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Der NematodeCaenorhabditiselegans(C. elegansist ein metazoischer Organismugessen
Darmeine groReAhnlichkeit zu den Darmen anderer Metazoen aufwéBassinger et al.,
2015) Dazuzahkn die Mikrovilli, angeordnet almikrovillarer Burstensaum an der apikalen
Membrandomane der Enterozyten Die Mikrovilli tragen als OberflachenvergréfRerung
mafdgeblich zur Hauptfunktion des Darms, der Resorption von Nahrstoffen aus der verdauten
Nahrung im Darmlumen in die Enterozyten, bei.

Dennoch gibt esn C. elegansinen entscheidenden Unterschiesbm Darmepithelder
Vertebraten(Gehart & Clevers, 2019%s gibtkeine intestinalen Stammzellen. Stattdessen
wird der Darm, einer invarianten Zelllinie folgend, monoklonal aus d&ag&omere gebildet,
sodass sich eine definierte Zellzahl von 20 Enterozyten ergiiet,am Ende der
Embryonalentwicklung den Darm bildébeung et al., 1999; Sulston et al., 1983plglich
kannin C. elegan&eine Zellerneuerung der Enterozyten erfolg@&imov & Maduro, 2019)
Diese Eigenschaft der Zellkonstanz eines Organs wird als Eutelie bezé®istin et al.,
1983; van Cleave, 1932)

Dieser simple, invariante Aufbau des Dangs C. elegansrmaglicht esntersuchungen in
einer kontrollierten Umgebung durchzufihreGleichzeitigist der Aufbau teses Darms
ahnlich genug zu den Darmen komplexerer Vertebraten, sosiabsdie Moglichkeit bietet,
aus Beobachtungen in€. elegandDarm Rickschlisse adhnliche Darme komplexerer

Organismerzu ziehen.

1.1 Dermikrovillare Burstensaumn Enterozyten

DasHauptmerkmal der Mikrovillist, dass es sich ufingerformige Ausstilpuren handelt,

die aus AktirFilamenten besteherDa siein verschiedenen Zelltypen vorkommen, variieren
sie in Grol3e, Anzahl, Funktion und Anordnung, uenelveiligen speziellen Anforderungen
zu erfullen(Crawley, Mooseker, et al., 2014; Sharkova et al., 2023)eser Arbeitiegt der
Schwerpunktauf den Mikrailli der Enterozyten,die den Grof3teil des Darmepithels
darstellen.Das einschichtige Darmepithel ist v@n elegan®is zum Menschen konserviert
(Coch & Leube, 2018 Dinndarmepithel der Vertebraten differenzierdre Enterozyten
aus den Stammzellen der Krypte apigatlang der Villo { K N] 2 @I S&G | f o

H J
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al., 2022) Die dicht gepackterMikrovilli an der apikalen Membran der Enterozytbilden
einen dem Darmlumen zugwandten geordneten Birstensadinin (1). Die®r dient dazydie
Absorptionsflachefur die Nahrstoffaufnahmeaus dem Lumerzu vergrofRern(Crawley,
Mooseker, et al., 2014; Sharkova et al., 20Z3)nerell basieren die Funktionen des Darms
auf der Existenz und der Beschaffenheit dekrovillaren Burstensaums.

Mikrovilli kbnnen vonverschiedenen Erkrankungesetroffen sein(Babcock et al., 2022)
Schadigungen konnen auch durch verschiedene Ursachen wie physische Verletzungen oder
Entzindungen hervorgerufen werden. Einer dauerhafBaeintrachtigung wird durch die
Selbsterneuerung der Zellen aus den Darmkryp#bb( 1) entgegengewirkiRees et al.,
2020) Bei derWundheilung kommt es zu Zellwanderungen und einem dynamischen Abbau
der Mikrovilli, um die Verletzung entsprechend ausgleichen zu kofelacour et al., 2016;

Ubelmann et al., 2013)

PR p———
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it |
i 1
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i ! |
p ! 1
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Abb. 1 Die Mikrovilli befinden sictauf den Enterozyten der Villi des Darmepithels

Zwischen den Villles Darmepithels befinden sich Krypten, aus desiehverschiedene Zelltypen (rot, blau)

mit darmspezifischer Funktion differenzieren. BiesdifferenzierterEnterozyten weisen an ihrer apikalen Seite
einenmikrovillaren Burstensaum aufbb.entnommen und modifigtauso { 1 221 y2 3A.6 SG | f &
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1.2 Eigenschaften deModellorganismus C. elegans

Der NematodeC. eleganshat einige praktische Eigenschaften, die ihn zu einem guten
Modellorganismus macheim Labor ist eineiafache Kultivierung auf Agarplatten niit coli
als Nahrungsquellentglich. Meist wird eine Kultivierungstemperatur von 15 °C bis°20
verwendet(B. Zhang et al., 2019)ie Entwicklunggeitist temperaturabhéngig und verkurzt
sich bei héheren Temperature(Corsi et al., 2015)Bei 22 °C betragt die Zeit von der
Befruchtungois zum Erreichen des fortpflanzungsfahigetultstadiumsetwa drei TageAbb.

2). Die Fortpflanzungrfolgt als Hermaphrodidurch Selbstbefruchtungbei der nachder
Bildung der Spermien die Oozyten heranreifen und beim Passieren der Spermathek
befruchtet werden. Auf dieseWeise kbnnen bis zu 300 eigene Nachkommeno
Hermaphroditenerzeugtwerden. InKombinationmit mannlichen Tierendiein der Naturzu
weniger als 0,26 vorkommen(Corsi et al., 2015k6nnen bis zu 1000 Nachkommen pro
Hermaphroditen entstehen.

Der Ablautler embryonalen und postembryonalen Entwicklung bis zum Hermaphroditen mit
959 bzw. zummannlichen Tiemit 1031 somatischen Zelleist durch den invarianten
Zellstammbaunwvollstéandig bekanniSulston et al., 1983; Sulston & Horvitz, 197
Embryogenese umfasst die Entwicklung von der Zygote bisSalnmupfder LtLarve. Zum
Zeitpunkt der Ablage befinden sich dsmbryonenin der Gastrulationsphasen der die
beiden bis dahin gebildeten Darmzellen in das Innere des Embryos waBiesinger et al.,
2015; Leung et al., 1999Die folgenden Embryonalstadieverden nach Form und Lange
eingeteilt Nach den Stadien Bohne und Komma folgen StieckungstadienKaulquappe
(1,5fachgestreck), Pflaume (Fachgestreck), Schlinge (8achgestreckj undBrezel (4fach
gestreck). Nach dem Schlupf folgtie postembryonale Entwicklung mit vier Lamgtadien
Zwischen denLanenstaden findet jeweils eine Hautung statt. Ausgehend von einer
Korperlangeder LtLarvevon 250 um nimmt di&drperlangemit jedem Larenstadium um
100¢ 130 pmsowiemit demUbergangzum Juntier und zumAdultstadium um 21@ 280 um
zu(Abb. 2, (Byerly et al., 1976)

Die geringe Grol3e, der kurze Lebenszyklus und die hohe Nachkommenz#&l elegans
ermdglichen die einfache und kostenglnstige Herstellumgner ausreichend grofde
Population fur Experimentédufgrundder geringen Gréf3e under hohen Transparenkann

C.elegansin allen Entwicklungsstadiemikroskopischuntersucht werden, wobeiauch

3
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Fluoreszenzmarkierumg in vivooder Antikdrperfarbungn eingesetzt werden konngorsi

et al., 2015)Die Sequenzierung deS. elegans&enons (C. elegan§equencing Consortium,
1998; Hillier et al., 20053t insbesondere fur die Untersuchung der Funktion eines Zielgens
mittels RNAivon groem Nutzerl.4, (Ahringer, 2009) Umfangreiche Informationen zu
einzelnen Genefinden sichauchin WormBasgDavis et al., 2022Laenorhabditis elegans

ist daher einidealer Modellorganismus um die Lickezwischenin vitro-Kulturen und

VertebratenModellorganismerzu schlie3en

Adulter(1110-1150 um)

W

in utero Entwicklung

unger Adulter
J ‘er.ﬁn 940 um erste Teilung Gastrula
1,5-fache

Komma
e -
/ O .&\
Elongation

L4 (620-650 um)
—
-

L1 (250 um)
360-380 pum) N

/\f\‘//

©WormAtlas

Abb. 2 Der Entwicklungszyklugon C. elegans

Die Entwicklung beginnt mit der Fertilisation und einer anschlieReidateroEntwicklung, bis die Embryonen

in der Gastrulationsphasabgelegt werden, sodass die weiteEmtwicklung deMorphogenesestadien der
Embryoren ex uteroerfolgt. Die Larenentwicklungbesteht ausden vier StadienL1 bis L4, an die sich das
Stadium des jungen Adultemschliefl3t Hat C. eleganslas adulte Stadium erreicht, beginnt die Bildung der
nachfolgenden Generation. Ab der-Larve wird m Klammern die Korperlangger Kdérperlangenbereickon
C.elegansm jeweiligenStadium angegeberie Stundenangabe neben den Pfeilen gibt die Zeitspanne an, die
bei einer Inkubationstemperatur von 22 °C vergeht, bis das nachfolgende Stadium erreictiDagr8tadium

der Dauerlarve wurde hier nicht beriicksichtigt. Dabei handelt es sich einen Entwicklungsweg, der bei
ungunstigen Umweltbedingungen nach ddni-Stadium stattfinden kannFarblich wurden die folgenden
anatomischen Hauptstrukturen hervorgehoben: ellblau=Embryonen, grisPharynx, blasGonade,
rosa=Darm. Abb. entnommen und modifiziert a(ltun & Hall, 2009)
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1.3 Epithelgewebe in C. elegans

C. eleganshat einen einfachen Korperbau aber viele seirer Organesind denen in
komplexeren Organismeréhnlich Bnige dieser Organkestehen augpithelgewebedasein
wichtiger Bestandteil metazoischer Organismest Epithelgewebekdnnen nach ihrer
Funktion in verschiedene Kategorien eingeteilt werden: klasssdepighelgewebe in Schicht
oder Rohrenform(Epidermis und Vulva bzw. DarmZdlle und Pharynx) und kontraktiles
Myoepithelgewebe (SpermatheKMichaux et al., 2001)Pharynx und Darm sind Teil des
Verdauungssystems, wobaie Nahrungdurchdie Mundoffnung in den Pharynx gelangt und
von dort durch die PharyrRarmKlappe inden Darmtransportiert wird. Der @rm macht
etwa 1/3 der somatischen Gewebemassm C. elegansus(McGhee, 2007)ind ist damit
einesder Hauptorgar. Der Darm steht im Mittelpunkdieser Arbeitwobei auch die FZelle

und dieSpermathelberticksichtigiverden.

