/pal-1 Signalweg nicht in allen

Nematoden konserviert ist.
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1.8 Ziele der Arbeit

Schon friihere Arbeiten zu embryonalen Zellteilungsmustern zeigten Unterschiede, die
darauf hinwiesen, dass die molekularen Grundlagen der Entwicklungsprozesse innerhalb der
Nematoden nicht konserviert sein konnen (Skiba & Schierenberg 1992; Lahl et al. 2009;
Schulze & Schierenberg 2009).

Um den Einfluss der rdumlich und zeitlich veranderten Zellteilungsmuster auf molekulare
Prozesse der anterior-posterioren Musterbildung im Nematodenembryo zu untersuchen,
sollten die mRNA Expressionsmuster von mex-3 und pal-1 in den Nematoden-Taxa der
Cephalobiden und Panagrolaimiden aufgeklart werden. Hierzu wurden Vertreter mit
unterschiedlichem Fortpflanzungsmodus gewahlt, um auch dessen moglichen Einfluss
berlicksichtigen zu kdnnen. Des Weiteren sollte auch die Proteinlokalisation von PAL-1 und
MEX-3 untersucht werden, um festzustellen, ob diese von der mRNA Verteilung abweicht.
Die Existenz des fiir die Interaktion zwischen dem MEX-3 Protein und der pal-1 mRNA
essentiellen MEX-3 Recognition Elements (MRE) sollte in den 3‘UTRs aller verfiigbaren pal-1
Sequenzen Uberprift werden, um festzustellen, ob die notwendigen Randbedingungen
gegeben sind, damit eine Bindung des MEX-3 Proteins an die pal-1 mRNA auch in anderen
Nematoden moglich ist. Um die evolutive Veranderung der pal-1 mRNA zu charakterisieren
sollten transgene C. elegans Tiere hergestellt werden, die GFP unter der Kontrolle der pal-1
3’UTR exprimieren. So sollte gezeigt werden, ob die Moglichkeit einer Interaktion zwischen

dem C. elegans MEX-3 Protein und der pal-1 3’UTR anderer Nematoden besteht.

12
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MATERIAL UND METHODEN

2 Material und Methoden

2.1 Nematoden

2.1.1 Verwendete Nematodenstamme

Tabelle 2-1 Bezeichnung und Codierung der Nematodenstamme:

Bei der Fortpflanzungsweise wurde zwischen drei Typen unterschieden:

Parthenogenetische Spezies (P): Tiere produzieren ausschlieBlich Eier, die sich ohne Befruchtung durch ein
Spermium entwickeln.

Hermaphroditische Spezies (H): Tiere produzieren sowohl Eier als auch Spermien und kénnen sich selbst
befruchten.

Gonochoristische Spezies (G): Zweigeschlechtliche Spezies.

Herkunft bezeichnet jeweils das Labor, das als Bezugsquelle diente.

Art / Bezeichnung Codierung Herkunft
Acrobeloides nanus P ES 501 E. Schierenberg
Acrobeloides sp. H PS 1146 P. Sternberg
Caenorhabditis elegans H N 2 S. Brenner
C. elegans unc-119 (ed4)lll | H BR 584 T. Hoppe
Diploscapter coronatus P PDL 0010 P. De Ley
Panagrolaimus sp. H JU 765 M.-A. Felix
Panagrolaimus sp. P PS 1159 A. Burnell
Panagrolaimus superbus G DF 5050 A. Burnell
GFP_pal-1 3’'UTR PS1159 H 6ClI-1lI diese Arbeit
GFP_pal-1 3’'UTR JU765 H 10A diese Arbeit
GFP_pal-1 3’UTR C. elegans | H 1CI- diese Arbeit

2.1.2 Zucht von Nematoden

2.1.2.1 Minimalmedium Agarplatten

Alle Nematoden wurden, wenn nicht anders angegeben, auf salzfreien Agarplatten
kultiviert, um Kontaminationen mit Bakterien und Pilzen moglichst gering zu halten (Lahl et
al. 2003).

10 g Agar wurden in 500 ml H,0 gel6st und 20 Minuten bei 120°C autoklaviert. Nachdem
die Losung auf 60°C abgekihlt war, wurden 0,5 ml Cholesterollésung (5 mg/ml in EtOH)

zugegeben.
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2.1.2.2 NGM Agarplatten

- 3 gNadl
- 2,5 g Baktopepton
- 17 g Agar

ad 1000 ml H,0

20 min bei 120°C autoklavieren und auf 55°C abkiihlen lassen

- 1 ml Cholesterol (5mg/ml in EtOH)
- 10ml 0,1 M MgSO,

- 10ml 0,1 M CaCl,

- 25ml 1M KH,PO, (pH 6)

- 2,5 ml Nystatin (10.000 U/ml DPBS)

2.1.2.3 EP Agarplatten

- 1,2 gNacCl
- 20 g Baktopepton
- 25gAgar

ad 1000 ml H,0O

20 min bei 120°C autoklavieren und auf 55°C abklhlen lassen

- 1 ml Cholesterol (5mg/ml in EtOH)

- 1ml1MMgS0O,

- 25ml1 M KH,PO, (pH 6)

- 2,5 ml Nystatin (10.000 U/ml in DPBS)

2.1.2.4 E. coli als Futterquelle

Als Futterquelle fir alle verwendeten Nematoden wurden, wenn nicht anders angegeben,
E. coli OP50 Bakterien verwendet (Brenner, 1974). Hierbei handelt es sich um eine Uracil
auxotrophe Mutante, die auf der Agarplatte nur einen dinnen Bakterienrasen ausbildet.
Hierdurch wurde, in Kombination mit uracilfreien Minimalmedium verhindert, dass der
Bakterienrasen auf der Agarplatte langsam wachsende Nematoden (iberwuchs.

Fiir die Bombardment Experimente wurden E. coliC600 Bakterien als Futterquelle

verwendet. Als Futterquelle fir RNAi Experimente dienten E.coli HT115.
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Tabelle 2-2: Als Futterquelle verwendete E. coli Stamme

Stamm Genotyp
E. coli OP50 Uracil auxotroph
E. coli C600 F tonA21 thi-1 thr-1 leuB6 lacY1 gIinV44 rfbC1 fhuA1 A’

E. coli HT115 F-, mcrA, mcrB, IN(rrnD-rrnE)1, rncl4::Tn10 (IPTG-induzierbare T7

Polymerase) (RNAse Il minus)

2.2 Molekularbiologische Methoden

221

RNA Isolierung

Die Isolierung der mRNA aus Nematoden erfolgte mittels TRI Mix (verdandert nach

Chomczynski, 1987). Das verwendete Gewebe wurde auf zwei unterschiedliche Weisen

aufgeschlossen:

a.

b.

Das Gewebe wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieRend fir
30 Min in TRI Mix im Ultra Turrax homogenisiert.
Das Gewebe wurde in TRI Mix mit Hilfe einer Zellmiihle (Precellys, Peglab)

homogenisiert (2 x 10 Sekunden bei 6500 x g mit 5 Sek Pause).

AnschlieBend wurde das Homogenisat folgendermalen behandelt um, die gesamte mRNA

zu isolieren:

Das Homogenisat wurde gevortext und 5 Min bei RT inkubiert

200 pl Chloroform wurden zugegeben, anschlieend wurde gevortext und 5 Min bei
RT inkubiert

10 Min Zentrifugation bei 15.000 x g

Der Uberstand (0,8 pl) wurde in neue Eppendorf ReaktionsgefiRe tiberfiihrt und mit
20 pl 1 M Essigsaure und 0,4 pl eiskaltem EtOH (100%) versetzt.

Die Prazipitation erfolgte fir mindestens 4 Std bei -20°C

Durch 20 Min Zentrifugation bei 15.000 x g wurde die mRNA pelletiert

Der Uberstand wurde verworfen und das RNA Pellet fiir 10 Min getrocknet

Das Pellet wurde in 125 ul Gu-Mix resuspendiert und 3,125 pl 1 M Essigsdure und
70 pl eiskalter EtOH (100%) wurden zugeben
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— Die Prazipitation erfolgte fiir mindestens 4 Std bei -20°C

— Durch 20 Min Zentrifugation bei 15.000 x g wurde die mRNA pelletiert

— Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet zweimal in 70% EtOH gewaschen

— Die RNA wurde in 20 pl H,O aufgenommen

— Um die Qualitat und Konzentration der isolierten RNA zu untersuchen, wurden 2 pl

auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen.

Guanidiniumthiocyanat-Losung:

— 4 M Guanidiniumthiocyanat (GuSCN)
— 0,5% Sarcosyl
— 25 mM NaCitrat, pH 7
Die Losung wurde zur besseren Loslichkeit des GUSCN auf 65°C erhitzt

Gu-Mix:

— 360 ul B-Mercaptoethanol
— 50 ml Guanidiniumthiocyanat-Losung

TRI-Mix:

— 500 pl Gu-Mix
— 500 pl Phenol, pH 4
— 100 pl 2 M NaAcetat, pH 4,2

Um RNase freie L6sungen zu erhalten wurden alle Lésungen mit H,Opgpc angesetzt.

2.2.2 cDNA Synthese

Flir die cDNA Synthese wurden 5 ng der isolierten mRNA eingesetzt:

— 5 ng cDNA (max. Volumen 11 pl)
— 2 ul 3'CDS Oligonukleotid
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5 Min 70°C

— 4 pl 5x Puffer
— 1 ul RNase Inhibitor Ribolock (Fermentas)

2 Min 43°C

— 1 ul Reverse Transkriptase

90 Min 43°C

2.2.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR Methode konnten gezielt Sequenzen aus einer DNA Matrize amplifiziert
werden. Hierzu wurden zwei, die Zielsequenz flankierende Oligonukleotide und eine
thermostabile Polymerase, die die Zielsequenz amplifizierte, verwendet. Als Standard
wurde eine Mischung aus zwei thermostabilen Polymerasen verwendet: Die Tag
Polymerase (aus Thermus aquaticus), die bis zu 1000 bp pro Minute amplifizieren kann und
die Pwo Polymerase (aus Pyrococcus woesei) die einen Fehlerkorrekturmechanismus

besitzt.

Standard PCR Ansatz:

— 5l 10x TL Puffer

— 2 ul MgCI2

— 1 ul dNTPs (10 mM)

— 2 pl genspezifische Oligonukleotide oder 5 ul degenerierte Oligonukleotide (3'-5')
— 2 ul genspezifische Oligonukleotide oder 5 pl degenerierte Oligonukleotide (5'-3")
— 3 ul Tag/Pwo Polymerase Mix

— 2 pl DNA Matrize

— ad 50 pl H,0
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Tabelle 2-3: PCR Bedingungen fiir Standard PCR

Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen

30 Sek 94°C 1 Denaturierung

Pause 75°C "hot start"

30 Sek 94°C x Zyklen Denaturierung

30 Sek x °C Anlagerung

700 bp/Min | 68°C Elongation

10 Min 68°C 1 Fehlerkorrektur durch die Pwo
Polymerase

10 Min 72°C 1 Adenin Uberhidnge am 3'OH Ende
werden von der Taq Polymeraser
angefligt

oo Std 4°C

Flir einige PCR Reaktionen, deren Produkte groRer als 1000 bp waren wurde die Phusion

Polymerase verwendet (Finnzymes), da diese fehlerfrei und in sehr kurzer Zeit grof3e

Sequenzfragmente amplifizieren kann.

Phusion PCR Ansatz:

— 10 wl 5x HF Puffer

— 1 pl dNTPs (10 mM)

— 1,5y DMSO
— 1 ul genspezifische Oligonukleotide oder 10 pl degenerierte Oligonukleotide (5'-3")

— 1 pl genspezifische Oligonukleotide oder 10 ul degenerierte Oligonukleotide (3'-5')

— 0,5 ul Tag/Pwo Polymerase Mix
— 2 ul DNA Matrize
— ad 50 ul H,0
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Tabelle 2-4: PCR Bedingungen fiir Phusion PCR

Zeit Temperatur | Anzahl der Zyklen

30 Sek 98°C 1 Denaturierung

10 Sek 98°C x Zyklen Denaturierung

20 Sek x °C Anlagerung

1000 bp/20 Sek | 72°C Elongation

8 Min 72°C 1 Fehlerkorrektur und finale Elongation
oo Std 4°C

2.2.3.1 genspezifische Oligonukleotide

Genspezifische Oligonukleotide entsprachen in

ihrer Sequenz Abschnitten der zu

amplifizierenden DNA Matrize. Sie dienten wahrend der PCR als Ansatzpunkt der

Polymerase.

Tabelle 2-5: genspezifische Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz (5'-3')

3'CDS

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACTTTTTTTTTITTTTTT
TTTTTTTTTTTTNN

3'UTR C.elegans for Kpnl Avrll

TGTAGGTACCCCTAGGCGTTTCTCGTTCAACTTTCTTGTA
CA

3'UTR C.elegans rev BsiWI Sphl

TCAGCGTACGGCATGCTATAATAAAGTTGGATAGTTAAT
CTC

3'UTR DF5050 for Kpnl

CTTAGGTACCATCAATGTAAATTCAGCAACGATAC

3'UTR DF5050 rev BsiWI

TGTACGTACGAACATAAATTAAGTTTATTTTCTGG

3'UTR JU765 for Kpnl

AGCTGGTACCTTTTCATCCAAAAATTAGTGTGG

3'UTR JU765 rev BsiWI

TGATCGTACGCCAAAAAAATTTTTATTGACAG

3'UTR PS1159 for Kpnl

AGCTGGTACCAACAATATAAATTCATCCAACAG

3'UTR PS1159 rev BsiWI

GATCCGTACGCATAAATTAAGTTTATTTTCTGG

A.nanus pal-1 forl

GATATCCGTGTCCGTACCATCGAGACC

A.nanus pal-1 for2

GAACTGTGTACTCTGATCAACAGCGAGTCG

A.nanus pal-1 revl

AGCAAAGTTCGGATGAAAGC

A.nanus pal-1 rev2

TCGGCTTTTCTGGCAGC

C.elegans pal-1 Promotor for Mlul

ACATACGCGTTTCTGAAAACGAGGAAGTAATTATCAG

C.elegans pal-1 Promotor rev Bglll

TAGTAGATCTTCTTCTCACGGCGGTATCATAGATGC

D.c.pal-lexp_for

TCACGGATCCCACGACGAGCAGCTGCAGAC

D.c.pal-lexp_for2

TCACGGATCCCTGCAGACGCATTCTGCTCAGCTAATCC

D.c.pal-1exp_rev

AATTAAGCTTGACATTGTTAGATCCCGGCCC
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D.c.pal-1exp_rev2

AATTAAGCTTCCCGACTTGGTAGGGGACTTTGGGGA

DF 5050 mex-3 forl

TCGAAGTCCTCCAAGGGGTGAAGAGC

DF 5050 mex-3 for2

GATAACGGGTCGTCCAGAAGACGTTATG

DF 5050 mex-3 revl

GTTGAATTCGTTTAATTGTTGCC

DF 5050 mex-3 rev2

CCAACAACTAATCCAACAACTCG

DF5050 pal-1 3'UTR forl

ATCAATGTAAATTCAGCAACGATAC

DF5050 pal-1 3'UTR revl

AACATAAATTAAGTTTATTTTCTGGGA

Diplo mex-3 exp pQE for

TCACGGATCCTCATCTGGCCTATCATCCAAC

Diplo mex-3 exp pQE30 rev

AATTAAGCTTGGCAGTGAACTGCTGCGCG

Diplo pal-1 3'UTR for

ATTTATCTAATTTTTCTAATCGACAATTGATG

Diplo pal-1 3'UTR for Kpnl

CTTGGGTACCATTTATCTAATTTTTCTAATCGACAATTGA
TG

Diplo pal-1 3'UTR rev

TTCCAGGGGCAAATGTTTATTTATAATTC

Diplo pal-1 3'UTR rev Bsiw1

TGACCGTACGTTCCAGGGGCAAATGTTTATTTATAATTC

GFP:H2B for Bglll

TCATAGATCTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGC

GFP:H2B rev Kpnl

TCGTGGTACCATGCCCACTTTGTACAAGAAAGCTGG

JU 765 mex-3 forl

GAAGCCCACCACGAGGAGAAGATCC

JU 765 mex-3 for2

ACAGGCCGCCCAGAAGACGTAATG

JU 765 mex-3 revl

CAAGTCCAACAACACGGAGC

JU 765 mex-3 rev2

ATGTCGTCGTGATGCACG

JU 765 pal-1 forl

CTGCACAAGTAAATTCATCACAACCACCAG

JU 765 pal-1 for2

GCTGAACTGGCTGATGAACTCAAATTGACTG

JU 765 pal-1 revl GAGTTCATCAGCCAGTTCAGC
JU 765 pal-1 rev2 GCTTTTCTGGTGGTTGTGATG
JU7645 pal-1 3'UTR forl TTTTCATCCAAAAATTAGTGTG
JU7645 pal-1 3'UTR revl CCAAAAAAATTTTTATTGACAG

linker for BsiwI

GTACCGTACGAATAAAGGTTGTATATTTATTCATC

linker rev Mrel

TCTGCGCCGGCGCATGATGCGTTGAAGCAGTTTCCCTG

M13

GTAAAACGACGGCCAG

M13 Reverse

CAGGAAACAGCTATGAC

mCherry:H2B for Mrel

TGTACGCCGGCGCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGC

mCherry:H2B rev Avrll

TGTACCTAGGATGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGG

new MCS for pCG 150 part1 3'-5'

TGGCACGCGTGCATTGAGATCTTGGCATGGTACCATCTG
CGCATGCG

new MCS for pCG 150 part1 5'-3'

GCGCCGCATGCGCAGATGGTACCATGCCAAGATCTCAA
TGCACGCGT

new MCS for pCG 150 part 2 3'-5'

CATCTGCCGTACGCTAAGCCGCCGGCGTCACCGCCTAG
GTACGCAGCATG

new MCS for pCG 150 part 2 5'-3'
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NUL AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

Panagrolaimus pal-1 forl GCTGCAAGAAAGGCAGAACTTGCG

Panagrolaimus pal-1 for2 CTTGCGGGTCAATTAGATCTTACAGGACG

Panagrolaimus pal-1 revl TTGACCCGCAAGTTCTGC

Panagrolaimus pal-1 rev2 AGTTCTGCCTTTCTTGCAGC

PS1159 mex-3 exp pQE for TCACGGATCCGGTCCATTAGATGAGCC

PS1159 mex-3 exp pQE30 rev AATTAAGCTTTGGTGGAGGTGAACCTGATGC

PS1159 pal-1 3'UTR forl AACAATATAAATTCATCCAACAG

PS1159 pal-1 3'UTR revl CATAAATTAAGTTTATTTTCTGG

PS1159_mex-3_forl GATAACGGGTCGACCAGAAGACGTTATGG

PS1159_mex-3_for2 GCAAAACGTGAAATTGAACTTGCTGCAG

PS1159 mex-3_revl TAATTGTTGCACCCTTTGGTC

PS1159 mex-3_rev2 CACGAACATATGCAGTAACATGC

SL1 GGTTTAATTACCCAAGTTTGAG

T3 ATTAACCCTCACTAAAGGGA

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

UPMlong CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAACAAC
GCAGAGT

UPMshort CTAATACGACTCACTATAGGGC

2.2.3.2 degenerierte Oligonukleotide

Degenerierte Oligonukleotide wurden verwendet, wenn die Sequenz der zu
amplifizierenden DNA Matrize nicht bekannt war. Sie wurden auf Basis eines
Aminosadurevergleichs von homologen Sequenzen anderer Spezies erstellt. Es war darauf zu
achten, dass Aminosduren verwendet wurden, die durch moglichst wenige Triplets codiert

sind, um den Grad der Degeneration moglichst gering zu halten.