1.3.1 DieEntwicklungdes Darms

Nach dem 4£ellstadium des Embryos beginnt dédungdes Darmepithels mit der Anlage
der Grunderzelle E aus der Zellteilung der EBdSazelléSulston et al., 1983Wahrend der
Embryogeneseentstehen daaus die 20 Enterozyten des DarmepithglslcGhee, 2007,
Sulston et al.,, 1983)Nach der ersten Teilung der Grinderzelle wandernied E2
Vorlauferzellen wahrend der Gastrulatiam dasinnere des Embryos, sodass dort weitere
Zellteilungenzur Bildung des Darm#attfinden konnen.Im Bohne und KommaStadium
besteht der Darm noch aus 16 Enterozyten, bis schlieBtitBnde des Komm&tadiums die
Abfolge dervorgegebenerzellteilungen unddrehungen abgeschlossen ist. In derdform

des Darms liegen sich dig0 Enterozyten als Zellpaare gegeniber und bilden so
aneinandegereihteringférmige SegmenteApb.30 ® 51 a4 SNEGS RA Si&rSNJ
Enterozyten, dieanderen acht aus je einem Paar. Zwischen den apikalen, einander
zugwandten Seiten der Enterozyten bildet sich das Lunfeeung et al., 1999)
Hektronenmikroskopisch ist die Bildung des Lumens ab dem Kaeegnzenttadium
erkenrbar (vgl. Abb. 4) (Bossinger et al., 2015n den folgenden Elongationsstadien treten
zunéchsteinzelne Ausstilpungen der apikalen Membran audie mit fortschreitender
Entwicklungeine strukturierte Anordnundingerférmige Aussttlpungererreichen(Abb. 4,

(BidaudMeynard et al., 202)) Eshandelt sich um Mikrovilli, diauf der apikalen Membran
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blrstenartig angeordnet sind.Dichte, Lange und Breite der Mikroviliehmen mit
fortschreitender Entwicklung zu(BidaudMeynard et al., 2021)Es wird vermutet, dass
Mikrovilli nicht nur als einzelne Ausstilpungen auftreten, sondass siclzwei identische
Mikrovilli aus einer Ausstllpurdurch Gabelung seitlich asgalten(Zhu et al., 2022)
Wahrend der postembryonalen Entwicklungimmt das Volumen der Darmzellen
proportional zum Gesamtwachstum des Organisrusntsprechend vergro3ert sich auch
das Darmlumen. In derlektronenmikroskopischei&hnitten desembryonalen4-fachen
Streckungsstadiumsnd der LiLarve Abb.4), in denen das Lumen eireher runde Form
aufweist, war vermutlich die gute Sichtbarkeit der Anordnung der Mikrovilli
ausschlaggebend. Die typisch ellipsoide Form des Luthensig et al., 19993t in den2,5
und 3fachen Streckungsstadiersowie in den Shnitten der L2/L3d arve und des

L4/Jungtiereszu erkennen.

......................

LN
?

AL
?
int1 intb int9

Anterior Fosterior

Abb. 3 Zellstammbaum de€. elegan®armsund Anordnungdieser Zellerin RingSegmenten
Die 20 Enterozyten gehen klonal aus deBl&stomere hervor und ordnen sich gegentberliegend zu Ints
(ringférmige Segmente) an. Die Linien gebereder, auswelcher Teilunggenau welche Enterozyten
entstanden.Das erste Int besteht aus vier, alle anderen aus zwei Bnggan. Abb.entnommen aus(McGhee,
2007)
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Bohne Komma/1,2-fach gestreckt 1,5-fach gestreckt 2-fach gestreckt 2,5-fach gestreckt

4

o

3-fach gestreckt A-fach gestreckt L1 Larve L2/13 Larve L4/junge Adulte

Abb. 4 Die Entwicklung desnikrovillaren Birstensaums in€C. elegan®arm auf éektronenmikroskopiscler
Ebene.

Aufnahmen des Darmlumens im jevigédn Stadium. Pfeilspitzen markieren sich ausbildende Mikronitlien
1,5 und 2fachen Streckungsstadiei\b dem 2,5achgestrecktemStadium bis zuL1-Larve weisen Pfeile auf
Leerrdume zwischen den Mikrovilli hi@roRenbalken in Embryonalstadien: 200 nm, in éastadien 0,5um.
entnommen augBidaudMeynard et al., 2021)

1.3.2 Aufbau einer Darmzelle und Bestandteile des Darmepithels

Die Mikrovillibestehen imKern aus gebiindelten Aktinfilamentgbb. 5), die biszum
darunterliegenden Endgeflecht reichéBossinger et al., 2004; Leung et al., 1999; Mooseker,
1985) Das Terminalgeflecht enthalt den oEnhdotubulusy = S Stryikdur aus
Intermediarfilamenten, die unterhalb der apikalen Membran entlang des Lumens verlauft
(Bossinger et al., 2004; Munn & Greenwood, 19&3hne das Protein IFD (Intestinal
Filament Organizefghlt diese Struktuunddie Anordnung der Intermediarfilamenten das
Darmlumen herum(Carberry et al.,, 2012)Die Anordnung der Mikrovilli bleibt davon
unberdhrt.

Die benachbarten Enterozyten sind interzellular durch @ieeleganspical junction(CeA]
Abb.5) verbunden(Bossinger et al., 2001; McMahon et al., 2001; Pasti & Labouesse, 2014)
Esbesteht aus untereinander angeordneten Komplexen. Der basale Komplex besteht aus den

Proteinen DLA und AJML (DAC]Bossinger et al., 2001; Koéppen et al., 2001; McMahon et

7
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al., 2001)Darunterbefindet sich da€. elegan$cribble OrthologtE¥413undverhindert die

basale Ausbreitung der apikal&rukturen(Bossinger et al., 2004)er apikale Komplex der
CeAJbesteht ausden ProteinenCadherin und Catenin (CCCposta et al., 1998Die zur
CadherinFamilie gehéendenProteinein C. elegansind in Metazen konserviert(Hardin et

al., 2013) Als Bestandteil des C@RBensie ihre Funktiorbei der ZellZeltAdh&asionaus Aus

der Literatur ist bekannt, dass Adhasionsproteine der Cadtuperfamilie in anderen
Modellorganismen und auch in Zellkulturefiir die gleichmafige Ausbildung eines
mikrovillaren Birstensaums igpithelialen Gweben entscheidend sin@rawley, Shifrin, et

al., 2014; Pelaseyed & Bretscher, 2018; Pinette et al., 2019; Tyska, 2016; Weck et al., 2020)
Kirzlichkonnte gezeigtwerden, dass das Nematodespezifische Cadherin CEBHan der
Teilung der entstehendenMikrovilli beteiligt ist (Zhu et al., 2022)Uber dasebenfalls
Nematodenspezifische Cadherin CEBHst,neben einem moglichen Ortholog Cad99C in der
Mikrovillibildung des Follikelepithels, wenig bekaont Kdzy 3 g ! yYRNB G HAmnN
2005; Pettitt, 2005; Schlichting et al., 2006)

Ein weiterer Hauptbestandteil des Zytoskeletts ist das MikrotuNetzwerk. InC. elegans
bestehtdie TubulinFamilieausneunh -, sechs - und eirem‘ -Tubulin(Hurd, 2018)Aufgrund
des Auftretens der verschiedenen Tubdlsoformen wird vermutet, dastinen spezifische
Funktionen zugeordnet sin@rulton et al., 1976)

Im Darmvon C. eleganssind Mikrotubuli wéahrend der Embryonalentwicklung an der
Polarisierung und Etablierung der apikalen Membrandomane betéllgiing et al., 1999)
Dabeigeht die Funktion deBlikrotubuli-organisierenden Zentrums (MTOC) vom Zentrosom
auf nichtzentrosomale Mikrotubulorganisierende Zentren (ncMTOC) an der apikalen
Membran Uber(Feldman & Priess, 2012¥on diesenaus verlaufen die Mikrotubuliin
paralleker Anordnungentlang der apikabasalen Polaritatsachg@bb.5, (Sallee & Feldman,
2021; Sanchez & Feldman, 201 Darliber hinaukdnnen Mikrotubuli in Epithelzellen von
adhasiven Zellverbindungskomplexen gelsen(Sallee & Feldman, 2021)

Nach  Depolymeration des  MikrotubuliNetzwerks in  Zellkulturlinien  und
Saugemodellorganismenkommt es zueiner ektopische Lokaligtion von Mikrovilli und

apikalenMarkerproteinen (Achler et al., 1989; Gilbert et al., 1991; Tonucci et al., 2018)
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Die endogene Expressiovon Tubulinlsoformen wurde kirzlichgewebespezifisch und
entwicklungsstadieabhangig Uber einenCRISPR/Cagthsatz untersucht, was bisher
aufgrundvon Konservierung und Ahnlichkeit schwierigr (Nishida et al., 2021)Daraus
wurde die Hypothese abgeleitetdass das Mikrotubuletzwerk hauptséchlich aus den
Tubulinen mit der héchsten Expression in allen Geweben-(TBABA2, TBBL und TBE)
bestehtund durch den Einbaugewebespezifischer Tubulineine Anpassungn diekonkret
bendtigte Funktionstattfindet (Nishida et al., 2021)Die bishemachgewiesend=xpression
von TBA4, TBA7 und TBB konnte bis auf TBB mit diesemAnsatzim Darm bestatigt
werden(Nishida et al., 2021)

Umdie Schwierigkeiten aufgrund der Ahnlichkeit der Tubuline zu umgehen und das gesamte
Mikrotubuli-Netzwerk direkt sichtbar zu machen eignet sich das Protein MAPHL
(Mikrotubule-associated mtein 1homolog 1), das als Vertreter der Mikrotubaksoziierten
Proteirfamilie MAP1 indynamischen Mikrotubudinordnungen in somatischen Geweben

lokalisiert(Waaijers et al., 2016)

Neben Intermediarfilamenten und Mikrotubuli sind Aktinfilamente ein Hauptbestandteil des
ZytoskelettsDasGenomvonC. elegansnthaltfinf AktinGene(Files et al., 1983; MacQueen
et al., 2005) von denemact-1, act-2 und act-3 wéhrend der Embryogenese redundant sind
(Velarde et al.,, 2007)Die ersten vier Aktisoformen spieleneine wichtige Rollein
verschiedenen Gewebenginschlie3lich Muskelgewebe, Epidermis und somatisohe
Gonade (Costa et al., 1997; Kelley & Cram, 2019; Ono, 2022; Pollard, 2016; Priess & Hirsh,
1986; Velarde et al., 200.7¥on besonderan Interesse istdie Aktinlsoform act-5, die als
einzige im Darnvon C. eleganexprimiert wird undspezifisch in den Mikrovilli sowie im
darunter liegenderendFilamentgeflechtokalisiertist (Abb.5) (BidaudMeynard et al., 2019;
MacQueen et al., 2005Pas Fehlen von AGTfuhrt zu einerVerminderungbis hin zum
vollstandigen Verlust der Mikrovilli sowie zu larvaler Letal(i@bbel et al., 2004; MacQueen
et al., 2005)Ene Mikrovilltspezifische Funktion von AGTkann aus Rettungsexperimenten
abgeleitetwerden, in denen die Expression andet&relegang\ktine nicht ausreide, um
diesen Phanotyp zu rettenMMacQueen et al., 2005)Obwohl act5 und act-3 in

unterschiedlicherGeweben exprimiert werderkonntein einer lebensfahigeact-5 Mutante
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gezeigtwerden dass deract-3 Promoter als transkriptionelle Anpassung im Darm diesen

Mangelkompensieren kanSerobyan et al., 2020)

Die Hauptfunktion deParms vonC. elegansst die Aufnahmevon Nahrstoffen aus der
verdauten Nahrung im Darmlumen in die EnterozyteDazu lokalisiertsich der
Oligopeptidtransporter PEPT (friher OPR/PEPR2) als einzige der drei Isoformen der
H-gekoppelten Peptidtransportéamilie SLC15 (solute carrier family 15 member 1) in
C.elegans(PEPT1¢3) spezifisch in der apikalen Membran der Enterozyteeai et al., 1998,
2000)(Abb.5). Der Verlust dieseResorptionskapazitadurch Deletion von PERT in einer
Mutante oder durch RNAI fuhrt zu Entwicklungsnd Reproduktionsstérungen. Dieser
Phanotyp zeigt, dass die PERVermittelte Aufnahme von Diund Tripeptiden eine
Schlisselrolle in der Proteinversorgung v@n eleganswahrend der Entwicklung und
Reproduktion spiel{Meissner et al., 2004; Nehrke, 2003)

Die Aufteilung derEnterozytenin eine apikale un@ine basolaterale Membrandoméaneird
durcheinen reguliertenintrazellularen Transport erreicht, der aus mehreren Komponenten
besteht. Diese Sortierungsund Transportprozesse sindueh fir die Bildung des
Biurstensaums an der apikalen Membrandoméamswendig, sodass eineStérungdieser
Prozesseu pathologischen Veranderungen mikrovillaren Blrstensaum der Enterozyten
fuhren kann(Engevik & Goldenring, 2018; K. Sato et al., 2014)

Der AP1 Komplex ist an der Bildung intrazellularer Vesikel und der Lokalisierung apikaler
Proteine im Darm vonC. elegansbeteiligt (Duncan, 2022; Nakatsu et al., 2014ls
Heterotetramer besteht AR aus vier Untereinheiten, dieon funf Genenm C. elegans
Genom kodier werden (Duncan, 2022; Nakatsu et al., 2014)sbesondee fur die Sigma
Untereinheit APS (Abb.5) ist bekannt, dasthr Verlust zur Bildungon ektopisch@& Lumen
und Mikrovillifuhrt, wie siebei der Microvilli inclusion diseaséMVID) auftreten(Shafaq
Zadah et al., 2012; H. Zhang et al., 2012, 2013)

Nahebei APSL undebenfallsmit diesem Protein kdokalisiet ist die RABGTPase RABL.
Beide Proteine sind fiir die korrekteokaligtion des jeweils anderenotwendig (Gillard et

al., 2015; H. Zhang et al.,, 201RBABL1 gehort zur Familie der Rdtvoteine, diedie

Bewegung und Bindung voviesikeh beim intrazellularen Transporegulieren (Hervé &

10
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Bourmeyster, 2018)Da es imGenom vonC. elegangwei RablHHomologe gibt, wird
rab-11.1 (Abb. 5) aufgrund des hoherenExpressionsniveausind einer 85,20igen
Sequenzidentitat zwab-11.2flr Untersuchungen bevorzugtos et al., 2011Pie Funktion
von RABL11 ishiZellkultur und Saugenodellorganismen fur die korrekte Anordnung des
mikrovillaren Burstensaumsotwendig (Engevik & Goldenring, 2018kin Verlust dieser
Funktion flhrtbei Mausen zum Phanotyp der MV(Babcock et al., 2022)

ImDarm vonC. eleganbeeinflusst RAR 1.1 dieLokalisatiordes apikalen Peptidtransporters
PEPTL und wird seinerseits durckas Herunterregulierereines " -Tubulins beeinflusst
(ShafagZzadah et al., 2012; Winter et al., 2012)

Eineclusterartige Anordnung von RABI-positiven apikalen Recyclifgndosomen an der
basolateralen Membran, an der auchAktin und apikale Zytoskelettbindende Proteine
nachgewiesen wurden, tritt bei einefunktionserlust von PAR auf(Winter et al., 2012)
PAR5 (Abb. 5) ist ein Mitglied derPARFamilie vonC. elegangPARtitioning defective,
(Kemphues et al., 1988DasAquivalentvon PARS bei Saugetieren ist das Protein -B4y <
das zur Familie der 133 Proteine gehort, die als Regulatoren im Zytoplasma der Zelle
vorkommen(Mackintosh, 2004; Morton et al., 2002; Wang & Shakes, 1896 yytosolischen
14-3-3 Proteine haben eine regulatorische Funktion und interagieren mit Bindungspartnern
Uber phosphorylierte Bindungsmotivdviugabo & Lim, 2018; Wang & Shakes, 19%¢
beeinflussen auch das Aktinnetzwerk und den vesikularen Tranépott et al., 1999; Roth

& Burgoyne, 1995)im Darm vonC. elegandeeinflusstPARS die Aufrechterhaltung der
Polaritatund die daran beteiligten EndosomégK. Sato et al., 2014; Winter et al., 2012n
Mangel an PAR fuhrt zu Sterilitdt oder geringer Fruchtbarkeit, gefolgt von embryonaler

Letalitat(Morton et al., 2002)
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Burstensaum: PEPT-1
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Abb.5 Zellulare Organisation eine€. elegangnterozyte.

Darstellungdes Aufbaus der apikalen Membrandoméne sowie der fir diese Arbeit wiclKigemponenterder
Enterozyten auf die im Text eingegangen witshordnung der Mikrotubuli nacfCoch & Leube, 2016; Sallee &
Feldman, 2021)

1.3.3 Spermathekund HZelle: weitere rohrenférmige Epithelgewebia C. elegans

In C. elegangibt es noctweitere réhrenférmige Epithelgewebdie ahnliche Strukturen wie
der Darm aufweisen odereden Zustandiurcheine Messing leichterfass werden kannDie
Spermathelbesteht aus 30 Zellen und wird im-B8adium gebildetEsfolgt im L4Stadium
die Bildung und.agerungder Spermien. Nach erfolgter Maturation der Oozyten vor Eintritt
in die Spermathek werden diesehlie3lichwéhrendder Passagéefruchtet (Altun & Hall,
2009; Kimble & Hirsh, 1979)ET413spielt eine Rolle baler Aufrechterhaltung der Polaritat
im Darmund ist auch fir die postembryonale Entwicklung der Spermathek relevant
(Bossinger et al., 2004; Pilipiuk et al., 20@¢fehlerhafte Ausbildung der Spermathdirch
einen Mangel arLET413 fuhrt zu einenfehlerhaften OvulationsprozessDies wiederum
fuhrt zur Steriltat der betroffenen Hermaphroditer(Pilipiuk et al., 2009)Ein solcher
Phéanotyplasst sichanhand fehlender Nachkommedirekt und einfach nachweisemnd
erlaubt Riickschliisse auf den Zustand der Spermathek.

Die HZelle bildetzusammemmit einer Porezelleund einer Duktuszelle das exkretorische
System, dadie Osmolaritain C.elegangeguliert(Buechner et al., 2020pie Duktuszelléest

das Bindeglied zwischen der Porenzelle an der Oberflache und-deltddim Korperinneren.