Tabelle 2-6: degenerierte Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5'-3')

mex-3 forl GARCAYGTNGCNGARATHGTNGG
mex-3 for2 MGNCARGGNTGYAARATHAA
mex-3 revl NGGNARNCCNGTNAVYTCAAA
mex-3 rev2 NGGNGTDATDATRTANGTRTG
pal-1 forl GTNGAYAARTAYMGNATGGTNTA
pal-1 for2 MGNYTNGARYTNGARAARG
pal-1revl NCKNCKRTTYTGRAACCADAT
pal-1 rev3 YTGRAACCADATYTTDATYTG
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2.2.3.3 Nested PCR

Die Methode der Nested PCR wurde angewendet, um die Spezifitdit des PCR Produkts zu
steigern. Es wurden 2 Oligonukleotidpaare verwendet, die ineinander verschachtelt sind.
Diese Oligonukleotidpaare wurden in zwei aufeinanderfolgenden PCRs verwendet, wobei

das zweite Oligonukleotidpaar zwischen dem ersten lag.

2.2.3.4 3'RACE PCR

Die Methode der 3' RACE PCR (Rapid Amplification of cDNA Ends) diente der Amplifikation
der 3' Enden von Gensequenzen, ohne dass deren Sequenz bekannt war. Bereits bei der
cDNA Synthese wurden am 3'-OH Ende Nukleotidsequenzen angefiigt, die hier als
Oligonukleotid in 3'-5' Richtung verwendet werden konnten. Als Oligonukleotide in 5'-3'
Richtung wurden bekannte Sequenzabschnitte der zu amplifizierenden Matrize verwendet.

Die 3' RACE PCR wurde als Nested PCR angewendet.

2.2.3.5 5'SL1PCR

Bei der 5' SL1 PCR wurde die Tatsache genutzt, dass bei Nematoden die meisten Gene am 5'
Ende eine konservierte Sequenz besitzen, den Splice Leader SL1 (Blaxter & Liu, 1996). Diese
Sequenz wurde als Oligonukleotid in 5'-3' verwendet und mit sequenzspezifischen
Oligonukleotiden in 3'-5' Richtung kombiniert. Die 5' SL1 PCR ist eine Semi Nested PCR, da in
beiden PCR Reaktionen der SL1 Primer verwendet und nur der genspezifische Primer

ausgetauscht wurde.

2.2.4 Agarosegelelektophorese

Die Agarosegelelektrophorese ermoglichte es, DNA Fragmente der GrdéBe nach
aufzutrennen und ihre Konzentration zu bestimmen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Gele
verwendet mit 1% Agarose in 0,5x TBE Puffer und 0,01% Ethidiumbromidlésung [1 pg/ml].
Die Proben wurden mit 6x DNA Ladepuffer versetzt. Alle Gele wurden bei 120V laufen
gelassen. Als Marker zur Bestimmung der GrofRe und Konzentration der DNA Fragmente

wurde mit Pst1 verdaute A-DNA verwendet.
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Ethidiumbromid Stammldsung:

— 1% Ethidiumbromid in H,0

0,5x TBE Puffer:

5,4 g Tris

2,75 g Borsaure
2ml0,5M EDTA pH8
ad 1L H,0

2.2.5 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Zur Extraktion der DNA aus Agarosegelen wurde das QIAEX Il Agarose Gel Extraction Kit

(Quiagen GmbH, Hilden) verwendet. Als DNA

Kieselgelsuspension verwendet.

2.2.6 Ligation

Ligationsansatz:

— 35 ng Plasmid

— 1 pl 10x Ligase Puffer
— 10 ng DNA

— 0,5 ul T4 Ligase

— ad 10 ul H,0

10x Ligasepuffer:

— 300 mM Tris-HCl, pH7,5
— 100 mM MgCl,

— 100 mM DTT

— 10 mM ATP

2.2.6.1 T/A Ligation

bindende

Matrix

wurde

eine

Die T/A Ligation macht sich die Tatsache zu Nutze, dass die Tag-Polymerase bei der PCR

Reaktion an den 3' OH Enden Adenin-Uberhidnge anfiigt (Clark 1988). Als Zielplasmid wurde
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der pBluescript Il KS +/- Vektor (Stratagene, Santa Clara, USA) verwendet. Dieser wurde mit
EcoRV linearisiert und es wurden 3'terminale Thymin-Uberhdnge angefiigt. Die T4 DNA
Ligase schlieRt eine Phosphodiesterbindung zwischen der 5'Phosphat- und der

3' OH-Gruppe der DNA Fragmente.

2.2.6.2 Ligation Gber Restriktionsschittstellen

Bei der Ligation mittels Restriktionsschnittstellen wurden zunachst das zu ligierende DNA
Fragment und das Zielplasmid mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen verdaut.
AnschlieRend wurden die komplementiren Uberhinge wie bei der T/A Ligation durch die T4

Ligase verbunden.

2.2.7 Plasmide

Tabelle 2-7: Verwendete Plasmide

Plasmid Resistenz Herkunft

pBS SKII +/- Ampicillin Invitrogen, Darmstadt
pL4440 Ampicillin Andrew Fire

pQE 30 Ampicillin Qiagen, Hilden

pCG 150 Ampicillin, G. Seydoux, Addgene
(Addgene Plasmid 17247) Chloramphenicol,

pCG 150 new MCS Ampicillin diese Arbeit

pCM 1.35 Ampicillin G. Seydoux, Addgene
(Addgene Plasmid 17248)

pCM 1.151 Ampicillin G. Seydoux, Addgene
(Addgene Plasmid 21386)

pCM 5.49 Ampicillin G. Seydoux, Addgene
(Addgene Plasmid 21391)

pCG 150 new MCS 1 Ampicillin diese Arbeit

(pal-1 Prom_GFP::H2B_

C.elegans pal-1 3'UTR)

pCG 150 new MCS 4 Ampicillin diese Arbeit

(pal-1 Prom_GFP::H2B _

P. superbus pal-1 3'UTR)
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pCG 150 new MCS 6 Ampicillin diese Arbeit
(pal-1 Prom_GFP::H2B_
PS1159 pal-1 3'UTR)

pCG 150 new MCS 10 Ampicillin diese Arbeit
(pal-1 Prom-GFP::H2B _
JU765 pal-1 3'UTR)

2.2.8 Transformation

Far alle Transformationen wurden chemisch kompetente E. coli Zellen verwendet (Inoue et
al., 1990). Diese konnten bei -80°C gelagert werden. Zur Transformation wurden 100 pl
kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit der zu transformierenden Plasmid-DNA versetzt
und fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Zur Transformation wurde bei 42°C fur 45 Sekunden
ein Hitzeschock induziert. Nach dem Hitzeschock wurde der Transformationsansatz mit
900 ul LB Medium versetzt und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die
transformierten Zellen auf LB-Agarplatten ausgestrichen, die zur Selektion Antibiotika

enthielten (Sambrook et al., 1989).

Tabelle 2-8: Zur Transformation verwendete E. coli Stamme

Stamm Genotyp Herkunft

E. coli XL1blue endA1 gyrA96(nal®) thi-1 recAl relAl lac gInV44 | Stratagene,
F'[ ::Tn10 proAB® lacl® A(lacZ)M15] hsdR17(r¢ | Santa Clara, USA
mK+)

E. coli M15[pREP4] | Nal®, Str* Rif°, Thi, Lac, Ara’, Gal*, Mtl’, F, RecA*, | Qiagen, Hilden
Uvr®, Lon®

LB (Luria Broth) Medium (1 L):

-10 g Trypton
- 5 g Hefeextrakt
- 10 g NaCl

Agarplatten:

-1 L LB Medium
- 15 g Agar
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2.2.9

Plasmid DNA Praparation

Zur Praparation der Plasmid DNA wurden zwei verschiedene Methoden verwendet, die

beide auf dem Prinzip der alkalischen Lyse der Bakterienzellen und der Bindung der Plasmid

DNA an eine Kieselgelmatrix beruhen.

3 ml LB Medium wurden mit einer Einzelkolonie Bakterien beimpft und iber Nacht bei 37°C

auf dem Schuttler inkubiert. Die Zellen wurden pelletiert.

a. Das Pellet wurde in 200 ul Merlin | resuspendiert. Nach der Zugabe von 200 pl
Merlin Il wurde das ReaktionsgefalR 10 x invertiert, 200 ul Merlin lll wurden
zugegeben, der Ansatz 5 mal invertiert und anschliefend 5 Minuten bei RT inkubiert.
Durch Zentrifugation (10 Min bei 20.000 x g) wurden Zelltrimmer, genomische DNA
und RNA pelletiert. Der Uberstand wurde mit 1 ml Merlin IV versetzt und 5 Min auf
dem Rotator inkubiert. Uber eine Siule wurde mit Hilfe einer Vakuumpumpe die an
Kieselgel gebundene Plasmid DNA mit Potassium Wash gewaschen und
anschlielend getrocknet. Die Plasmid DNA wurde in 50 pul 10 mM Tris, pH 8,5 (70°C)
eluiert.

b. Alternativ wurde die Plasmid DNA mit Hilfe des Invisorb Spin Plamid Mini Two Kits
(Stratec molecular, Berlin) isoliert.

Merlin I:

- 50 mM TrisCl, pH 7,6

- 10 mM EDTA

- 100 pg/ml RNase A

Merlin II:
- 0,2M NaOH
- 1% SDS
Merlin 11l (500 ml):
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Merlin IV (100 ml):

- 66,84 g Guanidiniumhydrochlorid
- 33,33 ml Merlin lll

- pH5,5 (mit 10 M NaOH einstellen)
- ad 100 pl HyOgest

- 1,5 gKieselgel 60

Potassium Wash:

- 80 mM Kaliumacetat
- 8,3mMTris, pH 7,5
- 40 uM EDTA

- 55% EtOH (100%)

2.2.10 Restriktionsverdau

Es wurden Restriktionsendonukleasen von MBI Fermentas fiir alle enzymatischen Verdaue
von Plasmid DNA und PCR Produkten verwendet.

In den zugehorigen Puffern wurde die DNA nach mitgeliefertem Protokoll mit 1-5 Units (je
nach Enzym) fir 2 Std bei konventionellen und fiir 5-30 Min bei Fast Digest Enzymen

verdaut.

2.2.11 Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden von zwei unterschiedlichen Firmen durchgefiihrt, die jeweils

unterschiedliche Ausgangsmaterialien erforderten.

a. Die Sequenzierreaktion wurde mit dem BigDye Kitv3.1 (Applied Biosystems,
Carlsbad, USA) mit 100-200 ng Plasmid DNA durchgefiihrt. Aufreinigung und
Sequenzierung des Ansatzes erfolgten am Cologne Center for Genomics (CCG, Koln).

b. Sequenzierreaktion, Aufreinigung und Sequenzierung wurden von Marcrogen
(Amsterdam) durchgefihrt. Hierzu wurden 5 pl Plasmid DNA (100 ng/ul) und 5 pl

Oligonukleotid (5 pmol/ul) verwendet.
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Tabelle 2-9: Oligonukleotide zur Sequenzierung

Bezeichnung Sequenz (5'-3')

linker gpd-2/gpd-3 for seq AATAAAGGTTGTATATTTATTCATCTTATTGAATC
linker gpd-2/gpd-3 rev seq CATGATGCGTTGAAGCAGTTTC

M13 GTAAAACGACGGCCAG

p.CM1.151 mCherry:H2B rev seq CAACAAATTGATAAGCAATGC
pCG150 seq for GTATAGAAAAGTTGAACGAGAAACG
pCG150 seq rev2 TCTACTTCTTTTACTGAAGCTTATCG
pCG150n GFP seq for TGAGGGAACCAAGGCCGTCAC
pCG150n GFP seq rev TTCTTCTCCTTTACTCATGGAGCC
pCG150n mCherry seq for GTCACCAAGTACACTTCCAGCAAG
pCG150n mCherry seq rev CTTGATGATAGCCATGTTATCCTCC
pCG150n seq for2 ACAACATATCCAGTCACTATGGTCG
pCM 5.49 for seq ATCTAAGTAGTTGATTCATAGTGACTGC
pCM 5.49 rev seq TTGACTGATAGTGACCTGTTCG
pCM1.151 mCherry:H2B for seq TGATAGTGACCTGTTCGTTGC
pCM1.35 GFP:H2B for seq TTGACTGATAGTGACCTGTTCG
pCM1.35 GFP:H2B rev seq TCGTTGCAACAAATTGATAAGC

pQE seq for TGAGCGGATAACAATTTCAC

pQE seq rev CTGAACAAATCCAGATGGAG
Reverse CAGGAAACAGCTATGAC

T3 ATTAACCCTCACTAAAGGGA

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

2.2.12 Analyse der Sequenzdaten

Die Analyse der Sequenzdaten erfolgte mit der Software Geneious Pro 5 (Biomatters,

Auckland, New Zealand).

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Heterologe Expression von rekombinanten Proteinen

Die heterologe Expression rekombinanter Proteine erfolgte in E. coli M15 Zellen, in die das
pQE 30 Expressionsplasmid (Qiagen, Hilden), das das zu exprimierende Protein als Insert
tragt, transformiert wurde. Es wurden Vorkulturen mit 1/20 Volumen der Expressionskultur
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angesetzt. Hierzu wurde LBamp/kana-Medium mit Bakterien aus einer Dauerkultur inokuliert
und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Zur Expression wurde die Expressionskultur im
Verhaltnis 1/20 mit der Vorkultur inokuliert. Bei einer ODgy von 0,8-1,0 wurde die
Expression durch die Zugabe von 1mM IPTG induziert. Nach 4 h wurden die Zellen
zentrifugiert (4000 x g, 20 min) und das Pellet wurde bei -20°C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

2.3.2 Batch-Aufreinigung von His getagten Proteinen

Bei der Aufreinigung der heterolog exprimierten Proteine wurde die Tatsache genutzt, dass
bei der Expression des Proteins aus dem pQE30 Plasmid ein N-terminaler 6 His Tag angefligt
wurde. Die Zellpellets wurden auf Eis aufgetaut und in 5ml Lysepuffer (A) pro 1 g Zellpellet
resuspendiert. Die Reinigung erfolgte nach dem Protokoll des QlAexpressionist (2003) zur
Batch Reinigung von Proteinen aus E. coli Lysaten unter denaturierten Bedingungen. Zur
Lyse der Zellen wurde Puffer A verwendet, der Guanidiniumhydrochlorid enthalt. Zur

Elution wurde ausschlieBlich Puffer E verwendet.

2.3.3 SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen wurden SDS-Polyacrylamidgele

verwendet (Laemmli, 1970). Es wurden 4%ige Sammelgele und 12%ige Trenngele genutzt.

2.3.4 Western Blot

Blot-Puffer:

— 10mM CAPS pH 11
— 10% MeOH
Zum Blotten wurde eine Blottkammer von Peglab (Erlangen) verwendet.

— 1hbei 15V

2.3.5 Antkorperherstellung

Die polyklonalen Antikérper wurden von den Firmen Eurogentec (Littich, Belgien) und

Seqglab (Gottingen) in Kaninchen hergestellt.
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2.4 Expressionanalyse

2.4.1 Praparation von Embryonen fiir RNA und Proteinfirbungen

Um Embryonen von Nematoden flr mMRNA in situ Hybridisierungen und
Antikorperfarbungen zu praparieren, war es notwendig Eischale und Vitelinmembran
durchlassig zu machen. Hierzu wurden die Embryonen mit einer Natriumhypochlorid Lésung
behandelt. Die Dauer der Behandlung war spezifisch fir jede Spezies (Tabelle 2-10). Nach
der Hypochloridbehandlung wurden die Embryonen gewaschen (3x PBS, 3x H,0), auf
Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager aufgeklebt und in Nypiussigy sSchockgefroren. Durch
anschliefendes Absprengen des Deckglases wurden die durch die Hypochloridbehandlung
angegriffene Eischale und Vitelinmembran aufgerissen und der Embryo wurde zuganglich

fir mRNA Sonden und Antikorper.