12
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Die HZelle ist eine mononukleare Zelle, die sich in Form eines viergangigen Kanals von der
Duktuszelle unterhalb dekinteren Endes des Pharynx sowohl anterior als auch posterior
entlang der Korperlangerstreckt Uberschiissige Flussigkeit wird dusid zurDuktuszelle
und von dort durch die Porenzelle nach aufRgeleitet (Buechner et al., 2020)Der
Durchmesser des Lumens derZHlle wird durch die Dicke deSndFilamentgeflechts
bestimmt, das dem osmotischen Druahtgegenwirki{Buechner et al., 2020Ahnlich we im
Darm besteht dieseEndFilamentgeflechtus Intermediarund AktinfilamentenBuechner,
2002; Sundaram & Buechner, 2016)er istauch ACb lokalisiert(MacQueen et al., 2005)
das zusammen mit den Mikrotubuli in der-Zdlle eine Rollefur deren ausreichendes
Wachstum spiel(Buechner et al., 2020; Khan et al., 2018ach deAnlageder HZelle in der
spaten Embryogenedeommt es zu einem raschéiachstum, bis die Kanéle derZdlleam
Ende des L-Stadiums ihré&endpositioneran denjeweiligen Ende des Wurms erreicht haben
(Buechner, 2002; Buechner et al.,, 202@s liegt daher nahedass in eineract-5
Deletionsmutante did-unktionsbeeintrachtigungon ACI5 an dieser Stelleu einer frihen
larvalen Letalitdbeitragen konntgMacQueen et al., 2005)

Direkte Beeintrachtigungen der Intermediarfilamente in deiZélle oder auch indirekte
Effekteauf diese und die Aktinfilamente, z. B. Uber @édenfallsim Darm wrkommende
Ankerprotein ERM, fuihren zuBildungvon flissigkeitsgefilltervVakuolen(Buechner et al.,
1999, 2020; Khan et al., 2019; Ramalho et al., 208@)Jiesem Zusammenhangar an den
erweiterten Stellen deslumens der HZelle weniger ACH an der apikalen Membran

vorhanden(Ramalho et al., 2020)

1.4 Die Methode derRNAvermittelten Interferenz (RNAi)durch Fatterung
und darmspezifischdRNAI
Bei der RNArermittelten Interferenz durch Fltterung wird ausgenutzt, dass die Aufnahme
von dsRNAroduzierenden Bakteriemit der Nahrung zu einer Herunterregulierung des
Gens auf mRNEbene fuhrt(Fire et al., 1998; Timmons & Fire, 1998)r die Anwendung
bedeutet dies, dss sich in einem Vektor, der in die als Nahrungsquelle verwerdet
Bakterien eingebrachwvird, eine codierende Sequenz des herunterregulierenden Gens,
flankiert von zwei T-Promotoren, befindet. Die Expression der-RNAPolymerase und
damit die bidirektionale Transkription der eingefiigten Geguenz wird durch ein

modifiziertes Lactos®©peronunter Verwendung volPTG als Induktor gesteuert. Der Abbau
13
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der exprimierten dsRNA wirdurch die Verwendung eineBRNAselidefizienten E. coh
Stammes verhindert Dadurchwird die exprimierte dsRNA gleichzeitig mit den Bakterien bei
der Nahrungsaufnahme inC.elegans aufgenommen und anschlieBendhtrazellular
prozessiert Diese Prozessierungberuht auf der Spaltung dervon den Darmzellen
aufgenommena doppelstrangiga RNA (dsRNA) in siRNA (small interfering Réid)dann

im RISC, dem RN®duced silencing complex, als Vorlage fur die komplementéare zelleigene
MRNA dient, die schlie3lich degradiert w{ffabara et al., 2002Pas Argonauteprotein
RDEL wird in allen Gewebeniir den Ablauder exogenenRNAibendétigt (Sijen et al., 2001;
Tabara et al., 1999)m RISC bindet die emktrangige siRNA an RDREInd fihrt diesen
Komplex zur ZiehRNABraukmann et al., 201.AVelcheweiterenProteinein welcher Weise
beteiligt sind,wird in einigen Ubersichtsarbeitegrlautert, die auch neuere Entwicklungen
zusammenfasse(Braukmann et al., 2017; Grishok, 2005, 208 Nachkommerkoénnen
durch den Transport von dsRNA in die Oozyten beeiriflwesden (Marré et al., 2016)
Dartber hinaus konnte gezeigt werdedass dsRN#Aduzierte RNAi und ein antiviraler
Signalweg irC. eleganauf denmselbenMechanismus beruhe(Dai & Gu, 2020)

Bei RNAI durch Ftterung wird der Phanotyp nadblauf der Verweildauerevaluiert
(Ahringer, 2006)

DerC. elegan®©LB11Stamm ermoglichgewebespezifische RNAi im DafiicGhee et al.,
2009; Pilipiuk et al., 2009pie RNABensitivitat wird durch die Expression des wildtypischen
rde-1 Gens unter der Kontrolle damrmspezifischn elt-2 Promotors(Fukushige et al., 1998,
1999; Hawkins & McGhee, 1995; McGhee et al., 2008¢r RNAinsensitiverrde-1(ne219)
Mutante (Tabara et al., 1999rreicht. Die Expression von ERTbeginntbereits im2E
Stadium(Fukushige et al., 1998; Hawkins & McGhee, 1995)
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RNAi-sensitiv
rde-1(ne219);p-elt-2::rde-1

RNAi-resistent
rde-1(ne219)

Abb. 6 Schematische Darstellung des OLB&&notyps.

Die dunkelgraue Region stellt den RAnsitiven Darm in der embryonalen Entwicklung dar. In den restlichen,
hellgrau dargestellten Geweben liegt der Rigsistente, mutante Hintergrund voibb. enthommen aus
(Bossinger & Cowan, 2012)

1.5 Ziel

Das Fehlervon Stammzellen inbarm vonC. elegansind die damitverbundenefehlende
Fahigkeitzur Selbsterneuerung der Enterozyten fuhrt dazu, dass diese bei einer Schadigung
des Darmepithels nicht ersetzt werden konnen. Daraus ergibt sich die Frage, ob die
Enterozyten in der Lage sirayrch RNAI induziertBefekte immikrovillaren Blrstensaurau
kompensierenZu diesem Zwecsollenmit Hilfe vondarmspezifischeRNAidurch Fltterung
vorubergehend Defekte in den Mikrovilli induziert und deren Auswirkungeaf die
Entwicklung und Reproduktion untersucht werden. Da das Aktin5A€ii Haupbestandteil

der Mikrovilli ist, ist dieses Protein ein geeigneter Kandidat, um durch dessen
Herunterregulierungu einer Beeintrachtigung desikrovillaren Birstensaumzu fihren Es

wird auch untersuchtwie weit die PulsRNAiverkiurzt werdenkann,um noch Effekte zu
zeigen. Die Eignungbestimmter apikaler Proteine als MikroviMarker wird ebenfalls
untersucht.

Darmspezifisch wirdid Rolle vorProteinen untersucht, di@an zellularen Prozessen den
Enterozyten beteiligtsind und von deneraus der Literatur eineAssoziation mit dem
mikrovillaren Blrstensaum bekannt istVeiterhin solldarmspezifischund mit Hilfe eines
geeigneten transgenen Stamms untersucht werden, welche einzelnen Tdsofarmen im

Mikrotubuli-Netzwerkdes Darm®ine Rollespielen kénnten.
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2 al USNAIf dzy R aSGiK2RSY
2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Bakterienstamme und Vektoren

DerE. coiStamm XL:Blue wurde zusammen mit dem Vekt@PD129.36zum Klonierervon
cDNAFragmenten verwendet die anschlieBend in die RMNBakterien HT115 (DES3)

transformiertund als RNAKonstrukte verwendetvurden Giehe2.1.8 2.3).

Tab.1 Klonierungsbakterien und Vektoiitir RNAiKonstrukte

Merkmale Bezugsquelle

E. coliStamm XLZ1Blue endAl gyrA96(n8 thi-1 recAl Stratagene, Sant:
NBf!m f1 O 3fy+ Clara, USA
lacP k (lacZ)M15] hsdR1#mk")
Vektor pPD129.36/L444( AmpR, T7p, T7p, lacZN, OriF1: Fire LakC. elegans
OriF1<<, GroR&790 bp Vector Kit 1999,
Addgene # 1654

2.1.2 Nahrmedien

Das LBViedium und der LE\garzur Bakterienkultivierung wurdemit demineralisiertem
Wasser (dBED) angesetztind bei 121 °C autoklaviert unginschlielRendei RT gelagerDie
zur Resistenzselektion eingesetzten Antibiotika wurden mit autoklaviertes® difgesetzt,
steril filtriert und in einer Verdinnung voh:1.000 eingesetztGebrauchsfertige L-Bgar

Platten wurden bei 4 °C gelagert.

LBMedium: 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl auf 1.OdH
LBAgar 15 g Agar auf 1 | EFedium

Carbenicillin 100 mgml Stammlésung

Tetracyclin 12,5 mg/miIStammldsung
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2.1.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wird zur Arkptiin von DNAFragmenten von einem
DNATemplate verwendet.Dazu wurden spezifische Oligonukleotide designt, die an
komplementadre Sequenzen auf den gegenuberliegenden Strangen desT@&h#ates
binden, sodass dadurch die zu amplifizierende Zielsequenz flankiektsdDNAPolymerase
wurde dieKAPA2G Fast DNolymerase verwendet, dgentechnisctso entwickelt wurde,
dass eindn6here Prozessivitat und eine schnellere Elongatiomélder thermostabilenTag

PolymeraseusThermus acquaticuClark, 1988yegeben ist.

Der StandarePCRAnsatz wurde in einem Endvolumen von 25 pl angesetzt, bestehend aus:
2XKAPA2G Fast ReadyMix 12,5 ul
DNATemplate 0,1-1 ng
10 puM genspezifisclsd/orwartsOligonukleotid 1,25 pl
10 uM genspezifisclsRUckwartsOligonukleotid 1,25 pl
ad 25 pldH0

DieTab.2 listet die einzelnen Schritte und die Parameter des verwendeterPGramms
auf. Die Hybridisierungstemperatur wurde abhangig von der Schmelztemperatur der

jeweiligen Vorwartsund Rickwartgligonukleotide gewabhilt.

Tab.2 PCRProgramm

Schritt Temperatur Dauer Zyklusanzahl
Initiale Denaturierung 95 °C 3 min 1
Denaturierung 95 °C 10-15s 2540
Hybridisierung 50-60°C 10-15s

Elongation 72 °C 1-15 s/kb

Finale Extension 72 °C 1 min/kb 1
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2.1.4 Oligonukleotide

Die genspezifischei®ligonukleotide fir die PCReaktion wurden mit denProgramm
Geneious Tab. 9) entworfen und von der Metabion International AG (Planegg)in
getrocknetem ZustanezogenDie Oligonukleotide wurden in autoklavierteaibO zueiner
100 puM Stammlésung gelddDiese wurde af eine Konzentration vod0 uM verdiinntdie
fur die weitere Anwendungeingesetzt wurde. Zur Sequenzierung des Vektor jeweilig
integrierten GenAbschnitts wurden Oligonukleotide, die spezifisch fur den Vektor

ppD129.36 sind, verwendet.

Tab.3 Bezeichnung und Sequenz der Oligonukleotide

Bezeichnung Orientierung { Slj dzS¥io Yap ¥

pPD129.36 for vorwarts GATAACCGTATTACCGCC
pPD129.36 rev rackwarts CGATTAAGTTGGGTAACG
ben1 (tbb-5) for vVorwarts AACTTGCAGTCAACATGG
ben1 (tbb-5) rev rickwarts AACTCCTGAATAGCTGTC!
tba-6 for vorwarts AAGCAGGAGTTCAGATTG
tba-6 rev rackwarts AATCCTTGAAGTCCATTG(
tba-7 for vorwarts TAGTCTCCTCCATCACGG
tba-7rev rackwarts ACTTATAGTCCAATCTCTC
mec7 for vorwarts TGTCCTTGTTGACTTGGA(
mec7 rev rackwarts TCTCGACAAGCTGGTGGA
noca1l for vorwarts AGACGAATCTCTAAATCA(
nocalrev rickwarts TTCACGGAGAACAAAGGA

2.1.5 Agarosegelelektrophorese

Um die DNAFragmente dr PCRProdukte nach derGroR3e aufzuirennen, wurde eine
Gelelektrophorese mit %igen Agarosegedn (Biozym LE Agarose, Biozym Scientific GnmbH)
1x TAH aufpuffer durchgefiihrt Um die DNABandenunter U\ALicht detektieren zu kdnnen,
wurde de AgaroseLosung mit 4ul/100 ml Agarosd.0sung des Fluoreszenzfarbstoffs

HDGreef Plus DNADye (INTAS Science Imaging Instruments GmbH, Gottingersptzt
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Den DNAProbenwurde vor dem Auftragen 6x DNAuftragsfarbstofthinzugefligt(6x DNA
Loading Dye, Thermiéisher ScientificWaltham, MA, USAZur Bestimmung der Gr63e der
DNABanden wurde aben den Proben eiGroRenstandardGeneRuléM 1 kBDNALeiter,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, YSin Agarosegel aufgetragenDie
Gelelektrophorese wurde bei ein&pannung von 100 durchgefihrt Die Visualisierung der

DNAFragmentam Agarosegel erfolgte nietls eines UMTransilluminatorgTab.8).

50x TAE Puffer 242,28 g Tris Bas@00 ml 0,5 M EDTA pH&l 1 | dHO

2.1.6 Aufreinigung vonDNAaus Agarosegelen

Um das PCRrodukt aus dem Agarogelusschnitt der DNBanden zwgewinnen, wurden
das NucleoSp®Gel and PCR Cleap Kit(MachereyNagel GmbH & Co. KG, Duranyl das
Monarch® DNA Gel Extraction KifNew England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main)

verwendet.

2.1.7 Ligation

Der Vektor pPD129.36 wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRV geschritterdie
{ OKY A G0 & S ttérBinale Thyzhld&shange Wngefiigt. Dadurch kann das PCR
t N2 Rdz] 0 = kEyidenRs&li duisly die oT#plymerase Adeniberhdnge befinden
(Clark, 1988)mit dem Vektor ligiert werden. Die T4 DiNiyase katalysiert dabei die Bildung

von Phospbdiesterbindungen zwischen den Doppelstrafigggmenten.

Ligationsansatz
35 ng Plasmid (pPD129.36)

1 pl 10x Ligas@uffer

10 ngDNA (PCRProdukt)

0,5ul T4 Ligasé U/ul, Fermentas)
ad 10 pl dHO

UN bei 15 °C
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2.1.8 Transformation

DieE. coliBakterierstimmeXL1Blue undHT115 (DE3) wurdan 100 pl Aliquots bei80 °C
aufbewahrt Zur Transformation wurden dieseufaEis aufgetautund mit 10 pl des
Ligationsansatze2(1.7) versetzt Nach 20 Minutemnkubation auf Eigiurde einHitzeschock

bei 42 °C und 800 rpm iieizschuttler Tab.8) durchgefuhrt.Nach der Zugabe va@00pul
LBMedium erfolgte eine weitere Inkubation im Heizschuttler bei 37 °C und 800 rpm fir 1 h.

Zur Resistenzselektion wurden die Bakterien aubtkBeAgarplatten ausplattiert.

2.1.9 Isolierung von PlasmidDNA

Die Isolierung von PlasmlNA wurde nach dem nachfolgend beschriebenen Protokoll
durchgefuhrt. Dabei handelt es sich um dikadische Lyse der Bakterienzelland der
anschlieBenderBindung der PlasmiDNA aneine KieselgeMatrix. Dazu wurden fir eine
UN-Kultur 3 ml LBVledium mit einer Einzelkolonie angeimpft und anschlieRendogiNg7°C
und 180 rpm inkubiertDie Zellen wurden pelletiert und anschlieRend in 200 ul Mérlin
resuspendiert.Nach der Zugabe von 200 ul Merlin 1l wurde das Reaktionsgefafina¢h
invertiert. Danach wurden 200 pl Merlin 1l hinzugegeben und das Reaktionsgefald finfmal
invertiert. Der Ansatz wurde 5 Minuten bei RT inkubiert. Die Zelltrimmer, genomische DNA
und RNA wurden durch Zentrifugation (10 Minuten bei 20.000xg) pellebenrt.Uberstand
im Reaktionsgefal? wurde mit 1 ml Merlin IV in einem neuen Reaktionsgefald fir 5 Minuten
auf einem Rotator inkubiert. Die an das Kieselgel gebundene PE3NAdwurde lber eine
Saule mit 2x 1 ml Potassium Wash mittels einer Vakuumpumpe gewadteSaule wurde
getrocknet, bevor die PlasmidNA in 50 pl 10 mM Tris, pH 8,5 (vorgewarmt auf 70 °C), eluiert
wurde.
Merlin I: 50 mM TrisCl (pH 7,6)

10 mM EDTA

100 pg/ml RNase A

ad 100 ml dkD

Merlin I1: 0,2 M NaOH
1% SDS
ad 100 ml d&O

20



MATERIAL UND METHODEN

Merlin 111 61,35 g Kaliumacetat
35,7 ml Eisessig
ad 500ml dHO

Merlin 1V: 66,84 g Guanidiniumhydrochlorid
33,33 ml Merlin 11
pH 5,5 mit 10 M NaOH einstellen
ad 100 ml d&O
1,5 g Kieselgel 60

PotassiumVash: 80 mM Kaliumacetat
8,3 mM Tris (pH 7,5)
40 uM EDTA
55% EtOH (1086)
ad 100ml dHO

Alternativ wurde das GeneJET Plasmid MiniprepTKiemo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA verwendet.

2.1.10 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Reinheit sowie die Konzentration delasmidDNAwurde mit einem Nanophotometer
(Tab. 8) quantifiziert. Dabei wurde der Elutionspuffer 10 mM Tris, pH 8,5 als Referenz
verwendet. Die Konzentration der Plasmi2NA wurde bei einer Wellenlange von 260 nm
bestimmt. DesWeiteren wurden die Quotienten A260/A280 sowie A260/A230 berechnet,
um die Reinheit der Probe zu bestimmen. Dabei weisen Werte abweichend der nachstehend
angegebenen Referenzwerte auf eine Kontamination der Probe mit Proteinen bzw.
organischen Substanzemhi

A260/A280 =1,&,0

A260/A230%2,0
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2.1.11 Sequenzierung

Die Sequenz der isolierten PlasAbNA wurde mittels SangeiSequenzierungon Eurofins
GATC (Sequencing Department, Kdiestimmt. Dazu wurden jeweilS pl PlasmieDNA
(80-100 ng/pl)und 5 pl Oligonukleotid (5 pmol/pkpezifisch fur den Vektor pPD129.3@l.
3)) in ein Reaktionsgefald gegeben und eingeschiBld.erhaltenen Sequenzdaten wurden
mit der Software GeneiousTéb.9) analysiertund Uber das Wormbase BLABfiogramm
(https://wormbase.org/tools/blast_blat) mit den€ elegansgGenom C. elegan$Sequencing

Consortium genome projecBRINA13758) verglichen.

2.2 C. elegangMethoden

2.2.1 Kultivierung vonC. elegans

Die nachfolgend genannted. eleganStamme(Tab.4) wurden unter Standardbedingungen
(Brenner, 1974)bei 15 °C auf MinimalmediwAgarplatten 2.2.2 (Lahl et al.,, 2003)
kultiviert, auf denen detJracitauxotropheE.colrStamm OP5QCGC Minnesota, MN, USA)
als Nahrungsquellgerwendet wurde Die OP50Bakterien wurden auf LB AgBRtatten bei

4 °C gehalten und inBMedium kultiviert(2.1.2.