Tabelle 2-10: Dauer der Hypochloridbehandlung

Spezies Hypochloridbehandlung [sec]
Acrobeloides nanus 90

Acrobeloides sp. (1146) 90

Diploscapter coronatus 120

Panagrolaimus sp. (PS1159) 90

Panagrolaimus sp. (JU765) 120

Panagrolaimus superbus 105

2.4.2 Sondensynthese fiir RNA in situ Hybridisierung

Die Sonden, die bei der RNA in situ Hybridisierung zur Detektion der mRNA verwendet
wurden, wurden aus Digoxygenin (DIG) markierten Nukleotiden synthetisiert. DIG wurde
nach der Hybridisierung vom a-DIG Antikérper erkannt, was eine spezifische Farbung der
mRNA ermoglichte. Die RNA Sonden wurden mit T3 bzw. T7 RNA Polymerase und
Digoxygenin RNA Label Mix (Roche, Penzberg), im mitgelieferten Puffer laut Protokoll

synthetisiert.
32



MATERIAL UND METHODEN

2.4.3 RNA in situ Hybridisierung

Die Methode der mRNA in situ Hybridisierung diente dem Nachweis von mRNA im fixierten
Embryo. Die Embryonen wurden nach Behandlung mit Natriumhypochlorid in 100% MeOH
fixiert (30 Min, -20°C) und anschlieBend in einer absteigenden MeOH-Reihe rehydriert (90%,
70%, 50%, je 10 Min). Dann erfolgte eine zweite Fixierung (20 Min, RT) mit "Streck Tissue
Fixation" (Streck Laboratories, USA). Nach je zweimaligem Waschen mit H,Opgpc und 2x SSC
(je 10 Min) und einer anschlieBenden Prahybridisierung mit Hybmix (90 Min, 42°C) wurde
die Probe liber Nacht mit der in Hybmix verdiinnten DIG-markierten Sonde bei 42°C zur
Hybridisierung inkubiert. Nach der Hybridisierung wurden die Embryonen wie folgt
gewaschen: 2x SSC (20 Min, 42°C), Formamidldsung (30 Min, 42°C), 2x SSC (2x 10 Min, RT),
TN (10 Min, RT). Zur Absattigung unspezifischer Bindungen des a-DIG Antikorpers erfolgte
zunachst eine Behandlung mit Blockmix (30 Min, RT) und anschlieRend die Inkubation mit
dem a-DIG Antikorper (1:2000 verdiinnt in Blockmix) (1 Std, 37°C). Die Embryonen wurden
2x mit TN und 2x mit TNM gewaschen (je 10 Min, RT). AbschlieRend erfolgte die
Entwicklung mittels einer NBT/BCIP Reaktion der an den a-DIG Antikdrper gekoppelten
alkalischen Phosphatase, die bei ausreichender Farbung mit Stoppmix abgestoppt wurde.
Eine anschlieRende DNA-Farbung der Proben mittels DAPI erfolgte fiir 10 Min (DAPI 1:10000

in Stoppmix).

2x SSC:

- 300 mM NacCl
- 30 mM Na-Citrat
- pH7

Hybmix:

- 50% Formamid

- 5xSSC

- 1 mg/ml DNA (aus Heringsspermien)
- 0,1 mg/ml Heparin

- 0,1% Tween 20

- 10% Dextransulfat

33



Formamidl6sung:

- 0,2xSSC
- 60% Formamid

IN:
- 100 mM Tris pH 7,5
- 150 mM NacCl

TNM
- 100 mM Tris pH 9,5
- 150 mM NacCl
- 50 mM MgCl,

Entwicklungslosung (1 ml):

- 100 pl Tris, pH 9,5

- 30 ml NacCl (5M)

- 25 pl MgCl; (

- 500 pl PVA (10%)

- 35 ul BCIP (50 mg/ml in H,0)

- 4,5 ul NBT (50 mg/ml in 70% DMF)

- 306 ul H,0
Stoppldsung:

- 50 mM EDTA

- 1xPBS

2.4.4 Antikérperfarbung

Die vorbereiteten Praparate wurden zur Fixierung bei -20°C 10 Min in MeOH und 10 Min in
Aceton inkubiert.

— 20 Min 1x PBST (0,5% Tween20)

— 30 min 1x PBST (0,5% Tween 20) 2% BSA
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— primarer Antikorper in 1x PBST (0,5% Tween 20) 2% BSA iber Nacht
— 3x20 Minin 1x PBS waschen
— sekundarer Antikdrper in 1x PBS 4 Std bei RT
— 3x20 Minin 1x PBS waschen
Die Prdparate wurden in Mounting Puffer (50% Glycerin, 1x PBS) mit DABCO als

Ausbleichschutz zur mikroskopischen Betrachtung eingedeckelt.

2.5 Herstellung von Transgenen

Zur Herstellung von transgenen Nematoden (Merritt & Seydoux 2010) wurde die C. elegans

Mutante unc-119 (ed4) verwendet (Tabelle 2-1).

2.5.1 Kultivierung und Vorbereitung der Wiirmer zum Bombardment

Es wurden pro Konstrukt 10 NGM Platten (9cm) mit 100 pl E. coli OP50 beimpft. Die Platten
wurden jeweils mit 10 adulten Wirmern beimpft und bei 20°C 5-6 Tage inkubiert. Die
Wirmer bildeten kleine Haufen, von denen jeweils 2-3 auf mit E. coli C600 beimpfte EP
Platten (9 cm) umgesetzt wurden. Pro Bombardment wurden 20 Platten verwendet, die bei
25°C 6 Tage inkubiert wurden. Zum Bombardment wurden die Tiere mit M9 Puffer von den
Platten gespilt, vereinigt und 3 Mal mit M9 Puffer gewaschen, um die Bakterien zu
entfernen. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und diese Wurmsuspension

im Folgenden zum Bombardment verwendet.

2.5.2 Beladung der Goldpartikel

Gold Stock Losung:
Alle Arbeiten mit der Goldlésung missen in ,low bind’ ReaktionsgefaRen durchgefiihrt
werden, da das Gold extrem stark an der Oberflache der ReaktionsgefafRe haftet.

- 30mg Gold Partikel 0,3-3 um (Chempur, Karlsruhe)

- 1 ml 70% Ethanol

- 5 Min vortexen
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- 15 Min bei RT inkubieren zum Absetzten des Goldes und anschlieBend den
Uberstand verwerfen

- 3 Mal mit 1 ml H,Ogeii Waschen. Zentrifugieren vermeiden, da das Gold an der
Oberflache des ReaktionsgefaRes haftet.

- Gold in 500 pl 50% Glycerol (steril) resuspendieren (= Endkonzentration 60 mg/ml)

- Lagerung bei 4°C fiir 1-2 Monate

Beladung der Goldpartikel:

- Gold Stock Lésung 5 min vortexen

- 100 pl Gold Lésung

- 10 pl linearisierte Plamid DNA [10 pg]

- 1 Min langsam vortexen

- 300 ul 2,5 M CaCl; zugeben und 1 min langsam vortexen

- 112 pl 0,12 M Spermidin zugeben und 3 min auf dem ,Gene Disruptor’ vortexen

- Losung bei RT inkubieren bis sich die Goldpartikel abgesetzt haben

- 800 ul 70% EtOH zugeben, vortexen und bis zum vollstandigen Absetzen des Goldes
bei RT inkubieren

- 500 pl 100% EtOH zugeben, vortexen und bis zum vollstandigen Absetzten des
Goldes bei RT inkubieren

- Gold Partikel in 80 pl 100% EtOH resuspendieren

2.5.3 Particle Bombardment

Die beladenen Goldpartikel wurden auf 7 Microcarrier (10 pl pro Microcarrier) verteilt.
AnschlieBend wurden diese 5-10 min getrocknet. Die Wurmsuspension (2.5.1) wurde
gleichmaRig auf einer zuvor Uber Nacht bei 25°C getrocknete NGM Platte (9 cm) verteilt.
Nachdem die verbliebene Flissigkeit von der NGM Platte aufgenommen war, konnte das
Bombardment durchgefiihrt werden.
Bombardment:

- 2000 psi rupture disk (Biorad)

- 27Hg

- Helium Druck ca. 200 psi héher als rupture disk maximal Druck
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Nach dem Bombardment wurden die Wirmer bei RT fiir eine Stunde inkubiert,
anschlielend mit 4 ml M9 Puffer von der Platte abgewaschen und auf 20 NGM-Platten, die
zuvor mit jeweils 500 pl E. coli OP50 beimpft worden waren, verteilt. Die bombardierten

Wirmer wurden so fiir drei Wochen bei 25°C inkubiert.

2.5.4 Selektion der transgenen Nematoden

Die Transgene wurden (iber den Phanotyp selektiert, da erfolgreich transformierte Wiirmer
durch die Komplementation der unc-119° Mutation den wildtypischen Phdnotyp zeigen

sollten.

2.6 RNA Interferenz

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten RNAi Experimente wurde die Flittermethode
verwendet. Hierbei wurde ein Stamm aus der RNAi Fitter-Bibliothek (Fraser et al. 2000;
Kamath et al. 2003) verwendet, der zu mex-3 RNA Interferenz fihrt. Die HT115
Fltterbakterien tragen ein dsRNA Expressionsplasmid, das eine fliir mex-3 RNA codierende
Sequenz beinhaltet.

Die Futterbakterien wurden in LBampret Medium Uber Nacht kultiviert. Zur Expression
wurden die Bakterienkulturen 1:20 in LBymp Medium verdiinnt und eine Stunde bei 37°C auf
dem Schiittler inkubiert. Die folgende vierstlindige Expression der dsRNA wurde mit 1 mM
IPTG induziert. Mit jeweils 500 pl dieser Kulturen wurden NGM Fitterplatten fir RNAI
Experimente beimpft. Juvenile Wiirmer im L2-L3 Stadium wurden einzeln auf beimpfte
NGM Fitterplatten gesetzt. Die Embryonen der F1 Generation wurden anschlieBend

analysiert.
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2.7 Mikroskopie

Die Betrachtung und Fotodokumentation der mikroskopischen Praparate erfolgt an einem

Axioscop 2 mot plus und einem Axio Imager Z.2 Mikroskop (beide: Zeiss, Jena).

Tabelle 2-11: Objektive und Okulare

Mikroskop Axioscop 2 mot plus Axio Imager Z.2

Okular Pl 10x/23 Pl 10x/23

Objektive A-Plan 5x/0,12 Plan-Apochromat 10x/0,45
A-Plan 10x/0,25 Plan-Apochromat 20x/0,8
Plan-Neofluar 40x/0,75 Plan-Apochromat 63x/1,4 QOil
Plan-Neofluar 100x/1,3-0,7 Oil

Kamera AxioCam MRc AxioCam MRm

AxioCam ICcl
2.8 Enzyme

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Enzyme wurden von MBI Fermentas

(St. Leon-Roth) bezogen und entsprechend des mitgelieferten Protokolls verwendet.

2.9 Chemikalien

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurde von den Firmen Roth

(Karlsruhe), Sigma Aldrich (Steinheim) und VWR (Darmstadt) bezogen

2.10 Sequenzdatenbanken und Genome

2.10.1 Offentlich zugingliche Datenbanken und Genome

Sequenzanalysen mit Hilfe veroffentlichter Genomdaten wurden Uber den NCBI Server
durchgefiihrt.
Verwendet wurden die Genomdaten von C. elegans (The C. elegans Sequencing Consortium,

1998), C. briggsae (Stein et al., 2003) und T. spiralis (Mitreva et al., 2011).
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2.10.2 Interne Sequenzdatenbanken und Genome

Die Sequenzdatenbanken von Panagrolaimus sp. PS1159, Panagrolaimus sp. JU765 und
Romanomermis culicivorax sind noch unveroffentlichte Daten, die aus dem Labor von
Einhard Schierenberg (Universitat zu Koln) stammen. Die noch unverdffentlichten
Genomdaten von A. nanus wurden freundlicher Weise von Itai Yanai (Technion, Haifa,
Israel), die unveroffentlichten Genomdaten von D. coronatus freundlicherweise von

Yuji Kohara (NIG, Mishima, Japan) zur Verfligung gestellt.

2.11 Gerate

Tabelle 2-12: Verwendete Gerdte mit Modellbezeichnung und Herstellerangabe

Gerat Modellbezeichnung Hersteller

Autoklav Systec V-65 Systec (Wettenberg, BRD)
Binokular L2 Leica (BRD)
Bunsenbrenner Fireboy INTEGRA Biosciences (BRD)
Drehrad Tube Rotator VWR (USA)

Powersupply

Feinwaage

Inkubator
Inkubations-Schiittler
Kamera

Magnetriihrer
Mikrozentrifuge
Particle Delivery System
PCR Maschine

Pipetten

EPS200

AC211S

TE 3102 S

BD53

Innova 40

EOS 500D

VMS-C7

Galaxy MiniStar
Biolostic® PDS-1000/He
TPersonal Thermocycler

P2, P20, P200, P1000

Pharmacia Biotech (Schweden)

Sartorius (Gottingen, BRD)

Binder (Tuttlingen, BRD)
Eppendorf (Hamburg, BRD)
Canon (Japan)

VWR (USA)

VWR (USA)

Bio-Rad (USA)

Biometra (Gottingen, BRD)
Gilson (USA)
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Pipettus
Spektrophotometer
Trockenschrank

UV Lichttisch
Vakuumpumpe
Vortex

Wasserbad

Zentrifuge

40

Accu-Jet

NanoDrop 1000

Heraeus function line
312 nm
Membranvakuumpumpe
Vortex Genie 2

SUB Aqua 2

Heraeus Pico 21

Brand (BRD)

Thermo Scientifc (USA)
Heraeus Kulzer (BRD)
Bachofer (BRD)
VACUUMBRAND (BRD)
Scientifc Industries (USA)
Grant (Cambridge, England)
Thermo Scientifc (USA)
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ERGEBNISSE

3 Ergebnisse

Im Vergleich zum Modellorganismus C. elegans wurden in D. coronatus und A. nanus
gravierende Unterschiede in der embryonalen Genexpression aufgedeckt (M. Kroiher, pers.
Mitteilung, siehe 1.7).

Bei C. elegans findet die essentielle Interaktion zwischen der pal-1 mRNA und dem MEX-3
Protein im 4-zelligen Embryo statt (Abbildung 1-4). Untersuchungen der mex-3 mRNA
Expression in D. coronatus und A. nanus haben gezeigt, dass hier die mex-3 mRNA
Expressionsmuster entgegengesetzt zu dem aus C. elegans bekannten sind (M. Kroiher pers.
Mitteilung, Abbildung 1-5). Wahrend bei C. elegans die mex-3 mRNA in den friithen Stadien
der Embryonalentwicklung anterior in den AB Zellen lokalisiert ist, wurde sie in D. coronatus
und A. nanus in den posterioren Zellen EMS und P2 nachgewiesen. Ein weiterer
gravierender Unterschied ist die zeitliche Ausdehnung der Expression. Bei C. elegans ist die
mex-3 mRNA nur bis zum 4-Zellstadium nachzuweisen und tritt ab dem 28-Zellstadium
kurzzeitig in der Keimbahnzelle P4 auf (Abbildung 1-5). Sowohl bei D. coronatus, als auch bei
A. nanus wird die posteriore Expression, die sich mit fortschreitender Embryogenese auf die
Keimbahn beschrankt dort bis in die Morphogenesestadien aufrechterhalten. Vor Beginn
der Morphogenese tritt eine weitere Expressionsdomane im anterioren Teil des Embryos
auf (Abbildung 1-5). In den entsprechenden Embryonalstadien konnte in C. elegans keine
anteriore mex-3 Expression nachgewiesen werden. Da in C. elegans eine Kolokalisation von
mex-3 und pal-1 unmoglich ist (siehe 1.5) war es von groRem Interesse die pal-1 mRNA
Verteilung in D. coronatus zu untersuchen, da dort die mex-3 mRNA in den Zellen lokalisiert

ist, die in C. elegans pal-1 mRNA exprimieren (siehe 1.7).

3.1 Diploscapter coronatus zeigt gravierende Unterschiede in der Expression

der pal-1 und mex-3 mRNA im Vergleich zu C. elegans

Es konnte gezeigt werden, dass die pal-1 mRNA in D. coronatus in frihen Stadien in

denselben Zellen exprimiert wird wie die mex-3 mRNA. Auch pal-1 bildet wie schon zuvor
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fir die mex-3 mRNA beschrieben (siehe 1.7) eine spate Expressionsdomane (Abbildung 3-1).
Die spaten Expressionsdomanen von pal-1 und mex-3 sind entgegengesetzt lokalisiert,
wobei die mex-3 mRNA anterior und die pal-1 mRNA posterior nachgewiesen wurde. Die
Expression von mex-3 und pal-1 mRNA in der Keimbahn ist von Beginn der

Embryonalentwicklung an kontinuierlich vorhanden (Abbildung 3-1).

mex-3 pal-1

Abbildung 3-1: mex-3 und pal-1 mRNA Verteilung in D. coronatus: a-d: mex-3 mRNA Verteilung in

D. coronatus (Bilder: M. Kroiher). a‘~-d‘: pal-1 mRNA Verteilung in D. coronatus

Die mRNA in situ Hybridisierungen von mex-3 und pal-1 in D. coronatus zeigten, dass eine
gegensatzlich lokalisierte Expression der beiden Genprodukte, wie sie aus C. elegans
bekannt ist, bei D.coronatus in spateren Stadien der Embryonalentwicklung auftritt
(Abbildung 3-1, d+d‘). Um die rdumliche und zeitliche Ausdehnung der mRNA
Expressionsmuster von mex-3 und pal-1 in D. coronatus genauer zu untersuchen, wurden
mMRNA in situ Hybridisierungen durchgefiihrt, bei denen beide mRNAs im selben Embryo

angefarbt werden.
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Abbildung 3-2: mRNA doppel insitu Hybridisierung von mex-3 und pal-1 in D. coronatus: Die
Expressionsdomanen der mex-3 mRNA (anterior, links) und pal-1 mRNA (posterior, rechts) sind rdumlich
deutlich voneinander getrennt. In der Mitte des Embryos ist keine Farbung erkennbar (schwarzer Pfeil).

Die zweifachen mRNA insitu Hybridisierungen zeigen deutlich, dass die spaten
Expressionsdomadnen von mex-3 und pal-1 gleichzeitig auftreten, raumlich aber klar
voneinander abgegrenzt sind (Abbildung 3-2). Zwischen beiden ist deutlich ein ungefarbter
Bereich zu erkennen. Dies deutet darauf hin, dass die Interaktion zwischen mex-3 und pal-1,
die bei C elegans fir die gegensatzliche Verteilung der beiden Genprodukte im
4-Zellstadium  verantwortlich ist, bei D. coronatus moglicherweise in der
Embryonalentwicklung zeitlich verschoben wurde und erst wahrend der zweiten, spater

auftretenden Expressionsdoméane von mex-3 und pal-1 stattfindet.

3.2 Expression des Diploscapter coronatus PAL-1 Proteins

Um diese auffalligen Unterschiede in der Expression von mex-3 und pal-1 in D. coronatus
besser zu verstehen, sollte die Lokalisation des PAL-1 Proteins untersucht werden. Da in
C. elegans eine Expression von mex-3 und pal-1 in denselben Zellen dazu fiihrt, dass die
pal-1 mRNA abgebaut (siehe 1.5) wird, sollte untersucht werden, ob moglicherweise die
Koexpression der beiden Gene in EMS und P2 bei D. coronatus nur auf die mRNA Ebene

beschrankt ist. Um festzustellen, ob sich die Expressionsdomanen von mRNA und Protein
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decken, oder ob diese voneinander abweichen, sollten polyklonale Antikérper gegen das

MEX-3 und das PAL-1 Protein von D. coronatus hergestellt werden.