Tab.4 VerwendeteC. elegansStamme

Bezeichnung Genotyp Bezugsquelle

BOX188 maph1.1(mib12[GFP::maph.1]) | Mike Boxem(Waaijers et al..
2016)

N2 Wildtyp, Varietat Bristol Caenorhabditis Genetics
Center

JM125 Kds38[pgesl::act5::yfp] James D. McGheE€algary
University

CE81 pept-1::DsRedfriiher opt-2) Exelixis Inc., South S

Francisco CA, USA

OLB11 rde-1(ne219)dudslfelt-2::rdel+ol-6] AG Bossinger
(McGhee et al., 2009;
Pilipiuk et al., 2009)
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2.2.2 Agarplatten zur Haltung vor€. elegans

NGM Agarplatten:

12 g NacCl
10 g Bacto Pepton
709 Bacto Agar

ad4 | mit dBO, anschlieRend autoklavieren
bei 60 °C Zugabe von:

100 ml 1 M Kaliumphosphatpuffer pH6

4 ml 1M CaGl

4 ml 1 M MgSQ@

4 ml Cholesterol (0,4 g Cholesterin + 80 mP8EtOH)
8 ml Nystatin (10.000 U/ml)

Salzfreie Agarplatten (Minimalmediyitiahl et al., 2003)
80 g Agar

ad4| mit d#O, anschlieRendwtoklavieren

bei 60 °C Zugabe von

4ml Cholesterol0,4 g Cholesterin + 80 ml 96 EtOH)

2.3 RNAvermittelte Interferenz(RNAi)durch Fitterung

Fur die RNAExperimente dieser Arbeit wurde die FltterungsmethodedemE.coli-Stamm
HT115(DE3)erwendet.Bei dieser Methode fluhrt didufnahme von dsRNAroduzierenden
Bakterienuiber die Nahrungu einer Herunterregulierung des Gens auf mHthane(1.4)
(Fire et al., 1998; Timmons & Fire, 199 wurderfutterungsbakterien mit deZielsequenz
des entsprechenden Genaus der RNAiFutteribliothek, die von Source BioScience
vertrieben wird, verwende{(Fraser et al., 2000; Kamath et al., 2003; Kamath & Ahringer,
2003) Fallskeine Ftterbakterien mit dem gewinschten Insert im Vektodieser RNAI
Futterbibliothek vorhanden waren, wurden diese durch di&lonierung von CcDNA
Fragmenten irden pPD129.36 Vektound die Transformation i.coliHT115 (DE3elbst
hergestellt(Tab.3).
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Tab.5 Genotyp des fur RNAIi durch Futterung verwendeten Bakterienstamms HT115 (DE3)

E. coliStamm Genotyp Bezugsquelle
HT115 (DE3) F, mcrA, merB, IN(rrinE)1, rncl4::Tnl( CGC Minneapolis, MM
(IPTGnduzierbare T7 Polymerase) (RN/ USA

[l minus)

2.3.1 Herstellung deirRNAtAgarplatten

Fur die RNAEXperimente wurden NGMgarplatten(2.2.2) verwendet, denen Antibiotika
zur Resistenzselektion der Bakterien sowie IPTG zur InduktionT dBNAPolymerase
zugesetzt wurdenDie Platten wirden bei RT getrocknet und anschliel3end bis zur weiteren

Verwendung bei 4 °C maximal zwei Wochen aufbewahrt.

Carbenicillin: Verdinnung 1:1.000 eindf00 mg/miIStammlésung
Tetracyclin: Verdiinnung 1:1.000 eindr2,5 mg/miStammldsundin EtOH)
Kanamycin Verdinnung 1:1.000 einé0 mg/ml Stammlésung

IPTG: Verdinnung 1:500einer 1 M Stammldsung

2.3.2 Herstellung derE. cokUN-Kultur

Es wurden jeweils 5 mlBam, TeeMedium mit einer Einzelkolonieder mit dem jeweiligen
Insert des gewtiinschten Zielgens transformierienoliHT115 (DE3) inokuliert. AnschlieRend

wurde die Kultutiber Nacht im Schattler bei 37 °C und 180 rpm kultiviert.

2.3.3 Animpfen der RNARAgardatten mit der UN-Kultur

Die Konzentration deE. coiUN-Kulturwurde bei Olgo bestimmt. AnschlieRend wurde die
Bakterienkulturim benotigtenEndwlumen auf eine O&ovon 1 verdinnt Um nachfolgend

die Expression der dsRNA zu induzieren, wurden pro 1 ml Endvolumen 7 ul 1 M IPTG
hinzugegeben. Farer Stunden erfolgte eine weitere Inkubation bei 37 °C und 180 rpm. Die
RNAidAgarplatten 2.3.1) wurden mit jeweils 500 pl beimpft und zwei Tage lang bei RT
getrocknet.Danach wurden die Platten bei 4 °C bis zur experimentellen Verwendung maximal

zwei Wochen lang gelagert.
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2.3.4 Ansetzen der RNAEXperimente

Die beimpften RNAAgarpatten wurden vor der ersten Verwendung fir 1 h bei 37 °C
inkubiert, um die dsRNRroduktion in den HT115 (DEBakterien anzuregerDie RNAi
Experimentewurden mit Larven in Ll-loder im L4Stadium gestarteund anschlie3end bei
15°C gelagert.Als Negativkontrolle wurde das RMN#onstrukt VC (Vektorkontrolle)
verwendet, in dem keine spezifische Gensequenz in den Vektor pPD129.36 kloniert wurde,
sodass dieser als Leervektor in den HT115 (BEB)erien vorliegt. Als Positivkontrollen
wurden RNAKonstrukte verwendet, deren Phénotyp bereits bekannt ist, m@&«3(RNAI)

oder let-413(RNAi)die einen sterilen Phé&notyp zeigeldie Wirmer wurden alle drei Tage

auf neue RNAPatten gesetzt damit eine kontinuierliche Aufnahme der dsRNA
produzierenden Bakterien gewéhrleistet.iBie Larven wurden mit Hilfe einer ausgezogenen
Pasteurpipette UbertragenUm eine eindeutige Auszahlung der Nachkommenzahl zu
ermdglichen, wurden die Adulten, nachdem die Ablage der Embryonen begonnen hatte, alle
24 h auf neue Platten gesetzt. Die Auszahlung der Nachkommen erfolgte insgesamt fur eine
Dauer von vier Tage da nach diesem Zeitraum die Nachkommenproduktion beendet
Nachdem die Adulten von einer Platte entfernt worden waren, wundeh 24 hiiberprift,

ob auf dieser Platte abgelegtembryonen letal warelJm anschlielend an die Entwicklung

der PGGeneration auch die der Fdeneration zu verfolgen, wurden F1-Larven ebenfalls

auf RNAPatten weitergesetzt, um die kontinuierliche Aufnahme der dsRX#&luzierenden

Bakterien aufrechtzuerhalteiasAnsetzen der RNAulsexperimentavird in 3.1 erlautert.

2.4 Mikroskopie

Die verwendeten Mikroskope und die Bestandteile sindlab.6 aufcelistet. Es wurden
Lebendbeobachtung vogk. elegansauf Agarplatten mit dem Binokular Stemi 2000 und
Stemi508 durchgefihrtDas Darmepithel und ggf. das Fluoreszenzmuster wurden mit dem

Axio Imager Z1 oder dem LSM&8tkumentiert.

Tab.6 Mikroskope mit Kamera und Objektiven

Mikroskop Bestandteile Hersteller
Binokular Stemi 2000, Lampe KL200 Carl Zeiss Microscor.
Stemi 508 GmbH, Jena
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Mikroskop Bestandteile Hersteller
Fluoreszenzmikroskop AxioCam MRm Carl ZeisdMicroscopy
Axio Imager Z1 FLUAR 2,5x/0,12 GmbH, Jena

ECPlanNEOFLUAR 10x/0,3

LC1 PlatAPOCHROMAT 25x/0,8

PlanAPOCHROMAT 63x/1,4 Oil C

PlanAPOCHROMAT 40x/0,75 |

DIC

PlanAPOCHROMAT 100x/1,4

DIC
LaserScanningMikroskop LSM TPMT Carl Zeiss Microscog
LSM880 EGPlanNEOFLUAR 10x/0,3 GmbH, Jena

LC1 PlatAPOCHROMAT 25x/0,8

PlanAPOCHROMAT 63x/1,4 Oil C

2.4.1 Herstellungder Agarosebeschichtetan Objekttrager

Fur Lebendbeobachtungen vdd. elegan€Embryonen, Larven und Adulten mit héheren
VergroRerungen wurden diese in einen Wassertropfen auf einem Objekttrager mit
Agarosepad transferiert. Fir das Agarosepad wurde e&@ Agaroseldsung in gblin der
Mikrowelle aufgekocht. Ein Tropfen dieser Agaroseldosung wurde auf den Objekttrager
gegeben und durch das Auflegen eines zweiten Objekttragers Ubemehstandshalter
gespreizt. Um Larven und Adulte zu betauben, wurde das Wasser auf dem Agarosepad
abgenommen und durch 4 pl Levamisol (5 mM) ersddas Deckglas wurde mit Vaseline
abgedichtet. Die Fotodokumentation der Praparate erfolgiié demAxio Imager Z1 mit der
Software ZEN (blue edition) umdit dem LSM880 mit ZEN (black edition). Die Auswertung
erfolgte mit FIJ{(Schindelin et al., 2012nd die Erstellung der Collagen mit Inkscapa(9).
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2.5 Auswertung

2.5.1 Ermittlung der Kdrpelange

Mit dem Axio Imager Z1Tab. 6) wurden Larvenund aulte Wirmer, die auf einem
Objekttrager mit AgassePad (2.4.1) betdubt wurden, unter zehnfacher Vergrol3erung
aufgenommenZur Ermittlung der Kérperlange wurddt FIJ(Schindelin et al., 201%) DK-
AufnahmenY At RSNJ Cdzy1 A2y aaS3aAYSYiSR ftAySa SAy!
bis zur posterior zulaufenden SchwanzspigezogenDie Messung wurde in jedelVurm

jeweils dreimal durchgefuhrt.

Abb. 7 Beispielhafte Darstellung der Ermittlung der Kgerlange in FIJI.

DieY| NLIJSNX Ny3S 6dzNRS YAG I AfFS RSN Cdzy{lGAz2y aaS3aySyi
dreimal wiederholt. Hier ist bspw. eine JM125 Larve aus der Kontrollgruppe an Tag 2 abgebildet. Gré3enbalken:
50 um

2.5.2 Quantifizierung der Fluoreszenzsignale

Zur Auswertung der Reduktion des Fluoreszenzsignals an der apikalen Membran wurde in FIJI
(Schindelin et al., 2012hanuell ein Bereich von Interesse (R@Hjiniert. Diese ROI wurde
sechsmal an unterschiedlichen Positionen der apikalen Membran sowie im
Hintergrundbereichfestgelegt (Abb. 8). Fur alle ROl wurden mit Hilfe der Funktion
omSt AdzNBYSyYyiGa RAS aAyidSaNI ISR RSyairideasz RA:
Mittelwert der Hintergrundfluoreszenzintensitat als auch die Gro3e der ROI bestimmt.
Daraus wurde die
DET I QOQWMD cO'Mi a QBG Qe 0 Qe i QO
"0¢ 0 QQIOME QWODE 60 QI "I 6 & 'Q'QA 6 HROtVDO V& a"QE 0 Qe i
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berechnet (Gavet & Pines, 2010)Der Vorteil dieser Berechnung ist, dass die
Fluoreszenzintensitat nicht einfach nur gemittelt wivdpdurch sonstsehr helle oder sehr
dunkle Pixelwerte verloren gehen wirddfin weiterer Vorteil ist, dass siee Werte fur ROIs
unterschiedlicher Gré3e verglichen werdeinnen

Es wurde darauf geachtet, dass die ROI gleichmal3ig an der apikalen Membran verteilt
wurden, um eie aussagekraftige Quantifizierung der Fluoreszenzintensitat zu gewahrleisten.
Dabei wurde das erste Int des Darms von den Messungen ausgenommen, da dort das
Fluoreszenzsignal im Vergleich zum restlichen Darm meisimogen erscheint. Eine
maogliche Erklarung ist, dass das erste Int, im Vergleich zdnt82 sichnicht aus zwei

Enterozyten zusammensetzt, sondemsvier.