Da pal-1 zur grofRen Klasse der Homoobox Gene gehort war es notwendig einen spezifischen
Antikorper zu generieren, der ausschlielflich das PAL-1 Protein und keine andern
Homooboxgene erkennt. Als Antigen, das zur Antikorperherstellung verwendet werden
sollte, wurde ein 25 kDa groRRes N-terminales Fragment des PAL-1 Proteins gewahlt, das die
Homoobox nicht beinhaltet. So sollte eine spezifische Bindung des Antikdrpers an das PAL-1
Gen gewahrleistet werden. Dieses Proteinfragment konnte in E. coli M15 erfolgreich
heterolog exprimiert und anschlieBend Uber den angefligten His-tag und Ni-NTA

aufgereinigt werden (Abbildung 3-3).

Oh 4h 4h 4h E1 E2 E3 E4
__ —35kDa
”~

7

Expression Reinigung

Abbildung 3-3: Expression und Reinigung des D. coronatus PAL-1 Fragments: Das zur Expression verwendete
Fragment ist 28 kDa groR. Der rote Pfeil zeigt die erfolgreiche Induktion der Expression. Gezeigt sind Oh und 4h
nach der Induktion mit 1 mM IPTG. Die Elutionsfraktionen der Reinigung (E1-E4) zeigen, dass erfolgreich tber
das His-Tag mit Ni NTA Agarose gereinigt werden konnte.

Der D. coronatus PAL-1 Antikoérper zeigte in immunhistochemischen Farbungen im Embryo
kein eindeutiges Bild (Abbildung 3-4). Vielmehr traten schwache, schwer zu
interpretierende Farbungen auf. Diese deuten moglicherweise auf eine Lokalisation des
PAL-1 Proteins in der Keimbahn hin. Diese ware aufgrund der mRNA Lokalisation (Abbildung
3-1) und der aus C. elegans bekannten Funktion und Lokalisation von pal-1 auch zu
erwarten gewesen. Eine eindeutige Interpretation der PAL-1 Protein Lokalisation ist nicht
moglich, was auch auf eine starke Hintergrundfarbung zurickzufihren ist, die

moglicherweise mit Problemen bei der Fixierung der Embryonen zusammenhangt.
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PAL-1 DAPI

Abbildung 3-4: Antikorperfarbung gegen das PAL-1 Protein aus D. coronatus: A-F: Antikorperfarbungen von
D. coronatus Embryonen gegen das PAL-1 Protein. Die korrespondierenden Kernfarbungen mit DAPI sind in A‘-
F‘ gezeigt. Im Zwei- und Vier-Zellstadium ist eine Lokalisation des PAL-1 Proteins in den Kernen zu erkennen.
Wahrend im Zweizeller beide Zellkerne (AB und P1) markiert sind scheint ist im Vierzeller diese Markierung
verstdrkt in den AB Tochterzellen zu finden sein. In spateren Stadien ist moglicherweise die P4 Zelle markiert
(gelber Pfeil). G: Als Positivkontrolle wurde ein a-Tubulin Antikorper verwendet (G’ zeigt das zugehdorige DAPI
Bild). Als sekundarer Antikorper wurde ein goat anti rabbit Alexa Fluor 488 verwendet.
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Da bei C. elegans das MEX-3 Protein entscheidend fur die Bindung der pal-1 mRNA ist, sollte
auch hierfiir ein spezifischer polyklonaler Antikérper hergestellt werden. Es wurde ein
Proteinfragment exprimiert, das die KH Domane nicht beinhaltet (Abbildung 3-5). Das
Fragment mit einer GréRe von nur 8 kDa war jedoch zu klein, um als Antigen fir die

Antikorperherstellung mittels Immunisierung eines Kaninchens verwendet zu werden.

Oh 4h 4h

s «8kDa

Abbildung 3-5: Expression des 8 kDa MEX-3 Fragments aus D. coronatus: Gezeigt sind die Expressionen Oh
und 4h nach Induktion mit 1 mM IPTG. Bei 8 kDa ist deutlich die induzierte Expression des MEX-3 Fragments

zu erkennen.

Nach Homologiestudien der KH-Domanen Proteine in Nematoden zeigte sich, dass diese
nicht in einer dhnlich hoch konservierten Form wie z.B. die Homdobox auftreten. Im
Folgenden wurde deshalb das komplette MEX-3 Protein heterolog exprimiert und
aufgereinigt (Abbildung 3-6). Da das MEX-3 Protein von den zur Expression gewahlten
E. coliM15 Zellen (Tabelle 2-8) jedoch nur sehr schlecht exprimiert wurde, war es nicht
moglich das MEX-3 Protein in ausreichender Menge zu reinigen. Es konnte deshalb kein

D. coronatus MEX-3 Antikorper hergestellt werden.

Oh 4h E1 E2 E3 E4

oW - ‘.
-

- . X .
o “MEX-3

Abbildung 3-6: Heterologe Expression und Reinigung des D. coronatus MEX-3 Proteins: Gezeigt sind die
Expressionen Oh und 4h nach Induktion mit 1 mM IPTG. Die induzierte Expression des MEX-3 Proteins ist
deutlich zu erkennen (roter Pfeil). E1-E4 zeigen die Elutionsfraktionen des gereinigten MEX-3 Proteins.
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3.3 A. nanus und Acrobeloides sp. (PS1146) zeigen Unterschiede im mex-3

MRNA Expressionsmuster

A. nanus zeigt dasselbe mex-3 mRNA Expressionsmuster wie D. coronatus (Abbildung 1-5).
Um innerhalb der Cephalobiden mogliche Unterschiede in der mex-3 Expression
aufzudecken, sollte das mex-3 Gen eines weiteren Vertreters dieser Gruppe isoliert werden.
Hier wurde Acrobeloides sp. (PS1146) (im Folgenden als PS1146 bezeichnet) ausgewahlt, ein
naher Verwandter von A. nanus (beide Clade 11), der sich von diesem jedoch im
Fortpflanzungsmodus unterscheidet. Wahrend sich A. nanus parthenogenetisch fortpflanzt
ist PS1146 ein Hermaphrodit, wie C. elegans. Es ist bekannt, dass innerhalb der
Cephalobiden die Polaritdt im Embryo unabhangig von Spermium etabliert wird (Goldstein
et al.,, 1998). Deshalb wurden Vertreter der Cephalobiden mit unterschiedlichen
Fortpflanzungsmodi gewahlt. So sollte untersucht werden ob die Cephalobiden ein
einheitliches mex-3 Expressionsmuster zeigten, oder ob mogliche Unterschiede der mex-3
Expression mit dem Fortpflanzungsmodus zusammenhangen kénnten. Da von PS1146 keine
Genomdaten existieren, wurde das mex-3 Gen mittels degenerierter PCR und
anschlieRender 3 RACE und 5° SL1 PCR erfolgreich kloniert und so die vollstandige

Nukleinsdauresequenz aufgeklart.

Sequenzvergleiche der beiden mex-3 Sequenzen zeigten eine hohe Sequenzidentitat, was
die Vermutung zulieB, dass auch die Expressionsdomadnen keine groRen Unterschiede

zeigen wiirden (Abbildung 3-7).

A.nanus L1 EER I A O OE T 0L
PS1146 110 I T
| 1

KH-Domane

Abbildung 3-7: Nukleinsduresequenzvergleich von A. nanus mex-3 und PS1146 mex-3: Die mex-3
Nukleinsauresequenzen von A.nanus und PS1146 zeigen eine hohe Identitat. (schwarz: identische
Nukleinsduren; wei: unterschiedliche Nukleinsduren; -- : Gaps)
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Im Folgenden durchgefiihrte mRNA in situ Hybridisierungen widerlegten jedoch die
Annahme, dass die mex-3 mRNA innerhalb der beiden Cephalobiden ein konserviertes
Expressionsmuster zeigt. Die Verteilung der mex-3 mRNA innerhalb der Cephalobiden zeigt
kein konserviertes Muster (Abbildung 3-8). Die bei A. nanus auftretende frithe posteriore
Lokalisation der mex-3 mRNA in EMS und P2 ist bei PS1146 nicht vorhanden. Bei diesem ist
eine mex-3 Expression erst ab dem 8-Zellstadium nachzuweisen. Diese beginnt in den
anterior gelegenen AB Zellen und weitet sich mit fortschreitender Embryogenese im
anterioren Embryo aus. Im Zuge der weiteren Entwicklung wird dieses Expressionsmuster
dann der aus A. nanus bekannten spdten anterioren Expressionsdomadne vergleichbar
(Abbildung 3-8), wobei in den aulRen liegenden hypodermalen AB Zellen keine mex-3 mRNA
nachgewiesen werden konnte. Die mex-3 mRNA Expressionsdomane breitet sich in PS1146,
wie in A. nanus zusatzlich entlang der ventralen Seite bis hin in den posterioren Bereich des
Embryos aus (Abbildung 3-8 E+J). Bei diesen Zellen kénnte es sich um den ventralen
Nervenstrang und posteriore Ganglienzellen handeln (Sulston and Horvitz, 1977; Sulston et
al., 1983). Eine mex-3 Expression in der Keimbahn, wie sie in D. coronatus und A. nanus

vorkommt (siehe 1.7) ist bei PS1146 nicht nachzuweisen (Abbildung 3-8).

50



ERGEBNISSE

Abbildung 3-8: mex-3 mRNA in situ Hybridisierung in den beiden Cephalobiden A. nanus und PS1146: A-E:
Die A. nanus mex-3 mRNA ist in fihren Stadien (A-C) posterior lokalisiert (schwarzer Pfeil in A). In spateren
Stadien (D+E) existiert eine anteriore Expressionsdomaéne (rote Pfeile in D+E). AuRerdem findet man die mex-3
mMRNA in der A. nanus Keimbahn (schwarzer Pfeil in D). F-J: Die mex-3 mRNA ist erst ab dem 6-Zellstadium
nachweisbar. Die Expression beginnt in den anterioren AB Zellen (rote Pfeile in G+H) und breitet sich spater im
gesamten anterioren Embryo aus, wobei die anterioren hypodermalen AB Zellen nicht markiert sind (I+J).
Sowohl in A. nanus, also auch in PS1146 sind ventral Zellen bis in den posterioren Bereich des Embryos
markiert (E+J), die den zukiinftigen ventralen Nervenstrang und posteriore Ganglien darstellen kénnten
(Sulston and Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983).

Die Erkenntnisse, die aus der mex-3 Expressionsanalyse der beiden Cephalobiden gewonnen
wurden, also die Unterschiede im Expressionsmuster der mex-3 mRNA von A. nanus und
PS1146 deuten darauf hin, dass der Fortpflanzungsmodus einen Einfluss auf die Lokalisation

der mex-3 mRNA haben konnte.
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3.4 Die Panagrolaimiden bieten ein attraktives Modell zur vergleichenden

Untersuchung der mex-3 / pal-1 Expression

Fir die weitere Aufklarung der mex-3 / pal-1 Expressionsmuster innerhalb der Nematoden
wurde im Folgenden die Gattung Panagrolaimus ausgewahlt. Die Panagrolaimiden, die der
Clade 10 zugeordnet werden, sind freilebende Nematoden, die sich wie C. elegans (Clade 9)
kultivieren lassen. Die Panagrolaimiden wurden gewahlt, da innerhalb der Gattung alle drei
Fortpflanzungsmodi auftreten. AuBerdem sollten die ausgewahlten Spezies parallel zu
meiner Arbeit sequenziert werden, was vergleichende Untersuchungen des Genaufbaus in
Bezug auf die Intron / Exon Anzahl und Verteilung zulassen wiirde. Flr weitere
Untersuchungen wurden der parthenogenetische (P) Panagrolaimus sp. (PS1159) (im
Folgenden als PS1159 bezeichnet), der hermaphroditische (H) Panagrolaimus sp. (JU765)
(im Folgenden als JU765 bezeichnet) und der gonochoristische (G) P. superbus ausgewahlt.
Da zu diesem Zeitpunkt noch keine genomischen Sequenzdaten vorlagen, musste zunachst
von allen drei Spezies mRNA isoliert werden, um nach einer anschlieRenden cDNA Synthese
die mex-3 und pal-1 Homologe Uber degenerierte PCR, sowie 5'SL1 und 3‘RACE PCR
klonieren zu kénnen.

Die Sequenzen der mex-3 und pal-1 Homologe von PS1159, JU765 und P. superbus konnten
erfolgreich identifiziert werden. Uber Sequenzvergleiche mit Hilfe des Blast x Algorithmus
(Altschul et al., 1990) konnte fir alle gefundenen Sequenzen gezeigt werden, dass es sich

um die jeweiligen mex-3 und pal-1 Homologe handelt.

3.4.1 Die PS1159, JU765 und P. superbus mex-3 und pal-1 Homologe zeigen deutliche

Sequenzunterschiede innerhalb der konservierten Domanen

Zur vergleichenden Analyse der mex-3 Sequenzen aus den drei untersuchten
Panagrolaimiden wurde mittels der Sequenzanalysesoftware Geneious (Drummond et al.
2011) ein globales Alignment angefertigt, was den direkten Vergleich der Sequenzen
untereinander ermoglicht. Die Sequenzvergleiche wurden nur innerhalb des KH-Domane
durchgefihrt (Abbildung 3-9), da deren Aufbau fir die Interaktion zwischen KH-Domaéne

und mRNA essentiell ist (Valverde et al., 2008).
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Abbildung 3-9: Nukleinsduresequenzvergleich der mex-3 KH-Domane der Panagrolaimiden: PS1159 (P) und
P. superbus (G) weisen untereinander eine deutlich héhere Sequenzidentitat auf, als im Vergleich mit JU765
(H). (schwarz: identische Nukleinsauren; wei: unterschiedliche Nukleinsduren; --: Gaps)

Wahrend die Sequenzen der mex-3 Homologe von PS1159 (P) und P. superbus (G) eine
Sequenzidentitdt von 91,1% aufweisen, zeigt die Sequenz von JU765 (H) deutliche
Unterschiede und nur eine Identitat von 75,9% zu PS1159 und 75,6% zu P. superbus.

Dieser Befund konnte ein Hinweis auf Unterschiede sein, die mit dem
Fortpflanzungsmechanismus korrelieren. Eine andere Erklarung ist die phylogenetische
Einordnung der drei ausgewahlten Spezies. Aktuelle Untersuchungen zeigen, dass JU765
vermutlich ein Propanagrolaimus ist und somit phylogenetisch entfernter von PS1159 und

P. superbus einzuordnen ware (P. Schiffer, pers. Mitteilung).

Die vergleichenden Sequenzanalysen der Panagrolaimus pal-1 Homologen zeigen, dass sich
auch hier die JU765 Sequenz deutlich von den anderen beiden Panagrolaimiden PS1159 und
P. superbus unterscheidet. Die Sequenzen der pal-1 Homologen von PS1159 und
P. superbus zeigen eine Sequenzidentitat von 86,3%. Die JU765 pal-1 Sequenz ist nur zu

ungefahr 54% identisch mit denen von P. superbus und PS1159 (Daten nicht gezeigt).

Um Gemeinsamkeiten oder Unterschiede in den Expressionsmustern von mex-3 und pal-1
aufzudecken, wurden mRNA in situ Hybridisierungen mit spezifischen Sonden fiir alle drei
Panagrolaimiden durchgefiihrt. So sollte untersucht werden, ob sich die Unterschiede, die
die mex-3 und pal-1 Sequenzen von JU765 zu PS1159 und P. superbus zeigen, auch im

Expressionsmuster wiederspiegeln.
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3.4.2 mRNA insitu Hybridisierungen zeigen ein dhnliches mex-3 und pal-1

Expressionsmuster innerhalb der untersuchten Panagrolaimiden

Zur mRNA Expressionsanalyse wurden fur PS1159, JU765 und P. superbus spezifische RNA
Sonden hergestellt, um die Expressionsmuster von mex-3 und pal-1 zu identifizieren. So
sollte die Expression innerhalb der Panagrolaimiden, aber auch mit D. coronatus, A. nanus
und C elegans verglichen werden. D.coronatus zeigt ein mex-3 und pal-1
Expressionsmuster, das sich stark von dem in C. elegans gefundenen unterscheidet (Kapitel
1.7). Die vergleichenden Expressionsstudien innerhalb der Panagrolaimiden sollten helfen,
besser zu beurteilen, welches Expressionsmuster von mex-3 und pal-1 in den Nematoden
urspringlicher ist. Gleichzeitig sollte ein moglicher Einfluss des Fortpflanzungsmechanismus
auf die Expression von mex-3 und pal-1 aufgedeckt werden.

Unerwarteter Weise zeigten alle drei Panagrolaimiden ein nahezu identisches
Expressionsmuster, das von den bei D. coronatus und A. nanus gefundenen unterschied.
Alle Panagrolaimiden zeigten bis zum 4-Zellstadium eine gleichmaRige Verteilung der mex-3
und pal-1 mRNA im Embryo. Ab diesem Stadium konnte dann die mex-3 mRNA anterior und
die pal-1 mRNA posterior nachgewiesen werden. Bei PS1159 (P) und P. superbus (G) waren
die mRNAs beider Gene hufeisenformig am dulReren Rand des Embryos lokalisiert. Hierbei
war die pal-1 mRNA deutlich auf den posterioren und die mex-3 mRNA auf den anterioren
Embryo beschrankt (Abbildung 3-10). Bei JU765 (H) ersteckten sich beide
Expressionsdomanen jeweils auf den gesamten posterioren (pal-1), bzw. anterioren (mex-3)

Bereich des Embryos (Abbildung 3-10; Daten von P. superbus und JU765 nicht gezeigt).
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mex-3 pal-1

Abbildung 3-10: mRNA in situ Hybridisierung von mex-3 und pal-1 in Panagrolaimus sp. PS1159: A-E: In
PS1159 ist die mex-3 mRNA in den frihen Stadien (A+B) im gesamten Embryo verteilt. Spater (C-E) ist sie
anterior lokalisiert und bildet eine hufeisenférmige Expressionsdomane aus. A‘-E‘: Die PS1159 pal-1 mRNA ist
frih im gesamten Embryo nachweisbar (A‘+B‘) und spater (C‘-E‘) hufeisenformig im posterioren Embryo
lokalisiert.

Da die mRNA Expressionsmuster aller untersuchten Panagrolaimiden gleichartig waren,
zeigten sich keine Hinweise, auf Fortpflanzungsmodus abhdngige Unterschiede. Alle drei
Panagrolaimiden zeigen eine nahezu identische mex-3 und pal-1 mRNA Verteilung. Die
gleichmaRige Verteilung der mex-3 und pal-1 mRNA in den frihen Embryonalstadien der
drei untersuchten Panagrolaimiden weist auf deutliche Unterschiede der molekularen
Prozesse in der anterior-posterioren Musterbildung zwischen den Panagrolaimiden und
C. elegans hin. Da auch die in D. coronatus gefundenen mRNA Expressionsmuster von mex-3
und pal-1 deutliche Unterschiede zu C. elegans zeigten (Abbildung 3-1), findet die fir

C. elegans essentielle frihe Interaktion von mex-3 und pal-1 (Huang et al., 2002) offenbar
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nicht in allen Nematoden statt. Fir diese Interaktion ist jedoch die Verteilung des MEX-3

Proteins entscheidend, die im Folgenden beschrieben werden soll.

3.4.3 In PS1159 unterscheiden sich die mex-3 mRNA- und Protein-Expressionsmuster

deutlich voneinander

Flr die Aufklarung des Expressionsmusters des MEX-3 Proteins wurde PS1159 ausgewahlt,
da dieser unter Standardbedingungen am besten in groRRer Individuenzahl zu kultivieren ist,
was flur die Herstellung von Prdparaten fir immunhistochemische Farbungen ein
entscheidender Vorteil ist. Als Antigen zur Antikorperherstellung wurde das komplette
PS1159 MEX-3 Protein erfolgreich in E. coli M15 heterolog exprimiert und anschliefend
gereinigt (Abbildung 3-11). Da die Immunreaktion von Kaninchen und somit die
Antikorperproduktion nach Auskunft des Herstellers (SeqlLab, Gottingen) deutlich starker
ausfallt, wenn das als Antigen verwendete Protein in Lésung und nicht als SDS-PAGE
Fragment injiziert wird, musste es liber eine Sephadex G25 Saule (GE, Frankfurt am Main) in
20mM NH4CH3COO (pH5,9) umgepuffert werden, da der zur Elution verwendete 6 M

Guanidinium Puffer zur Injektion nicht verwendet werden konnte.

Oh 4h E1 E2 E3 E4

50 kDa — —

.-
35 kDa — KMEX-3

Abbildung 3-11: Heterologe Expression und Aufreinigung von Panagrolaimus sp. P$S1159 MEX-3: Oh + 4h:
Zeitpunkt der Expression 0 Stunden und 4 Stunden nach Induktion mit 1 mM IPTG. Die heterologe Expression
von MEX-3 bei ca. 35 kDa ist deutlich zu erkennen. E1 — E4: Elutionsfraktionen des MEX-3 Proteins nach der
Batch Reinigung mittels His-Tag und NiNTA.

Das MEX-3 Protein diente im Folgenden der Herstellung eines polyklonalen Antikoérpers. Aus
dem nach drei Injektionen erhaltenen Serum wurde der Antikorper mit Ammoniumsulfat
ausgefallt und anschlielend fiir immunhistochemische Farbungen in PS1159 Embryonen

verwendet (Abbildung 3-12). Es zeigte sich, dass sich das Expressionsmuster des MEX-3

56



ERGEBNISSE

Proteins deutlich von dem der mRNA unterscheidet. Das MEX-3 Protein ist immer um den
Zellkern lokalisiert. Im 1- bis 4-Zellstadium konnte es in allen Blastomeren perinuklear
nachgewiesen werden. Die Expression bleibt in der P-Zelllinie und der jeweiligen
Schwesterzelle, also P1+AB, P2+EMS und P3+C, erhalten und setzt sich so bis zur Teilung
von P3 unverdndert fort. Ab der Geburt von P4 ist das MEX-3 Protein ausschliel8lich auf die
P4 Zelle und spater auf ihre Nachkommen Z2 und Z3 beschrankt. Da zur Kontrolle P-Granula
Farbungen angefertigt wurden, kann ausgeschlossen werden, dass der MEX-3 Antikorper
die P-Granula, und nicht das MEX-3 Protein, eine P-Granula Komponente, erkennt. Zwar
decken sich die Muster der P-Granula und MEX-3 Farbungen in den Zellen der P-Linie, in den
jeweiligen Schwesterzellen, in denen das MEX-3 Protein nachgewiesen werden konnte, sind
jedoch keine P-Granula vorhanden (Abbildung 3-12). Die exklusive Expression des MEX-3
Proteins in den posterioren Zellen (Abbildung 3-12) untermauert deutlich die These, dass
das fur C. elegans beschriebene anteriore-posteriore mex-3 / pal-1 Expressionsmuster
(Huang et al. 2002; Draper et al. 1996; Hunter & Kenyon 1996) nicht in allen Nematoden

essentiell fur eine korrekte Musterbildung entlang der posterioren Kérperachse sein kann.
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Abbildung 3-12: Immunhistochemische Farbung von PS1159 MEX-3: A1-H1: Markierung des PS1159 MEX-3
Proteins. Das MEX-3 Protein ist von PO (A1) bis zur Teilung von P3 (E1) jeweils in den Zellen der P-Linie und
deren Schwesterzellen (griine Pfeile B1-E1) exprimiert. Ab der Geburt von P4 ist MEX-3 hier und spater in
deren Tochterzellen sowie Z2 und Z3 lokalisiert (F1-H1). In G1+H1 ist ein anteriorer Ring von Zellen gefarbt,
der mit der Verteilung der mex-3 mRNA korreliert. A2-H2: P-Granula Markierung mit dem Antikérper L416
(Strome & Wood, 1983). A3-H3: Uberlagerung der korrespondierenden MEX-3, P-Granula und DAPI
Aufnahmen. Es ist deutlich zu erkennen, dass das MEX-3 Protein im 2-Zellsradium in der Keimbahn eine
Kolokalisierung mit den P-Granula zeigt (gelbe Pfeile B3-E3). A4-H4: Uberlagerung der korrespondierenden DIC
und DAPI Aufnahmen. (Bilder: L. Lubowiecki)

Um die Evolution von mex-3 und pal-1 besser zu verstehen, konnten nun die Strukturen der
beiden Gene auf genomischer Ebene untersucht werden. Es sollte festgestellt werden, ob
C. elegans Besonderheiten zeigt, die auf die spezielle Funktion des mex-3 Gens in der

Regulation von pal-1 hinweisen.

3.5 Die Exon / Intron Verteilung der pal-1 und mex-3 Gene zeigt deutliche

Unterschiede

Die aus den Sequenzierprojekten fir die Panagrolaimiden PS1159 und JU765 gewonnenen
Daten (P. Schiffer, pers. Mitteilung) konnten von mir zur Analyse der Exon / Intron
Verteilung genutzt werden. Zudem wurden freundlicherweise die Genomdaten von
A. nanus von lItai Yanai (Technion, Haifa, Israel) und D. coronatus von Yuji Kohara (NIG,
Mishima, Japan) fur diese Studien zur Verfliigung gestellt. Zusatzlich zu C. elegans (The
C. elegans Sequencing Consortium, 1998) und den oben genannten Nematoden wurde mit
C. briggsae (Stein et al., 2003) ein weiterer Caenorhabditis-Vertreter in den Vergleich mit
einbezogen um mogliche Besonderheiten dieser Gruppe zu finden.

Der Aufbau die pal-1 Gens zeigt im phylogenetischen Stammbaum der Nematoden mit Blick
auf die deutliche Unterschiede (Abbildung 3-13). A. nanus, der der Clade 11 zugeordnet ist,
besitzt ebenso wie die Panagrolaimiden PS1159 und JU765 aus Clade 10 nur vier pal-1
Exons. Die Exons der Panagrolaimiden variieren jedoch klar in der GroRe und Anordnung im
Vergleich mit A. nanus. Innerhalb der Panagrolaimiden sind keine deutlichen Unterschiede
im Genaufbau auszumachen. Sowohl JU765, als auch PS1159 besitzen 5 gelegen jeweils 3

59



aufeinanderfolgende Exons, wahrend zwischen dem dritten und vierten Exon ein ca 750 bp
(JU765), bzw. 1100 bp (PS1159) grofRes Intron liegt. Betrachtet man Clade 9, so ist hier sogar
innerhalb dieser ein klarer Unterschied zu finden. Wahrend die beiden untersuchten
Caenorhabditis-Vertreter, zwar dieselbe Anzahl an Exons aufweisen, variiert deren Grofle
und Verteilung hingegen deutlich. Das pal-1 Gen von D. coronatus hat mit neun die meisten
Exons innerhalb der untersuchten Nematoden. Auffallig ist, das bei fast allen Nematoden
das am weitesten 3‘ gelegene Intron das mit Abstand groBte ist. Fiir A. nanus kann keine
Aussage Uber die GroRe der Introns gemacht werden, da in der Genomsequenz grofRe

unaufgeklarte Bereiche vorkommen, die auch zwischen den einzelnen pal-1 Exons liegen.

i’p NNN NNN NNN 1128 bpi*'_"”‘":’ N Helade 11

1bp 1792 bp

» - = JU 765 —_—
Hclade 10

1bp 2454 bp
- El - ‘ f= PS1159 —

1bp 4033 bp —
— — (— = C elegans ——

1bp 3036 bp Hclade 9
- e— e — (. briggsge =

1bp 6506 bp

e p— " — ' #= D.coronatus

Abbildung 3-13: Exon / Intron Struktur der pal-1 Gene: Grau: Exons; schwarz: nicht kodierende Bereiche;
NNN: unbekannte Sequenz; Der Stammbaum zeigt die phylogenetische Einordnung der Nematoden, basierend
auf SSU rDNA Sequenzen (Holterman et al., 2006). NNN = unaufgeklarte Sequenzbereiche.

Da bei der Struktur der pal-1 Gene deutliche Unterschiede innerhalb der Nematoden
gefunden werden konnten, wurde auch der Aufbau der mex-3 Gene untersucht. Hier
konnten ebenfalls deutliche Unterschiede im Genaufbau festgestellt werden. Sowohl die
Exonanzahl, als auch die GroBe der Exons und Introns variiert stark. Die Exonzahl variiert
zwischen vier bei PS1159 und neun bei A.nanus und C. briggsae. Unterschiedliche
Exonanzahlen sind sogar zwischen den beiden Caenorhabditis- Spezies zu finden (Abbildung

3-14).
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Abbildung 3-14: Exon / Intron Struktur der mex-3 Gene: Grau: Exons; schwarz: nicht kodierende Bereiche;
Der Stammbaum zeigt die phylogenetische Einordnung der Nematoden, basierend auf SSU rDNA Sequenzen
(Holterman et al., 2006).

Zur Analyse der moglichen Funktion der mex-3 und pal-1 Gene wurden im Folgenden hierfir
essentielle Motive untersucht. Fir die Bindung von mRNA muss mex-3 eine intakte
KH-Domane besitzen. Die pal-1 mRNA hingegen muss in der 3’UTR das MRE, also die

korrekte Erkennungssequenz fiir das MEX-3 Protein besitzen.

3.6 Sequenzanalysen weisen darauf hin, dass die mex-3 / pal-1 Interaktion
in der friihen Embryogenese auf Vertreter der Gattung Caenorhabditis

beschrankt ist

Genauere Betrachtungen der mex-3 und pal-1 homologen Sequenzen zeigten sowohl
gravierende Unterschiede, als auch Gemeinsamkeiten in Bezug auf die fir die Interaktion
essentiellen Sequenzmotive. Bei C. elegans binden die KH Domanen des MEX-3 Proteins an
ein konserviertes Sequenzmotiv, das MRE (MEX-3 Recognition-Element), das in der 3’'UTR
der pal-1 mRNA liegt (Pagano et al., 2009). Um diese fiir die Bindung essentiellen Motive zu
untersuchen wurden sowohl die KH-Domanen der mex-3 homologen, als auch die 3'UTRs

der pal-1 homologen Sequenzen gezielt auf diese Motive untersucht.
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3.6.1 Die KH-Domanen aller analysierten mex-3 Homologe konnen mRNA binden

Die Bindung der KH-Doméane an mRNA erfolgt tiber das konservierte GXXG Motiv (Valverde
et al., 2008). Um festzustellen, ob die KH-Domane der aufgeklarten mex-3 Gene intakt ist,
wurde in den Sequenzen nach dem GXXG Motiv gesucht. Da die Existenz einer Interaktion,
wie sie aus C. elegans bekannt ist, im Blick auf die bisher beschriebenen Ergebnisse eher
unwahrscheinlich ist, war zu erwarten, dass auch die mex-3 KH-Domane einem weniger
hohen Selektionsdruck unterliegt und sich somit hier Mutationen durchsetzen kdnnten, die
eine mRNA Bindung verhindern.

Diese Vermutung konnte nicht bestdtigt werden. Sequenzvergleiche und Analysen der
KH-Domanen zeigten, dass alle bekannten mex-3 Gene ein intaktes GXXG Motiv besitzen,
das innerhalb der Nematoden vollstandig konserviert ist. Alle bekannten MEX-3 Proteine

sollten also die Fahigkeit zur mRNA Bindung besitzen (Abbildung 3-15).

A

C. elegans

PS 1159

A. nanus ;
PS 1146 WG 1wl [l 1 g GO A1y 101 1 gl 0|1 I
B KH | Domane {

€0l CKIKALRAKTNTY IKTPVRGEDPIFVVTGRLEDVNEAKRET
Eiele CKIKALRAKTNTY IKTPVRGEEPVEVVTGRPEDVIEAKKET
MOle CKIKALRAKTSTY IRSPPRGEDPVFLITGRPEDVMEAKRET
e0le CKIKALRAKTNTY IKTPSRNEPPVFKITGRPEDVVEAKRET
€)ole CKTKALRAKTNTY IKTPSRNEPPVFKITGRPEDVVEAKRET

C. elegans ESVEVPTSEHVAET
D. coronatus ESVEVPSSEHVAEI
PS 1159 ESVEVPSSEHVAET
A. nanus EHVEVPSSEHVAET
PS 1146 EHVEVPSSEHVAET

KH I Doméne |

C. elegans TSYVRVPLRVVGLVVEEEATIKRIQQDTHTYIITPSREREPVFEVTGLPHNVERAARKEIE
D. coronatus TEKYVRVPLRVVGLVVESSEATIKRIQQODTHTYIITPSREREPIFEVIGLPHNVEAARKELIG
PsS 1159 TAYVRVPLRVVGL EATIKRIQOQESHTYIVTPSREREPIFEVTIGLPHNVESARREIE
A. nanus TAYVRVPLRVVGL EATIKRIQODTHTYIITPSREREPIFEVTGLPENVASARRETE
PS 1146 TAYVRVPLRVVGLVVEZEEATIKRIQODTHTYIITPSREREPIFEVTGLPENVASARRETIE

Abbildung 3-15: Aminosauresequenzanalyse der mex-3 KH-Domadne in ausgewdhlten Nematoden: A: Der
Aminosauresequenzvergleich der MEX-3 Proteinsequenzen ausgewdhlter Nematoden zeigt, dass in der
KH-Domédne nur sehr wenige Aminosaureaustausche auftreten, wahrend diese im restlichen Protein
zahlreicher sind. (schwarz: identische Nukleinsduren; weill: unterschiedliche Nukleinsduren; -: Gaps).
B: Aminosauresequenzvergleich der mex-3 KH-Domanen. Beide KH-Domédnen besitzen durch die
Konservierung des GXXG Motivs die Fahigkeit zur RNA Bindung.
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Die mex-3 Sequenzanalysen haben gezeigt, dass alle bekannten mex-3 Homologe der
Nematoden zur mRNA Bindung befdhigt sind. Um die potentielle Bindung des MEX-3
Proteins an die pal-1 mRNA zu ermoglichen muss diese in der pal-1 3’UTR die konservierte
Erkennungssequenz MRE besitzen. Im Folgenden wurden die bekannten pal-1 Gene auf die

Existenz des MREs untersucht.

3.6.2 Das MEX-3 Recognition Element in der pal-1 3’"UTR wurde nur bei Vertretern der

Gattung Caenorhabditis gefunden

Die Sequenz des MREs (Pagano et al.,, 2009) besteht aus 2 mal 4 konservierten

Nukleinsauren, zwischen denen 0-8 variable Nukleinsduren liegen (Abbildung 3-16).

DKAGNpgTHTA

Abbildung 3-16: MEX-3 Recognition Element (MRE): Das MRE besteht aus zwei mal vier Aminosauren langen
Motiven, die durch 0-8 variable Nukleinsduren unterbrochen sind. Auch die vier Aminosduren der Motive
tolerieren eine geringe Variabilitat.

Da dieses Sequenzmotiv in sich eine gewisse Variabilitat erlaubt und es zudem im 3’UTR des
pal-1 Gens liegt, der keine konservierten Regionen besitzt und auch in der GréRRe eine sehr
variabel ist, war es nicht moglich die Existenz des MREs in einem Alignment zu untersuchen.
Es wurden alle bekannten pal-1 UTR Sequenzen der Nematoden und zusatzlich die von
Drosophila melanogaster und Tribolium castaneum untersucht. Diese beiden AuRengruppen
wurden hinzugezogen, da bekannt ist, dass mex-3 auch bei T.castaneum eine
entscheidende Rolle in der Regulation des pal-1 Homologs caudal spielt.

Innerhalb der Nematoden konnte das MRE nur innerhalb der Gattung Caenorhabditis
identifiziert werden. Keine andere bekannte pal-1 mRNA besitzt diese Erkennungssequenz
im pal-1 3’UTR. Bei den beiden untersuchten AuRRengruppen konnten MREs identifiziert
werden. In Abbildung 3-17 sind stellvertretend fiir Nematoden und AuBengruppen die pal-1

mMRNAs mit Lage der MREs gezeigt.
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Abbildung 3-17: Schematische Darstellung der Lage der MREs: in C. elegans und T. castaneum sind in der
pal-1 3’"UTR MREs vorhanden, die eine Interaktion mit dem MEX-3 Protein erlauben wiirden.