PEPT-1::DsRed

Abb. 8 Beispielhafte Darstellung der Quantifizierung des apikalen Fluoreszenzsignals- PEMSRed irF1J]

Die Intensitat des Fluoreszenzsignals wurde innerhalb einer ROI bestimmt. Um representative Messwerte zu
erhalten, wurde die ROI sechs Mal im apikalen Fluoreszenzsignal sowie sechs Mal im Hintergrund berechnet.
GrolRenbalken: 10 pm

28



MATERIAL UND METHODEN

2.6 Statistik

Die gatistische Auswertungvurde mit Microsoft Excel (Microsoft Office 365 ProPIliab.9)
durchgeftihrt. Die dargestellten Fehlerindikatoren entsprechen der ermittelten
Standardabweichung des jeweiligen MittelwertZur Bestimmung der statistischen
Signifikanz wird von folgenden Hypothesen ausgegangen:
- Nullhypothese It Durch RNAI induzierte Defekte wirken sich nicht auf den Readout
(z.B. Nachkommenanzahl, Intensitat ddgoreszenzsignals) aus.
- Gegenhypothese #1Durch RNAi induzierte Defekte wirken sich auf den Readout (z.B.
Nachkommenanzahl, Intensitéat des Fluoreszenzsignals) aus.
Um zu bestimmen, ob die Nullhypothesezd Gunsten der Gegenhypothesezd verwerfen
ist, wurde ein ZweistichprobenTest durchgefiihctDabei wird beriicksichtigt, dass es sich
um zwei Stichproben aus unabhangigen Grundgesamtheiten handelt (ungleiche Varianzen,
heteroskedastisch)Der pWert gibt die Wahrscheinlichkeit wieder, dass die Nullhypothese
Ho irrttimlich verworfen wurde, da eine Abweichung von der Norm nur durch Zufall zustande
kommt. De Signifikanmiveaus wurden entsprechend gekennzeichngt<005 | *,

p<0,01l ** und p<0,001] ***

2.7 Chemikalien, Materialien, Gerate und Software

Die Chemikalien wurden bezogen véppliChem GmbH (DarmstadBio-Rad Laboratories

GmbH (Feldkirchen), Biozym Scientific GmbH (Hessisch Olde@dotfiRoth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe), SigmaAldrich Chemie GmbH (Minchenpd LINARIS Biologische Produkte
GmbH (Dossenheim) Das Laborequipment (z. B. ReaktionsgefaRe, Petrischalen,
Pipettenspitzen) wurde bezogen von: Eppendorf AG (Hamburg), SARSTEDT AG & Co. KG
(NUmbrecht), BRAND GmbH & Co. KG (Wertheim) und A. Hartenstein GmbH (Wurzburg).
AulRerdem wurden dimachfolgend aufgelisteten Reagenziensafkaly(7), Gerate (ab.8)

und Software Tab.9) verwendet.
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Tab.7 Reagenzienséatze und Hersteller

Reagenziensatz (Kit) Hersteller

GeneJE™ PlasmidMiniprep-Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, U

KAPA2G Fast ReadyMix mit Dye Kapa Biosystems, London (England)

Monarch® DNA Gel Extraction Kit New England Biolab&mbH, Frankfurt an
Main

NucleoSpi®Gel and PCR Cleap MachereyNagel GmbH & Co. KG, Diiren

Tab.8 Gerate mit Modellbezeichnung und Herstellerangabe

Gerat Modellbezeichnung Hersteller

Autoklav Systec W65 Systec GmbH,inden

Binokular Stemi 2000 Lampe KL200 Carl Zeiss AG, Jena

Brutschranke function line B12 Heraeus Kulzer, Hanau
WKr 1811 LiebherrHausgeréte

GmbH, Ochsenhausen

Deckglaser 24X32mm VWR International GmbF
Langenfeld
Fluoreszenzbinokular Leica MZ 16 FA + KL1500LC Leica Microsystem:
GmbH, Wetzlar
Nikon AZ100M Nikon GmbH, Dusseldorf
EOS 6D Canon GmbH, Krefeld
Geldokumentationsdrucker Mitsubishi Electric Video Cog Mitsubishi Electric,
Processor P93E Ratingen
Heizschttler Thermomixer Comfort Eppendorf AG, Hamburg
Inkubationsschiuttler INFORS HACTMinitron INFORS HAT, Ba:
(Schweiz)
Magnetriihrer mit Heizung RCBasic IKA Werke, Staufen

Membranvakuumpumpe  VacMan Laboratory Vakuun Vacuubrand GmbH & Ci

Manifold KG, Wertheim
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Gerat

Modellbezeichnung

Hersteller

Mikroliterzentrifuge

Z216MK mit Kihlsysstem

Hermle Labortechnil

GmbH, Wehingen

Minizentrifuge

SPROUT 12V

Heathrow Scientific

Vernon Hills (USA)

Nanophotometer P-class P330 (Lid 10) Implen GmbH, Minchen
PCRMaschine Mastercycler Eppendorf AG, Hamburg
Photometer Biophotometer Eppendorf AG, Hamburg
Pipetten Research plus Eppendorf AG, Hamburg

Pipettierhelfer

accujet® pro

BRAND GmbH & Co. t
(Wertheim)

Prazisionswaagen

Precisa 321 LS 220A

Precisa Gravimetrics AG

Dietikon (Schweiz)

Talent TE4101

Sartorius AG, Gottingen

Pumpe

INTEGRA Dose it

IBS Integra Bioscience

Zizers (Schweiz9

Stereomikroskop

Stemi 508

Carl Zeiss AG, Jena

Sterilbank Holten Lamin Air IBS Integra Bioscience
ZizergSchweiz)
Stromversorgung PowerPac Basic Power Supp Bio-Rad Laboratories Ltd
Gelkammer Hertfordshire (England)
Trockenschrank WTC Binder GmbH, Tuttlingen

UV-Transilluminator

UV-Transilluminator

nm/160x200 mm

INTAS GmbH, Goéttingen

Vortex

Genie 2

Scientific Industries, Ne\

York (USA)
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Tab.9 Software

Software Herkunft

Adobe Photoshop Elements x.x. Adobe Inc., San José, CA, USA

Excel (Microsoft Office 365 ProPlus) Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

FIJI Schindeliret al., 2012
Geneious R6 6.1.8 Biomatters, Ltd., Auckland, New Zealand
Inkscape (0.29.4) Free Software Foundation, Inc., Boston, MA, L

Zen 2012, Blue und Black Edition  Carl ZeisMicroscopy GmbH, Jena
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3 ONHSoyAaas

3.1 Etablierung von RNA#Pulsexperimenta zur Untersuchng des
mikrovillaren Birstensaums in C. elegans
Die Abwesenheit von Stammzellen i@ elegansDarm und die damit einhergehende
fehlende Fahigkeit der Selbsterneuerung der Enterozyten fuhrt dazu, dass diese bei einer
Schadigung des Darmepithels nicht ersetzt werden konf@endie Enterozyteraberin der
Lage sind Defekte im Mikrowvifiaum die durchtemporare darmspezifisch RNAI induziert
werden, zu reparieren ist bisher nicht bekanntDazu wurdenC. elegansWurmer flr
unterschiedliche Zeitraume auf RNAatten gehaltenund sowohl embryonale als auch
postembryonaledPulsRNAieingesetzt Abb.9 A, B). Dieweitere Beurteilungerfolgte anhand
der Entwicklung der wo PulsRNAI betroffenen Generationsowie der Anzahl der
Nachkommen irder Folgegeneration
Um embryonalePulsRNAI(Abb. 9 A) hervorzurufen wurde mit L4Larven(= PO)auf RNA

Platten gestartet. Diese Larven erreichten das adulte Stadium und |ldgt@mryonen ab
(=F1). Dieim Zeitraunvon26-44 h der Verweildauer der PO auf den RiRkitten abgelegin
Embryonenwurden dann mit einer ausgezogenen Pasteurpipette akibntrollplatten
transferiert und die Entwicklung der FGenerationund ihre Nachkommenzah(= F2
dokumentiert. Um eine kontinuierliche Nahrungsaufnahme zu gewahrleisten, wurden die
Kontrollplattenalle drei Tage gewechselt.

Um postembryonale PuldRNAi(Abb. 9 B) von 3,5 h;7 h; 24 h oder 48 h hervorzurufen,

wurden gerade geschlipfte Harven (= P0O) mit einer ausgezogenen Pasteurpipette auf
RNAiPIlatten gesetzt und danach akibntrollplattentransferiert. Auf diesen wurde dann die
weitere Entwicklungder POund, wenn vorhandendie Anzahl demNachkommen(= F1)
dokumentiert. Auch hier wurden di€ontrollplattenalle drei Tage gewechselt.