Wenn die Interaktion zwischen dem MEX-3 Protein und der pal-1 mRNA also, wie bei
C. elegans, ausschlieBlich iber eine Bindung der KH-Domane an das MRE stattfinden kann,
wadre zu erwarten, dass ein pal-1 Gen ohne ein MRE in der 3’"UTR vom MEX-3 Protein nicht
gebunden wird und somit auch keine posttranskriptionale Regulation stattfinden kann. Um
dieses zu belegen sollte die Interaktion zwischen den MRE-freien 3’UTRs der
Panagrolaimiden und dem C. elegans MEX-3 Protein untersucht werden. Um mdglichst
ideale Bedingungen fiir die Bindung zu gewahrleisten und auch die Existenz moglicherweise
unbekannter Interaktionspartner sicherzustellen, sollten diese Versuche in vivo
durchgefiihrt werden. Fir diese Untersuchungen wurden die die pal-1 3’UTRs der drei
Panagrolaimiden PS1159, JU765 und P.superbus ausgewdhlt, da so auch mogliche
Unterschiede, die auf den Fortpflanzungsmodus zuriickzufiihren sein kdnnten, untersucht

werden konnten.

3.7 invivo Funktionstest der Interaktion zwischen dem C. elegans MEX-3

Protein und den pal-1 3’UTRs von PS1159, JU765 und P. superbus

Alle bisher im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchen weisen darauf hin, dass
die fur C. elegans beschriebene Interaktion zwischen dem MEX-3 Protein und der pal-1
mRNA nur innerhalb der Gattung Caenorhabditis existiert. Bei allen anderen untersuchten
Nematoden fihrten Expression- und Sequenzanalysen zu gravierenden Unterschieden im
Vergleich zu C. elegans. Diese Ergebnisse sollten invivo verifiziert werden. Die

Panagrolaimiden wurden ausgewahlt, da hier die pal-1 Sequenzen von drei Vertretern mit
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unterschiedlichen Fortpflanzungsmodi im Rahmen dieser Arbeit aufgeklart wurden und
somit auch mogliche darauf beruhende Unterschiede betrachtet werden konnten. Zudem
besitzt weder PS1159, JU765, noch P. superbus ein MRE, was eine Interaktion mit MEX-3
nach den bisherigen Erkenntnissen (Pagano et al., 2009) unmoglich machen sollte.

Um dies in vivo zu zeigen wurden transgene C. elegans hergestellt, die unter Kontrolle des
C. elegans pal-1 Promotors ein GFP::Histon 2B Fusionsprotein exprimieren, an das zur
Regulation der Translation jeweils ein pal-1 3’UTR der drei Panagrolaimiden kloniert wurde.
Zur Kontrolle wurde der pal-1 3'UTR von C. elegans verwendet. Als Zielplasmid fir die
Klonierung diente pCG 150, das die unc-119 Sequenz tragt und somit bei einer erfolgreichen
Transformation die verwendeten unc-119° Tiere retten kann. In dieses Plasmid wurde
zunachst eine fiir die geplanten Klonierungen konstruierte ,Multiple Cloning Side’ eingefligt.
Diese wurde so gewahlt, dass in hiertber alle zur Insertion geplanten Fragmente in das
Plasmid integriert werden konnten. Im Folgenden wurden Uber Restriktionsschnittstellen
die jeweiligen Fragmente Uber Einzelfragmentligationen in das Plasmid eingebracht. In

Tabelle 3-1 sind die zum Bombardment verwendeten Konstrukte aufgefihrt.

Tabelle 3-1: Verwendete Bombardment Konstrukte

Bezeichnung Insert

pCG new MCS 1 pal-1 Promotor _ GFP::H2B _ C. elegans pal-1 3’'UTR _unc-119

pCG new MCS 4 pal-1 Promotor _ GFP::H2B _ P. superbus pal-1 3’UTR_unc-119

pCG new MCS 6 pal-1 Promotor _ GFP::H2B _ PS1159 pal-1 3’'UTR _unc-119

pCG new MCS 10 pal-1 Promotor _ GFP::H2B _ JU765 pal-1 3’UTR _unc-119

Diese Konstrukte wurden mittels Particle Bombardment in C. elegans unc-119 Mutanten

gebracht.

3.7.1 Selektion der transgenen Tiere

Da die hergestellten Konstrukte zusatzlich ein unc-119 Fragment zu Rettung der Mutation
beinhalten, konnten anschlielend die Transgenen tiber den Phanotyp selektiert werden, da
nur die Nematoden, die einen wildtypischen Phadnotyp =zeigten, das Konstrukt

aufgenommen hatten.
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Uber eine phanotypische Selektion konnten von drei der vier Konstrukte jeweils mehrere
transgene Linien vereinzelt werden. Nach mehreren Generationen zeigte sich, dass stabile
transgene Linien mit den pal-1 3’UTRs von PS1159 und JU765, sowie stabile transgene
Linien der C. elegans pal-1 3'UTR Kontrolltiere hergestellt werden konnten (

Abbildung 3-18). Die Konstrukte, die die pal-1 3’"UTRs von PS1159, JU765 und C. elegans
tragen konnten erfolgreich integriert werden. Das Konstrukt, das die pal-1 3’UTR von

P. superbus trug konnte hingegen nicht erfolgreich integriert werden.
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Abbildung 3-18: Phanotypische Selektion der transgenen Linien: Gezeigt sind unc-119- Tiere und die positiv
auf den wildtypischen Phdnotyp selektierten Tiere. A-C: unc-119- Mutante. Die Adulten Tiere zeigen keine
wildtypische Fortbewegung. Die roten Pfeile zeigen unterschiedlich starke Ausprdagungen des unc-119-
Phanotyps an. In B zeigt der Nematode in der vorderen Korperhilfte eine nahezu normale Bewegung,
wahrend der hintere Korperteil untypisch abgeknickt und starr ist. Der starker ausgepragte Phanotyp in C zeigt
einen Nematoden, der nur den Bereich des Pharynx bewegen kann. D-E: Transgene Tiere die das Konstrukt
pal-1 Promotor_GFP::H2B_C. elegans pal-1 3’"UTR tragen. Alle Tiere zeigen den wildtypischen Phanotyp. G-I:
Transgene Tiere die das Konstrukt pal-1 Promotor_GFP::H2B_Panagrolaimus sp. PS1159 pal-1 3’UTR tragen.
Alle Tiere zeigen den wildtypischen Phanotyp. J-L: Transgene Tiere die das Konstrukt
pal-1 Promotor_GFP::H2B_Panagrolaimus sp. JU765 pal-1 3'UTR tragen. Alle Tiere zeigen den wildtypischen
Phanotyp.
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Im Folgenden wurden die liber den Phanotyp selektierten Tiere zusatzlich tGber Einzelwurm
PCR auf eine Integration des Konstrukts getestet. Hierzu wurden auf dem Konstrukt
liegende Oligonukleotide gewadhlt, die die Region flankieren, die fiir das GFP:H2B
Fusionsprotein codiert (Abbildung 3-19).
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Abbildung 3-19: Agarosegel der PCR Tests der phidnotypisch positiv selektierten transgenen Linien. Die roten
Pfeile zeigen die, Uber PCR positiv getesteten Lienen. In den Plasmid-Spuren wurden die verwendeten
Bombardment Plasmide als PCR Matrize verwendet. Sie dienten als Positivkontrolle. In der Spur unc-119
wurde als Negativkontrolle ein unc-119 Tier verwendet.

Die Uber Phanotypkontrolle und PCR positiv getesteten Tiere wurden zusatzlich mittels
Westernblot auf GFP Expression untersucht. Hierzu wurden die Proteine aus Wurmlysaten
Uber SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend geblottet. Zur Markierung wurde ein anti-GFP
Antikorper (Santa Cruz Biolabs, Santa Cruz, California, USA) und zur Detektion ein
anti-rabbit Alkalische Phosphatase Antikérper (Sigma Aldrich, Steinheim) verwendet
(Abbildung 3-20).
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Abbildung 3-20: Western Blot der Wurmlysate der stabilen transgenen Linien gegen GFP. Das GFP:H2B
Fusionsprotein ist deutlich bei 50 kDa zu erkennen. Die Doppelbande tritt auf, da GFP sich auch in
denaturierenden Gelen zuriickfalten kann (Geertsma et al., 2008)

In der Westernblot Analyse war deutlich zu erkennen, dass das GFP::H2B Fusionsprotein
exprimiert wird. Die auftretende Doppelbande ist dadurch zu erklaren, dass sich das GFP

Protein auch in denaturierenden SDS-PAGE Gelen teilweise zurickfaltet.

3.7.2 Die GFP-Expression der Transgene liegt unter der mikroskopischen

Nachweisgrenze

Eine im Folgenden durchgefiihrte mikroskopische Betrachtung der Embryonen dieser Linien
zeigte keine GFP Expression. Fluoreszenz war ausschlieBlich im Darm zu erkennen, die auf
Autofluoreszenz der Darmgranula zuriickzufiihren war. Da jedoch vorher sowohl {iber PCR
die Aufnahme des Plasmids und lGber Westernblot die Expression von GFP nachgewiesen
wurde, muss die GFP Expression zu schwach gewesen sein, um sie mikroskopisch zu

detektieren (Abbildung 3-21).
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Abbildung 3-21: Mikroskopische Analyse der stabilen transgenen Linien: Keines der drei erfolgreich
integrierten Konstrukte (C. elegans pal-13’UTR, PS1159 pal-13’UTR, JU765 pal-1 3’UTR) zeigte eine
GFP- Expression. Als Negativkontrolle ist ein N2 Wildtyp gezeigt. Der rote Pfeil zeigt auf den Ubergang
zwischen Pharynx und Darm. Im Darm ist deutlich die Autofluoreszenz der Darmgranula erkennbar.

Um die GFP-Expression zu verstarken und so sichtbar zu machen wurden im Folgenden RNAI

Experimente mit den Transgenen durchgefiihrt.
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3.7.3 Mex-3 RNAi mit Transgenen soll zu einer verstarkten GFP Expression fiihren

Die Transgenen wurden mit E. coli HT115 RNAI Fiitterbakterien (Klon I-1A23), aus der RNAI
Futterbibliothek (Kamath et al. 2003; Fraser et al. 2000), gefiittert um einen mex-3"NA)
Phanotyp zu erhalten. Dies fiihrt bei C. elegans dazu, dass PAL-1 in einem groRen Teil des
posterioren Embryos exprimiert wird und die Expression nicht ausschlieflich auf die C- und
D-Zelllinie beschrankt ist. Da GFP in den Transgenen unter der Kontrolle des pal-1
Promotors und des pal-13’UTRs exprimiert wird, war zu erwarten, dass es dasselbe
Expressionsmuster zeigt wie das PAL-1 Protein.

Es wurden mex-3 RNAIi Kulturen von allen stabilen transgenen Linien angesetzt. 90% der
Embryonen der F1 Generation zeigten den erwarteten mex-3™~) Phinotyp (Daten nicht
gezeigt). Eine GFP Expression konnte in der anschlieRenden mikroskopischen Analyse

dennoch nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

3.8 Das C. elegans mex-3 [ pal-1 Netzwerk ist offenbar auf die Gattung

Caenorhabditis beschrankt

Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen mRNA und Protein Expressionsmuster von mex-3 /
pal-1 weisen stark darauf hin, dass die bei C. elegans essentielle Interaktion zwischen dem
MEX-3 Protein und der pal-1 mRNA eine evolutiondre Errungenschaft von C. elegans, oder
moglicherweise der Gattung Caenorhabditis ist. Um diese Frage nach der Rolle von mex-3
und pal-1 in der frihen Embryonalentwicklung weiter aufzuklaren, wurde die Existenz von
Genen die bei C. elegans mit mex-3 und/oder pal-1 interagieren (Abbildung 3-22) in
ausgewahlten Spezies der Nematoda, deren Genomdaten verfligbar waren, untersucht.
Ausgewadhlt wurden die im Rahmen der Arbeit bearbeiteten Nematoden PS1159, JU765,
(Genomdaten von Philipp Schiffer, Universitdt zu Koln) A. nanus (Genomdaten von ltai
Yanai, Technion Haifa, Israel), und D. coronatus (Genomdaten von Yuji Kohara, NIG,
Mishima, Japan), sowie C. elegans (The C. elegans Sequencing Consortium, 1998), T. spiralis

(Mitreva et al., 2011), deren Genomsequenzen (ber die NCBI Datenbank zuganglich sind
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und R. culicivorax (Genomdaten AG Schierenberg, Universitdat zu Koln). Hierbei wurden
neben den bisher bearbeiteten Nematoden PS1159, JU765, D. coronatus, A. nanus und

C. elegans, auch T. spiralis und R. culicivorax als basalere Vertreter betrachtet.

Abbildung 3-22: MEX-3 Proteinnetzwer in C. elegans: MEX-3 Interaktionen in C. elegans. mex-3 und pal-1 sind
griin eingefirbt. Die Linien verbinden die Interaktionspartner. (verdndert nach: http://www.wormbase.org/
species/c_elegans/gene/WBGene00003229?query=mex-3#04-9e8-10)

Uber Sequenzvergleiche mit Hilfe des Blastx Algorithmus wurde getestet, ob die
untersuchten Nematoden Homologe der fiir den Screen ausgewdhlten Gene besitzen. Die
Ergebnisse zeigten deutlich, dass das aus C. elegans bekannte Netzwerk unmodglich
universell fur alle Nematoden gelten kann, da auch bei phylogenetisch sehr nah verwandten
Arten, wie z.B. D. coronatus Homologe entscheidender C. elegans Interaktionspartner von
mex-3 und pal-1 fehlen. So konnte in keinem der untersuchten Nematoden ein Homolog

des mex-5 oder mex-6 Gens nachgewiesen werden, das bei C. elegans fiir die korrekte
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Lokalisation des mex-3 Gens zwingend notwendig ist (siehe 1.5). Bei PS1159 und JU765
konnte neben mex-5 und mex-6 konnte auch kein Homolog von spn-4 gefunden werden,
was bei C. elegans eine korrekte mex-3 Expression ganzlich unmdglich machen wiirde.
R. culicivorax, einem Vertreter von Clade 2, fehlt {(iberhaupt ein GroRteil der
interagierenden Gene. Besonders auffdllig ist zudem das Fehlen des mex-3 Gens bei
T. spiralis (Clade 2). Hier muss die Regulation der pal-1 Expression von anderen Regulatoren
Ubernommen worden sein, da sogar der bei C elegans essentielle direkte
Interaktionspartner mex-3 fehlt (Abbildung 3-23).

Insgesamt zeigt die Analyse des C. elegans mex-3/pal-1 Netzwerks ein zu erwartendes
Ergebnis. Aufgrund der gezeigten gravierenden Unterschiede in der mex-3 und pal-1 mRNA
und Protein Lokalisation innerhalb der Nematoden (Abbildung 1-5,Abbildung 3-1, Abbildung
3-8, Abbildung 3-10) missen andere molekulare Prozesse der frilhen embryonalen

Musterbildung entlang der anterior-posterioren Achse zu Grunde liegen.
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Abbildung 3-23: MEX-3 Protein Netzwerk in Nemtoden verschiedener Claden: Gezeigt sind die existierenden
Homologen verschiedener basaler und abgeleiteter Nematoden. In den untersuchten Nematoden existierende
MEX-3 Interaktionspartner sind dunkel, bzw. griin (pal-1 und mex-3) eingefarbt. Interaktionspartner, fur die
keine Homologe gefunden werden konnten sind weill eingefarbt. In C. elegans existieren gld-1 und sein
Homolog asd-2. In allen hier untersuchten Nematoden konnte aber nur ein asd-2 Homolog gefunden werden
(A-D, rot). T. spiralis besitzt kein mex-3 Homolog (D). (verdndert nach: http://www.wormbase.org/
species/c_elegans/gene/WBGene00003229?query=mex-3#04-9e8-10)
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnten grundlegende Unterschiede in der embryonalen
Expression und Lokalisation der entwicklungsrelevanten Gene mex-3 und pal-1, aufgedeckt
werden. Sowohl fur die mRNA, als auch die Protein Expressionsdomanen unterschieden sich
innerhalb der Nematoden deutlich voneinander. Es wurde, wie auch in friiheren Arbeiten
(Schulze & Schierenberg 2011) deutlich, dass der Modellorganismus C. elegans nicht als
phylumweites Modell fiir die Entwicklung von Nematoden gesehen werden kann. Wichtige
molekulare Interaktionen zwischen mex-3 und pal-1, die in C. elegans fiir eine korrekte
anterior-posteriore Musterbildung essentiell sind (Huang et al., 2002), zeigen sogar bei
phylogenetisch sehr nahen Verwandten, wie D. coronatus, deutliche Unterschiede. Diese
Abweichungen vom C. elegans-Muster beziehen sich zum einen auf die raumliche und
zeitliche Expression der Gene, sowie teilweise auch auf deren Existenz. Die gefundenen
deutlich Unterschiede sowohl auf zellularer, als auch auf molekularer Ebene fiihren zum
selben Ergebnis, einem fadenformigen Wurm, der selbst fiir den mit Nematoden vertrauten
Betrachter keine starken morphologischen Unterschiede zeigt. Diese Gleichartigkeit steht

im Uberraschenden Kontrast zu der zugrunde liegenden molekularen Maschinerie

4.1 mex-3 Homologe zeigen eine starke Konservierung der funktionalen
KH-Domdne aber gravierende Unterschiede in Genaufbau und

Expression

Die von mir durchgefiihrten Sequenzvergleiche der mex-3 Homologe bei verschiedenen
Nematoden zeigten, dass bei allen untersuchten Spezies die KH-Domanen hoch konserviert
sind. Die hier annahernd 100%ige Identitdt der Aminosduresequenz legt den Schluss nahe,
dass auch die Funktion der mex-3 Homologe, also die Bindung von RNA, innerhalb der

Nematoden konserviert sein sollte. Das filir die Bindung entscheidende GXXG Motiv konnte
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in allen Nematoden in beiden KH-Domadnen nachgewiesen werden, was diese These
zunachst verstarkt (Abbildung 3-15).

Die Analyse des Genaufbaus, also die Exon/Intron Verteilung in der genomischen Sequenz
der mex-3 Gene gab einen ersten Hinweis auf bestehende Unterschiede, die sich auch auf
die Funktion auswirken konnten. Die Exonzahl zeigt in den untersuchten Nematoden
keinerlei Gemeinsamkeiten. Weder innerhalb einer Clade, noch innerhalb der
Caenorhabditis-Vertreter konnten deutliche Ubereinstimmungen in der Struktur des
Genaufbaus gefunden werden. Lange und Anzahl der Exons und Introns sind hoch variabel

(Abbildung 3-14).

Die Analyse der Expressionsdomdnen des mex-3 Gens sowohl auf mRNA-, als auch auf
Proteinebene verstarkten diese Hinweise auf eine evolutiondr veranderte Funktion des
mex-3 Gens innerhalb der Nematoden. Erkenntnisse aus friheren Arbeiten hatten bereits
gezeigt, dass die mex-3 mRNA Expression in A. nanus und D. coronatus stark von der der aus
C.elegans bekannten abweicht (M. Kroiher, pers. Mitteilung). Die mRNA
Expressionsanalysen im Cephalobiden PS1146 und den Panagrolaimiden PS1159, JU765 und
P. superbus zeigten, dass die Expressionsmuster der mex-3 mRNA in Nematoden deutlich
variabler sind als erwartet. Die drei Panagrolaimiden zeigen zwar ein einheitliches
Expressionsmuster, das sich jedoch deutlich von den bisher bekannten unterscheidet
(Abbildung 3-10). Innerhalb der Cephalobiden hingegen war kein einheitliches
Expressionsmuster zu finden (Abbildung 3-8). Diese innerhalb der Nematoden hoch
variablen Expressionsmuster weisen stark darauf hin, dass sich die Funktion des mex-3 Gens
im Zuge der Evolution verandert haben muss. Eine friihe posteriore mex-3 Expression, wie
z. B. bei D. coronatus gefunden (Abbildung 3-1) macht die aus C. elegans bekannte Funktion
des mex-3 Gens, namlich die anteriore pal-1 Inhibition (Huang et al., 2002) unmdglich.

Diese konnten durch die Aufklarung der Verteilung des MEX-3 Proteins in PS1159 noch
starker verdeutlicht werden. Hier ist dieses ausschlieRlich in den posterioren Zellen
lokalisiert (Abbildung 3-12), in denen es in C. elegans in der friihen Embryogenese nie zu
finden ist. Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die friihe Interaktion von mex-3 und

pal-1 eine evolutiondre Errungenschaft ist, die sich bei den hier untersuchten Spezies nur
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bei C. elegans findet. Inwieweit auch in anderen Caenorhabditis Vertretern zu finden ist,

muss in weiteren Studien an anderen Vertretern dieser Gattung geklart werden.

4.2 pal-1 mRNA kann nur in Caenorhabditis-Vertretern vom MEX-3 Protein

erkannt und gebunden werden

Die in der Analyse des mex-3 Gens auf Sequenz- und Expressionsebene gefundenen
Unterschiede innerhalb der Nematoden spiegeln sich auch in der Analyse des pal-1 Gens
wieder. Die hier vorhandenen prominenten Unterschiede in der Sequenz der 3’UTR lassen
die Aussage zu, dass eine mex-3/pal-1 Interaktion, wie sie aus C. elegans bekannt ist, in
allen anderen untersuchten Nematoden nicht stattfinden kann, denn diesen fehlt das, fir
die Bindung des MEX-3 Proteins essentielle (Pagano et al., 2009), MEX-3 Recognition
Element (MRE) in der 3’UTR der pal-1 mRNA (Abbildung 3-17). Aus der Literatur ist bekannt,
dass die Bindung des MEX-3 Proteins an die pal-1 mRNA nur dann stattfindet, wenn in der
3’UTR das MRE vorhanden ist (Pagano et al., 2009). Demnach ist eine Interaktion der beiden
Gene ohne das MRE nicht moglich und die korrekte Lokalisierung der pal-1 mRNA muss
anders bewerkstelligt werden. Hier kdnnte ein anderes Mitglied aus der Familie der mRNA
bindenden KH-Doméanen Proteine (Siomi et al., 1993) die Rolle von mex-3 Gbernommen
haben. Fir C. elegans wurde beschrieben, dass gld-1 im distalen Bereich der Gonade fiir die
Regulation von pal-1 verantwortlich ist (Mootz et al., 2004). gld-1 gehort wie mex-3 zu den
KH-Domanen Proteinen und besitzt somit die Fahigkeit zur RNA Bindung (Vernet & Karen,
1997). Das GLD-1 Protein bindet in der distalen Keimbahn an die 3’"UTR der pal-1 mRNA und
verhindert so die Expression des PAL-1 Proteins in den Keimzellen der distalen Gonade
(Mootz et al. 2004). In C. elegans existiert neben GLD-1 ein weiterer Vertreter der Familie
der KH-Domanen Proteine, ASD-2. Die beiden Gene sind Homologe, die wahrscheinlich aus
einer Duplikation hervorgegangen sind (Carmel et al., 2010). Bei allen von mir hier
untersuchten Nematoden konnte nur asd-2, aber nicht gld-1, nachgewiesen werden.
Moglicherweise Ubernimmt asd-2 hier zum einen die Funktion von C. elegans gld-1 und

zusatzlich die von mex-3 in Bezug auf die Bindung und daraus resultierende Regulation von
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pal-1. Um dieses zu zeigen miussten in vitro Bindungsassays durchgefiihrt werden mit dem

Ziel eine mogliche Bindung des ASD-2 Proteins an die pal-1 mRNA zu Uberprifen.

Unerwartet ist die Existenz des MEX-3 Recognition Elements im caudal (cad) Gen (pal-1
Homolog) der Fruchtfliege  Drosophila melanogaster. Fir den  Reismehlkafer
Tribolium castaneum wurde gezeigt, dass ahnlich wie in C. elegans das MEX-3 Protein die
cad mRNA bindet und diese negativ reguliert (Schoppmeier et al., 2009). Die Existenz des
MREs in T. castaneum weist darauf hin, dass diese Interaktion Ahnlichkeiten mit der aus
C. elegans bekannten zeigt. Die Aufgabe des MREs in D. melanogaster ist hingegen unklar,
da hier weder in der Datenbank (NCBI), noch lGber Genomanalysen ein mex-3 Homolog
gefunden werden konnte. In D. melanogaster wird die cad Regulation in der
Embryonalentwicklung vollstiandig von bicoid Gbernommen (Niessing et al., 2002). Die
regulatorische Interaktion zwischen cad und bicoid in D. melanogaster zeigt, dass im
Tierreich auch andere Mechanismen zur Regulation pal-1 homologer Gene entstanden sind.
Dies ist ein Hinweis auf eine moglicherweise ahnlich massive Verdanderung der pal-1

Regulation in Nematoden, die nicht der Gattung Caenorhabditis angehoéren.

4.3 Die Expressionsmuster von mex-3 und pal-1 weisen auf eine zeitliche

Transformation der Interaktion von pal-1 mRNA und MEX-3 Protein hin

Die von mir durchgefiihrten mRNA Expressionsanalysen, sowohl von mex-3 als auch von
pal-1, zeigten massive Unterschiede im Vergleich zu C. elegans (Abbildung 1-4, Abbildung
3-1, Abbildung 3-8, Abbildung 3-10). Um die Betrachtung der Expressionsmuster zu
vereinfachen werden diese im Folgenden getrennt diskutiert. Phase 1 umfasst die
Expressionsdomane, die zeitlich mit der in C. elegans gefundenen zusammenfallt. Phase 2
beinhaltet die deutlich spater in der Embryonalentwicklung auftretenden
Expressionsdomanen, die in C. elegans nicht existieren (Abbildung 1-4, Abbildung 3-1,

Abbildung 3-8, Abbildung 3-10).
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- Phase 1 (friihe Expressionsdoménen bis zum 4-Zellstadium)

Wahrend der ersten Zellteilungen bis zum 4-Zellstadium ist bei C. elegans die korrekte
Lokalisation der mex-3 und pal-1 Genprodukte unbedingt notwendig. Fehlerhafte, oder
fehlende Expressionen fiihren hier zu letalen Phanotypen (Baugh et al., 2005; Edgar et al.,
2001). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass diese, aus C. elegans bekannten
Expressionsmuster (Abbildung 1-4) nicht auf alle Nematoden Ubertragen werden kénnen.
Innerhalb der Panagrolaimiden sind deutliche Unterschiede der pal-1 Expression im
Vergleich zu C. elegans zu finden. Bei PS1159, JU765 und P. superbus ist die pal-1 mRNA in
frihen Stadien gleichmafig im Embryo verteilt (Abbildung 3-10). Dies lasst den Schluss zu,
dass eine friihe Regulation der pal-1 mRNA bei den Panagrolaimiden fehlt. Ob die
Regulation von pal-1 Uber Translationskontrolle erfolgt, das PAL-1 Protein also
moglicherweise im Embryo eine ungleichmaRige Verteilung zeigt, konnte zukiinftig mit Hilfe
von spezifischen Antikérpern gepriift werden.

Das mex-3 mRNA Expressionsmuster der Panagrolaimiden gleicht in friihen Stadien dem der
pal-1 mRNA. Beide sind im gesamten Embryo nachzuweisen. Die Analyse der MEX-3
Proteinverteilung in PS1159 zeigte eine zur mRNA Lokalisation identische Proteinverteilung
bis zum 4-Zellstadium (Abbildung 3-12). Dies untermauert die These einer veranderten pal-1
Regulation in PS1159, da in der friihen Expressionsdomane (bis zum 4-Zellstadium) die pal-1
MRNA in den identischen Zellen wie das MEX-3 Protein lokalisiert ist (Abbildung 3-10,
Abbildung 3-12).

Die friihe pal-1 Expression in D. coronatus unterscheidet sich rdumlich und zeitlich nicht von
der in C. elegans. In beiden Nematoden ist die pal-1 mRNA in P2 und EMS lokalisiert
(Abbildung 1-4,Abbildung 3-1). Hier waren also keine Unterschiede festzustellen.
Erstaunlicherweise zeigte sich jedoch ein gravierender Unterschied in der Verteilung der
mex-3 mRNA. Diese ist in D. coronatus in den frihen Stadien in exakt denselben Zellen zu
finden wie die pal-1 mRNA. In C. elegans ware eine solche Kolokalisation letal, da das MEX-3
Protein an die pal-1 mRNA bindet und deren Abbau initiiert. Die deckungsgleichen
Expressionsdomanen bei D. coronatus zeigen deutlich, dass zum einen eine Interaktion
zwischen mex-3 und pal-1 nicht wie in C. elegans stattfinden kann und zum anderen pal-1
einen anderen Regulator als das MEX-3 Protein besitzen muss, durch den die pa/-1 mRNA

gezielt im Embryo lokalisiert wird.

79



- Phase 2 (spate Expressionsdomanen)
Alle untersuchten Nematoden, die nicht zur Gattung Caenorhabditis zahlen, zeigten sowohl
zeitlich, als auch raumlich ein deutlich ausgedehntes Expressionsmuster. Die mex-3
Expression bleibt bei allen Spezies auler bei C. elegans durchgehend in der Keimbahn
nachweisbar (Abbildung 1-5,Abbildung 3-8, Abbildung 3-10). Bei D. coronatus ist die mex-3
mRNA auf die P-Zelllinie und schwach auf die jeweiligen Schwesterzellen beschrankt. Zu
Beginn der Morphogenese tritt neben der aufrechterhaltenen Expression in der Keimbahn
eine weitere mex-3 Expressionsdomane im anterioren Embryo auf die bei C. elegans vollig
fehlt (Abbildung 1-5). Ein zu D. coronatus identisches mex-3 Expressionsmuster ist auch in
A. nanus zu finden (Abbildung 3-8), was ein weiteres Indiz fiir die C. elegans Besonderheit
des C. elegans mex-3 / pal-1 Netzwerks ist. Auch das pal-1 Gen zeigt in D. coronatus eine
ahnlich veranderte Expressionsdomane wie zuvor schon fiir mex-3 beschrieben. Hier kommt
es zu Beginn der Morphogenese zur Ausbildung einer pal-1 Expressionsdomane im
posterioren Embryo (Abbildung 3-1). Diese spaten Expressionsdomanen von mex-3
(anterior) und pal-1 (posterior) schlieen sich gegenseitig aus (Abbildung 3-2), was ein
Hinweis darauf sein konnte, dass die friihen Expressionsdomanen, die in C. elegans fir die
posteriore pal-1 Lokalisation, durch Interaktion mit mex-3, verantwortlich sind, in
D. coronatus zeitlich nach hinten geschoben wurden. Dies kénnte ein Indiz fiir eine spatere,
ortsabhangige Schicksalsfestlegung der AB Zellen sein, wie sie auch fiir den Nematoden
Plectus sambesii beschrieben wurde (Schulze et al. 2012). Diese These wird auch durch die
in den Panagrolaimiden gefundenen mRNA-Expressionsmuster gestarkt. Auch hier findet
man in allen drei untersuchten Spezies spate anteriore mex-3 und posteriore pal-1
Expressionsdomanen. Diese zeigen zwar Unterschiede in der Ausdehnung, die sich bei
PS1159 und P. superbus jeweils auf einen hufeisenférmigen Bereich am dufleren Rand des
Embryos beschrankt (Abbildung 3-10), sonst aber raumlich und auch zeitlich mit denen von
D. coronatus vergleichbar sind. Ein auffdlliger Unterschied zwischen den Panagrolaimiden
und D. coronatus ist jedoch die nicht vorhandene Expression von mex-3 und pal-1 in der
Keimbahn der untersuchten Panagrolaimiden. Diese kdnnte allerdings sehr schwach, und
dadurch nicht detektierbar, vorhanden sein, da in immunhistochemischen Farbungen

gezeigt wurde, dass das MEX-3 Protein in PS1159 auch in der Keimbahn lokalisiert ist.
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DISKUSSION

Die Unterschiede zwischen der mex-3 mRNA- und Proteinverteilung in PS1159 wahrend der
Embryonalentwicklung geben einen sicheren Hinweis darauf, dass dessen Expression in
PS1159 (iber Translationskontrolle erfolgt. Dies ist ein weiterer entscheidender Unterschied
im Vergleich der frihen Genregulation in Nematoden. Bei C. elegans findet die Lokalisation
vom MEX-3 Protein in AB und deren Tochterzellen ABa und ABp schon deutlich friih statt,
da in den AB Zellen durch die Bindung von MEX-5 und MEX-6 der in der P1 Zelle
stattfindende Abbau durch SPN-4 verhindert wird. Die Unterschiede, die in PS1159
gefunden wurden, kénnten auch auf dem Fehlen der beiden mex-3 Regulatoren mex-5 und
mex-6 (Abbildung 3-23) begriindet sein. Hierauf wird in Abschnitt 4.4 genauer eingegangen.
Alle Expressionsstudien der Genprodukte von mex-3 und pal-1 weisen darauf hin, dass die
frihe gegensatzliche mex-3/pal-1 mRNA Lokalisation eine evolutionare Errungenschaft von
C. elegans und moglicherweise anderer Caenorhabditis Vertreter ist (Tabelle 4-1). Die spate
Expressionsdomane von pal-1 (posterior) und mex-3 mRNA (anterior) hingegen scheint die
in anderen Nematoden verbreitete und deshalb moglicherweise urspriinglichere Verteilung

zu zeigen (Tabelle 4-2).

Tabelle 4-1: mRNA Expressionsdomanen von mex-3 und pal-1 im 4-Zellstadium: Bei C. elegans ist eindeutig
die sich gegenseitig ausschliefRende Expression der mex-3 und pal-1 mRNA im 4-Zellstadium zu erkennen. Bei
D. coronatus sind beide mRNAs in EMS und P2 lokalisiert. Alle drei untersuchten Panagrolaimiden zeigen im
4-Zellstadium eine gleichméaRige Verteilung der mex-3 und pal-1 mRNA. (Die Lokalisation der pal-1 mRNA
wurde in den Cephalobiden noch nicht untersucht)

C. elegans | D. coronatus | A. nanus | PS1146 | PS1159 | JU765 P. superbus

mex-3 6 ° ee (0

pal-1 dﬂ 0 e@ o o
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Tabelle 4-2: mRNA Expressionsdomdnen von mex-3 und pal-1 zu Beginn der Morphogenese: Eine spate
Expressionsdomane zu Beginn der Morphogenese fehlt in C. elegans. In allen anderen untersuchten
Nematoden ist zu diesem Zeitpunkt eine anteriore Lokalisationsdoméne der mex-3 mRNA nachweisebar (rot).
Die GroRe dieser Expressionsdomane variiert zwischen einer hufeisenférmigen Lokalisation am Rand des
Embryos bei den Panagrolaimiden, bis zu einer nahezu kompletten Ausdehnung Gber die anteriore (mex-3),
bzw. posteriore (pal-1) Hélfte des Embryos bei D. coronatus und A. nanus. (Die Lokalisation der pal-1 mRNA
wurde in den Cephalobiden noch nicht untersucht)

C. elegans | D. coronatus | A. nanus | PS1146 | PS1159 | JU765 P. superbus

mex-3

O O

SN D OO O

4.4 Das C. elegans mex-3/pal-1 Netzwerk ist in Nematoden evolutionar

nicht konserviert

Die in Bezug auf das C. elegans mex-3/pal-1 Netzwerk durchgefiihrte Genomanalyse zeigte
deutlich gravierende Unterschiede zwischen den untersuchten Spezies. Einige der fir
C. elegans entscheidenden Interaktionspartner konnten sowohl in phylogenetisch nah
verwandten, als auch in basaleren Nematoden, wie R. culicivorax und T. spiralis, nicht
gefunden werden (Abbildung 3-22, Abbildung 3-23).

Besonders auffdllig ist hierbei die vollige Abwesenheit von mex-5 und mex-6, die auf
D. coronatus und A. nanus beschrankte Existenz von spn-4. Diese Unterschiede innerhalb
der Nematoden in Bezug auf das Vorhandensein oder Fehlen von Genen des bei C. elegans
essentiellen mex-3/pal-1 Netzwerks weist stark darauf hin, dass dies eine spate evolutive

Errungenschaft von C. elegans und moglicherweise auch seiner nachsten Verwandten ist.
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DISKUSSION

mex-5 und mex-6 spielen bei C. elegans eine essentielle Rolle in der Lokalisation von mex-3
im friihen Embryo. Beide Gene werden in der AB Zelle exprimiert und verhindern dort den
Abbau von mex-3 durch par-4 und spn-4 (Huang et al., 2002).

In D. coronatus und A. nanus konnten Homologe des spn-4 und par-4 Gens gefunden
werden, was die posteriore Lokalisation von mex-3 erkldaren kénnte. Die in C. elegans
entscheidenden positiven Regulatoren fiir eine anteriore mex-3 Lokalisation mex-5 und
mex-6 fehlen bei beiden Nematoden. Somit kann mex-3 hier im anterioren Embryo nicht vor
dem, fiir C. elegans beschriebenen, par-4 und spn-4 abhdngigen Abbau geschiitzt werden
(Huang et al., 2002) und wird so posterior lokalisiert.

In den Panagrolaimiden JU765 und PS1159 fehlt neben mex-5 und mex-6 auch ein spn-4
Homolog. Somit ist ein Abbau von mex-3 in den anterioren Zellen wie er bei D. coronatus
und A. nanus stattfinden konnte, hier nicht moglich. Dies kdonnte die dort gefundene

gleichmaRige Verteilung der mex-3 mRNA bewirken.

Ein weiterer bedeutender Unterschied ist das Fehlen von gld-1, das in C. elegans ebenfalls
mit der pal-1 mRNA interagiert (Mootz et al. 2004). Dessen mogliche Funktion, bzw. die
Funktion seines Homologs asd-2 in der Embryonalentwicklung von Nematoden, die nicht zur
Gattung Caenorhabditis zahlen, soll im Folgenden genauer betrachtet werden.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Interaktion zwischen der pal-1 mRNA und dem MEX-3
Protein aufgrund des fehlenden MREs in allen untersuchten Nematoden, aulRer C. elegans,
nicht stattfinden kann. Daher stellt sich die entscheidende Frage, wie die gezielte posteriore
Lokalisierung der pal-1 mRNA bewerkstelligt werden kann. Diese posteriore pal-1
Lokalisation wurde sowohl, vergleichbar zu C. elegans in der friihen Embryogenese
(D. coronatus), als auch in der bei allen untersuchten Nematoden (auller C. elegans)
auftretenden spéateren posterioren Expressionsdoméane (D. coronatus, A. nanus, JU765,
PS1159 und P. superbus) nachgewiesen. Von C. elegans ist bekannt, dass in der Gonade das
GLD-1 Protein die pal-1 mRNA negativ reguliert und fir deren korrekte Lokalisation sorgt.
Diese Interaktion erfolgt dhnlich wie die mex-3 / pal-1 Interaktion Uiber eine Bindung des
GLD-1 Proteins an die 3’UTR der pal-1 mRNA. Das GLD-1 Protein gehort zu den KH-Domanen
Proteinen und besitzt in C. elegans ein Homolog, ASD-2. Aus der Literatur ist bekannt, dass

ASD-2 und GLD-1 in C. elegans dieselbe mRNA Sequenz binden (Carmel et al., 2010). Dies
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resultiert wahrscheinlich aus deren Entstehung durch ein Duplikation von GLD-1 (Carmel et
al., 2010).

Da in den Genomanalysen der in dieser Arbeit untersuchten Nematoden immer nur ein
asd-2, jedoch nie ein gld-1 Homolog gefunden wurde, weist dies moglicherweise darauf hin,
dass asd-2 das urspriinglichere Gen ist, aus dessen Duplikation in C. elegans gld-1
entstanden ist.

ASD-2 konnte in den untersuchten Nematoden, sowohl die Rolle von GLD-1 als pal-1 mRNA
Regulator in der Keimbahn (ibernehmen, und diese Aufgabe auch im Embryo fortfiihren.
Hier konnte es dann MEX-3 als Regulator der pal-1 mRNA wadhrend der
Embryonalentwicklung ersetzen. Eine Interaktion des ASD-2 Proteins mit der pal-1 mRNA
wadre moglich, da gezeigt wurde, dass ASD-2 und GLD-1 eine identische hexamere Sequenz
binden kénnen (Carmel et al., 2010) und die Interaktion von GLD-1 mit der pal-1 mRNA in

C. elegans beschrieben wurde (Mootz et al. 2004).

4.5 Modelle der mex-3 Regulation in D. coronatus, A. nanus, PS1159 und

JU765

Im Folgenden werden flr die oben beschriebenen moglicherweise veranderten
Interaktionen zwei potentielle Regulationsmodelle nebeneinander gestellt, die die
gefundenen mex-3 Expressionsmuster (Abbildung 3-1, Abbildung 3-8, Abbildung 3-10)
erklaren kdnnten. Hierbei muss die mogliche Regulation bei den Panagrolaimiden getrennt
von der in D. coronatus und A. nanus betrachtet werden. Das in C. elegans fir den Abbau
von mex-3 in EMS und P2 verantwortliche spn-4 konnte in den Panagrolaimiden nicht
nachgewiesen werden. D. coronatus und A. nanus besitzen jeweils ein spn-4 Homolog

(Abbildung 3-23).
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DISKUSSION

D. coronatus
A. nanus

A C. elegans B

mex-5/6 mex¢5/6

\/PW"’ \/par—4
/ spn-4 / spn-4

C PS1159
JU765

mexy5/6

\/par-4
/ SpH-4

mex-3

mex-3 d

Abbildung 4-1: Modelle zur Regulation der mex-3 Lokalisation in Nematoden: A: Modell der mex-3
Lokalisation bei C. elegans B: Modell mex-3 Regulation in D. coronatus und A. nanus. mex-5 und mex-6
konnten in diesen Spezies nicht nachgewiesen werden. C: Modell der mex-3 Regulation in den
Panagrolaimiden. Hier fehlt neben mex-5 und mex-6 auch der negative Regulator spn-4.

Ein Modell der Regulation von pal-1 kann nicht erstellt werden, da die durch mex-3 Initiierte
pal-1 Regulation eine evolutive Neuerung von C. elegans und moglicherweise seinen
nachsten Verwandten zu sein scheint. Weiterfihrende Untersuchungen des mRNA
bindenden ASD-2 Proteins kdnnten mdéglicherweise ein erstes Indiz zur Regulation von pal-1

in Nematoden, die nicht zur Gattung Caenorhabditis gehoren, liefern (Kapitel 4.4).

4.6 Zur Uberpriffung der Modelle sind weitere Untersuchungen des

C. elegans Netzwerks in vivo und in vitro notwendig

Um die moglichen Interaktionen besser zu verstehen miissen weitere Experimente
durchgefihrt werden. Es ist unerlasslich die Expressionsmuster weiterer Gene des

C. elegans mex-3/pal-1 Netzwerks und moglichen Interaktionen zwischen diesen Genen des
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bei anderen Nematoden aufzukldaren um die Funktion von mex-3 und pal-1 in diesen Spezies

zu verstehen.

Erste weiterflihrende Untersuchungen wurden im Rahmen dieser Arbeit begonnen. Um die
Bedeutung des MREs in der pal-1 3’"UTR zu Uberpriifen wurde eine Interaktion zwischen den
3’UTRs der Panagrolaimiden, die kein MRE besitzen und dem C. elegans MEX-3 Protein
invivo in C. elegans untersucht (Kapitel 3.7). Die hierzu hergestellten transgenen Tiere
sollten das GFP Protein als Reporter unter der Kontrolle von C. elegans pal-1 Promotor und
Panagrolaimus pal-1 3’UTR exprimieren. Die Lokalisation des Reportergens GFP im
4-Zellstadium sollte Aufschluss darliber geben, ob das C. elegans MEX-3 Protein in der Lage
ist die Panagrolaimus pal-1 3’'UTR trotz fehlendem MRE zu erkennen und zu binden und
somit deren Abbau zu initiieren. Da das MEX-3 Protein nur in den anterioren Zellen
vorhanden ist, sollte, im Falle einer erfolgreichen Bindung und einem daraus resultierenden
Abbau der mRNA, in diesen keine GFP-Fluoreszenz nachzuweisen sein. Unter
Berlicksichtigung der bisherigen Ergebnisse der Sequenz- und Expressionsanalysen ware
jedoch keine Bindung zu erwarten, was eine GFP-Fluoreszenz in allen Zellen des
4-Zellstadiums zur Folge hatte.

Trotz erfolgreicher Herstellung stabiler transgener Linien und existierender GFP-Expression
(Kapitel 3.7.1) konnte in der mikroskopischen Betrachtung keine GFP induzierte Fluoreszenz
nachgewiesen werden. Da das GFP-Protein jedoch nachweislich exprimiert wurde
(Abbildung 3-20) soll in folgenden zukiinftigen Untersuchungen das Signal (iber einen

anti-GFP Antikorper verstarkt werden.

Zum Verstandnis der mex-3/pal-1 Interaktion innerhalb der Nematoden ist es wichtig
weitere, in C. elegans essentielle, Komponenten des Netzwerks zu untersuchen. Zunachst ist
die Aufklarung der pal-1 Expression in den Cephalobiden von groflem Interesse. Da die
Sequenz des A. nanus pal-1 Homologs aufgeklart wurde (Kapitel 3.3) kann Gber in situ
Hybridisierungen dessen Expressionsmuster untersucht werden.

Des Weiteren sind die Expressionsmuster der Gene spn-4 und par-4 von groflem Interesse.

Diese spielen gemeinsam mit mex-5 und mex-6 eine entscheidende Rolle bei der korrekten
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DISKUSSION

mex-3 Lokalisation in C. elegans und sind offenbar die einzigen mex-3 Regulatoren, die in
allen (par-4), oder zumindest einigen Nematodenspezies (spn-4), konservierten sind.

Auch die Rolle von asd-2 muss genauer untersucht werden. Hierbei muss aufgrund der aus
C. elegans bekannten Interaktion von gld-1 und pal-1 in der Gonade (Mootz et al. 2004),
neben der friihen Embryonalentwicklung auch die asd-2 Expression in der Gonade des
adulten Tieres betrachtet werden. Sollte in den Nematoden, auBerhalb der Gattung
Caenorhabditis, asd-2 die Aufgabe von gld-1 ausiiben ist eine Lokalisation in der Gonade
sehr wahrscheinlich und wiirde gleichzeitig auf eine existierende Interaktion mit pal-1

hindeuten (siehe Kapitel 4.4.)

Mit Hilfe des hergestellten polyklonalen Antikérpers gegen das PS1159 MEX-3 Protein
konnte die Interaktion zwischen der pal-1 mRNA und dem MEX-3 Protein in PS1159 genauer
betrachtet werden. Uber immobilisierte mRNA kénnte das PS1159 MEX-3 Protein aus
Wurmlysat gebunden werden und anschlieRend Uber SDS-PAGE und Westernblot

nachgewiesen werden.

Insgesamt betrachtet haben meine Untersuchungen zur Erkenntnis gefiihrt, dass die
molekularen Prozesse der embryonalen Musterbildung entlang der anterior-posterioren
Korperachse, die fiir den Modellorganismus C. elegans beschrieben wurden nicht auf alle
Nematoden Ubertragbar sind. Fiir Nematoden der Claden 9, 10 und 11 konnten gravierende
Unterschiede in den Expressionsmustern der fir eine korrekte Entwicklung von C. elegans
essentiellen Gene mex-3 und pal-1 gefunden werden (Tabelle 4-1, Tabelle 4-2). Auch die
Genomanalysen mit Bezug auf die homologen Gene des C. elegans mex-3/pal-1 Netzwerks
zeigten deutliche Unterschiede zwischen verschiedenen Nematodenspezies (Abbildung
3-22, Abbildung 3-23). Diese Ergebnisse weisen auf groRBe Unterschiede in der embryonalen
Genexpression der Nematoden hin und zeigen, dass auch nahe Verwandte von C. elegans
wie D. coronatus andere Mechanismen entwickelt haben missen, um friihe embryonale

Entwicklungsprozesse zu steuern.
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ZUSAMMENFASSUNG

5 Zusammenfassung

Die korrekte Lokalisation bestimmter maternaler Genprodukte ist essentiell fiir die
Embryonalentwicklung des Modellorganismus C. elegans. Durch den Eintritt des Spermiums
am posterioren Pol kommt es schon vor der ersten Teilung zum Bruch der Symmetrie und
zur Etablierung der anterior-posterioren Kérperachse. Der anterior-posterioren Verteilung
der PAR-Protein Komplexe folgt eine asymmetrische Teilung der Zygote in eine Soma- (AB)
und eine Keimbahnzelle (P1). Letztere teilt sich im Folgenden asymmetrisch in die
Keimbahnzelle P2 und die endo-mesodermale Griinderzelle EMS, wahrend sich AB
symmetrisch in ABa und ABp teilt.

Fir die Musterbildung entlang der anterior-posterioren Achse im 4-Zellstadium von
C. elegans ist die Lokalisation des MEX-3 Proteins in den anterioren Blastomeren ABa und
ABp, sowie die der pal-1 mRNA in den posterioren Zellen EMS und P2 notwendig. Hierbei
wirkt das mRNA bindende KH-Domanen Protein MEX-3 als negativer Regulator der pal-1
mMRNA, indem es an das MEX-3 Recognition Element (MRE), eine konservierte Sequenz in
der 3‘UTR bindet (Pagano et al., 2009)und so deren Abbau initiiert.

Da prominente Unterschiede auf zelluldarer Ebene gefunden worden waren, die fiir eine
korrekte Frihentwicklung von C. elegans essentiell sind, habe ich in meiner Arbeit 9
Nematodenspezies auf zelluldre und molekulare Unterschiede zu C. elegans in untersucht.
In keinem von diesen konnte ein zu C. elegans vergleichbares mex-3/pal-1 mRNA
Expressionsmuster gefunden werden. Alle von mir untersuchten Nematoden besitzen im
Gegensatz zu C. elegans sowohl fir mex-3, als auch fir pal-1 eine spate mRNA
Expressionsdomane. Fir diese Arbeit von besonderer Bedeutung ist aber die frihe
Lokalisation von mex-3 und pal-1 mRNA, die bei C. elegans anterior bzw. posterior zu finden
ist. Diese konnte ebenfalls bei keinem untersuchten Nematoden gefunden werden. Es
treten vielmehr gravierende Unterschiede im Expressionsmuster im Vergleich zu C. elegans
auf. Sogar in einem nahen Verwandten von C. elegans sind sowohl die mex-3, als auch die
pal-1 mRNA in den posterioren Blastomeren (EMS und P2) lokalisiert.

In dieser Arbeit durchgefiihrte Genomsequenzanalysen zeigen, dass der, von C. elegans
bekannte Mechanismus der Lokalisation von mex-3 und pal-1 mRNA innerhalb der
Nematoden nicht konserviert sein kann. Das fiir die Bindung des MEX-3 Proteins an die
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pal-1 mRNA entscheidende MRE (Pagano et al., 2009) konnte von mir nur innerhalb der
Gattung Caenorhabditis und in keiner der Ubrigen untersuchten pal-1 3’UTR Sequenzen
gefunden werden. Dies lasst darauf schlieBen, dass bei den (ibrigen Nematoden keine
negative Regulation der pal-1 mRNA durch das MEX-3 Protein stattfindet.

Auch die fur C. elegans essentielle Lokalisation des MEX-3 Proteins muss in den
untersuchten Nematoden anders erfolgen. Homologe der MEX-5 und MEX-6 Proteine, die
positive Regulatoren des MEX-3 Proteins sind und fir dessen korrekte Lokalisierung in den
anterioren Blastomeren ABa und ABp notwendig sind, konnten in keinem der untersuchten
Nematoden gefunden werden.

Das in der C. elegans Gonade zur Lokalisation der mex-3 und pal-1 mRNA essentielle GLD-1
Protein fehlt ebenfalls bei allen analysierten Spezies. Sein Homolog ASD-2, das bei
C. elegans eine ganz andere Funktion erfillt, konnte jedoch identifiziert werden.
Moglicherweise lGibernimmt ASD-2 eine entscheidende Rolle in der Lokalisation der mex-3
und pal-1 mRNA nicht nur in der Gonade sondern auch wahrend der friihen
Embryonalentwicklung

Um die Notwendigkeit des MRE fiir die mex-3/pal-1 Interaktion zu untersuchen, wurden

transgene C. elegans hergestellt, die ein GFP::pal-1 3’UTR Fusionskonstrukt trugen.
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ABSTRACT

6 Abstract

Localisation of certain maternal gene products is essential for proper embryonic
development in C. elegans. The sperm-entry at the posterior pole of the zygote represents a
symmetry breaking event leading to the establishment of the anterior-posterior body axis.
An asymmetric division of the zygote produces the anterior somatic founder cell AB and its
posterior sister, the germline cell P1. AB divides symmetrically into ABa and ABp, while P1
produces the endo-mesodermal founder cell EMS and the germline cell P2.

Correct pattern formation along the anterior-posterior body axis in the C. elegans 4
cell-stage requires anterior localisation of the MEX-3 Protein in ABa and ABp and the
localisation of pal-1 mRNA in the posterior blastomeres P2 and EMS. Here, the mRNA
binding Protein MEX-3, regulates negatively the pal-1 mRNA by binding the MEX-3
Recognition Element (MRE), located in the 3’UTR (Pagano et al., 2009) which initiates its
degradation.

As prominent differences in cellular processes essential for proper early embryonic
development of C. elegans had been found in other nematodes | studied 9 different species
for cellular and molecular differences compared to C. elegans.

None of the analysed nematodes shows an expression pattern comparable to C. elegans. In
all of them late expression domains of mex-3 as well as pal-1 were detected, which are
absent in C. elegans. In my work | focused particular on the early expression patterns of
mex-3 (anterior) and pal-1 (posterior) mRNA which are characteristic and essential for
normal development in C. elegans. The pattern as found in C. elegans was not detected in
any of the analysed nematodes. Instead, rather strong differences were observed. Even in
close relatives of C. elegans, both, mex-3 and pal-1 mRNA are co-localised in the posterior
EMS and P2 blastomeres.

Genome analysis performed in this work revealed, that the mex-3/pal-1 mRNA localization
mechanism known from C. elegans, is not conserved among nematodes. The MRE, which is
essential for the interaction between the MEX-3 Protein and the pal-1 mRNA could not be
found in the pal-1 3’UTR in all the nematodes analysed except C. elegans. This suggests, that

in the other studied nematodes the MEX-3 protein does not act as a negative regulator of

91



pal-1 mRNA. The mechanism for the specific localisation of the C. elegans MEX-3 Protein
must have changed, too. MEX-5 and MEX-6 which positively regulate MEX-3 in ABa and ABp
in C. elegans are absent in the other studied nematodes. In addition to their embryonic
function mex-3 and pal-1 play a role during postembryonic germ cell development. In the
C. elegans gonad it is GLD-1 which localises mex-3 and pal-1 mRNA. GLD-1 was found to be
missing in all other studied species. However, the GLD-homolog ASD-2, which has a
completely different function in C. elegans could be identified there. It is suggested that
ASD-2 may take over the GLD-1 function of mex-3 and pal-1 mRNA localisation not only in
the gonad of non—C. elegans species but also during early embryogenesis.

In order to test the necessity of the MRE for the mex-3/pal-1 interaction transgenic

C. elegans were generated expressing GFP::pal-1 3’UTR fusion constructs.
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