Neben dem Wildtyp N2WT) Stammwurde auchder darmspezifiscea RNAIStamm OLB11
eingesetz{McGhee et al., 2009; Pilipiuk et al., 2009 sowohtler WTals auch OLB11 keine
Reporterstammanit Markern fir dermikrovillaen Burstensaum sind, wurden weiterhired
StammeIM125 (AGH::YFP) und CE81 (PEPDsRedgingesetztum die Auswirkungen der

RNAIn vivozu analysiererund zu quantifizieren
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Daact-5(RNAIYm WT wnd in CE81 zu embryonaler Letalitat fuhrt (3.8pnnte embryonale
act-5 PulsRNANur in OLB11 und JM125 durchgefiihrt werdBres gilt auch flir embryonale
aps1 PulsRNAI

Schematische Darstellung der RNAi-Pulsexperimente
A embryonale Puls-RNAI B postembryonale Puls-RNAi
L4-Larven auf
RNAi-Platten L1-Larven auf RNAi-Platten
> PO > > F1 auf VC > 2R >\ PO > POaufVvC > >F1>
— ! [ | I ! !
At=26-44 h Entwicklung? Anzahl?[t=3,5h t=7h t=24h  t=48 h Entwicklung? Anzahl?
Transfer der !
u Transfer der Larven
wahrend At .
zu Zeitpunkt t
abgelegten
F1-Embryonen Y
RNAI  VC
RNAI  VC

Abb.9 Schematische Darstellung der RNRillsexperimente.

(A) Furembryonale PulsRNAiwurde das Experiment mit Hdarven(= PO)auf RNAPIlatten gestartet. Diese
Larven erreichten das adulte Stadium uedten Embryonerf= F1) &. Die Embryonen, die in einem Zeitraum
von 2644 h(kt=18 h)abgelegt wurden, wurden adfontrollplatten ¥/ Q transferiert. Die Entwicklung der F1 bis
zum adulten Wurm sowie die Anzahl derlR@chkommen wurden dokumentierfB) Flrpostembryonale Puls
RNAiwurden gerade geschlipfte {Liarven(= POauf RNAPlatten gesetzt. Naathen angegebenedeitspannen
wurden diese Larven audfontrollplatten(VQ transferiert. Die Entwicklung der Larven bis zum adulten Wurm
und die Anzahl der Filachkommen wurden dokumentiert.
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3.2 act-5(RNAi) und ap4(RNAi) fihren zu Verdnderungen der
Fluoreszenzsignale der MikroviMarker ACT5 und PEPT
Um in vivo Veranderungen der Mikrovilli beobachten zu kénnen, sind geeignete Marker
erforderlich. Die Proteine AGund PERT wurden aufgrund ihrer Lokalisation und Funktion
in der apikalen Membrandomane der Enterozyten ausgewah&.d.
Das Fehlen von A&Tfuhrt zu einer Abnahme bis hin zu einem vollstandigen Verlust der
Mikrovilli sowie zu larvalem Arrest bzw. in der Deletionsmutante zu larvaler Letaliat (Gobel
et al., 2004; MacQueen et al., 200D)e korrekte Lokalisation von PEPWird durch den
Funktionsverlust von APS1, der SigmaUntereinheit des konservierten Clathfin
Adapterproteinkomplexes AP, der an der Bildung intrazellularer Transportvesikel zur
apikalen Membrandomane beteiligst, gestort(Nakatsu et al., 2014; Shat@gdah et al.,
2012; H. Zhang et al., 2012)
Da dieFluoreszenzsignaleon ACI5 und PERT in den Reporterstammen JM125 bzw. CE81
entlang der apikalen Membran lokalisieren, wurdear Quantifizierung Messbereiche
entlang dieserfestgelegt (siehe Material und Methoden.5.2. Aufgrund eines generell
inhomogeneren Fluoreszenzsignals der ersten vier anterioren Darmzellen nvdieke von

der Messung ausgenommen.

3.2.1 DasACT5::YFPFluoreszenzsignast nach mstembryonale act-5 Dauer und Puls
RNAireduziert

In den JM125 Larven der Kontrollgruppe iefrlas ACH::YFFrluoreszenzsignal deutlich
entlang der apikalen Membran der Enterozytékbp.10! = | Yo d . SA ac8ga d Sy
DauerRNAwurde ein unregelmafigerarerlauf dieses FluoreszenzsigratsTag 2Abb.10

.2 . WO bdpbaehtet. DiE Flubreszenzintensitét in dest-5(RNABWUrmernwar von

63.686 A.U. auf 17.579 AU bzw. von 82.010 A.U. auf 20.999 A.U. signifikant verAbgert (

10 C) Esstellt sichnun die Frage, ob nach kunzpostembryonale act-5 PulsRNAivon 7 h

bzw. 3,5 h in LtLarven Auswirkungen auf das ARTYFFFluoreszenzsignal auftreten, die
wahrend der nachfolgenden Entwicklung &antrollplatten(zu den Messzeitpunktehag 1,

3,und7) anhalten

Bereitsan Tag lwarin den RNAWUrmerneine geringere Kontinuitat des Fluoreszenzsignals

an der apikalen Membran zu erkenneAbp. 10 F, FPB, HPO @ Ly a3Sal Yd SN

Fluoreszenzsignal inhomogener als in den Kontrollwirni&bih.105 ¥ [Bied kodnte auch
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an Tag 7n den Wirmern, die das adulte Stadium nicht erreicht hatten, beobachtet werden
(Abb.10GGYIYO @ . SA RSYy YAl Cf dz2 NS &l Bbflod Xy lyER SR S
es sich vermutlich um autofluoreszierende Da@ranula.

Fur eine bessere Ubersichtlichkeit wurtieAbb. 10 die Fluoreszenzintensitat nur tbelie

Tage 1, 3 und 7 aufgetragen. lAbb. 31 wird diese Uber einen Verlauf von sieben Tagen
dargestellt.

An Tag war die Fluoreszenzintensitat nach 7albt-5 PulsRNAiImit 64.358 A.U. hoher als
nach 3,51 act-5 PulsRNAimit 35.266 A.U., aber niedriger als akibntrollplatten mit
133.307A.U. Abb.10J). An Tag 3 und Tag 7 war die Fluoreszenzintensitat nacha8ish
PulsRNA{(31.130A.U. bzw83.117A.U.) hoher als nach 7dtt-5 PulsRNA(24.432A.U. bzw.
52.974A.U.) und jeweils niedriger als afontrolldatten 82.836A.U. bzw154.226A.U.)
Auffallig ist, dass an Tdgnach3,5 hact-5 PulsRNAidie Fluoreszenzintensitat zu 2198
weiter reduziert ist als nach einem h act-5 PulsRNAi Dabei ist zu beachten, dass die
Auswertung der Fluoreszenzintensitat nach adt5 PulsRNAieine Standardabweichung

von 80,1% des Mittelwertergah Eine mogliche Erklarung ist ein inhomogenes Fluoreszenz
signal entlang der apikalen Membran in Verbindung mit der geringen Anzahl an Messungen
(n=7 bzw. n=4).

Es bleibt festzuhaltendass die Fluoreszenzintensitates AC®H Signalsnach kurze
postembryonale act-5 PulsRNAgegeniber der Fluoreszenzintensitat der Kontrollgruppe an
den Tagen 1, 3 undauf Kontrollplattensignifikant reduzierbleibt. Esist jedoch zu prufen

ob der RNAEffektnach Transfer der Tiere affontrollgatten anhalt und damit dieact-5
mRNAweiter herunterreguliertwird. Ergebnisse, die in 3.5 beschrieben werden, deuten

daraufhin, dass dies wahrscheinliolitht auf Dauerder Fallist.
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Tag 1 Tag 7

D ACT-5::YFP D'
- 20 um E

E ’ NS w” b i %
7 h act-5(RNA),

dann VC

3,5 h act-5(RNAI),
dann VC

C Reduktion des ACT-5::YFP-Fluoreszenzsignals bei J

Reduktion des ACT-5::YFP-Fluoreszenzsignals nach postembryonaler act-5 Puls-RNAi: Start JM125 L1
postembryonaler act-5 Dauer-RNAi

250.000
120.000

T

)

— 100.000 ~ 200.000

L L]

| vC
M 7 hact-5(RNAJ), dann VC
[] 3,5 h act-5(RNAJ), dann VC

150.000
*%
) (113
100.000 1

80.000 ;
x
«
60.000 v :
O act-5(RNAI)
40.000
50.000 bk
20.000
0 n=9 n=5 o n=4 n=5

Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag3 Tag 7

Fluoreszenzintensitat (A.U
Fluoreszenzintensitat (A.U

Abb.10In vivoFluoreszenzaufnahmen des AGTYFPSignalsm Darm von JM128Viurmern bei postembryonaleract-5(RNA) und nach 7 h und 3,5 h postembryonalect-5
PulsRNAImit Quantifizierung der Fluoreszenzsignale.

Tag 13, Tag 7 sind Messzeitpunk{@,B)In vivoF-Signavon ACTF5::YFRbei act-5 DauerRNAI(A: VG B: act-5(RNAI) an der apikalen Membrar. |, B¥\jergréRerungen der in
(A, B) markierten Bereichemit bspw. Messbereicha an der apikalen Membran(C) Quantifizierung de A-Signas. Start JM125 L1Tag 2,3Verweildauer auf RNAVC
63.686:26.484 A.U.82.01(3:28.272 A.U.act-5(RNAI)17.57%5483 A.U.20.99913.804 A.U(D-l) In vivoR-Signalvon ACT5::YFP nach/B,5 hpostembryonale act-5 Puls
RNAian Tag 1 und Tag 3tart IM125 LID> 5 W I90e¥k&s'"Signal von AGH::YFP an der apikalen Membriarder Kontrollgruppen Tag 1D,DWund Tag 1G,GW¥ &chwacheres
FL-Signal an Tag 1 na@h EE¥ 0  dzy’ RPVacESPulFRNA Vereinzelt got es Abschnitte, in denen das Fluoreszenzsignal an der apikalen Membran stérker hérieitre
Erholung des FS8ignalsbis zu Tag 7(H-L \{d) Quantifizierung des FBignals Start JM125 L1, AL YFPA-Intensitdt an &g 1, Tag 3, Tag 7 albntrolldatten:
133.30471.247A.U, 82.836:33.149 A.U.154.22651.275 A.U; nach 7 hact-5 PulsRNAi 64.35851.525 A.U.24.43213.712 A.U.52.974:33.680 A.U; nach 3,5 hact-5 Puls
RNAi 35.266:16.889 A.U.31.1314.871 A.U.83.11451.116 A.U.GroBenbalkerin (A. Y0 Y wm n-L R **p Wertx®01, *** pWert<0,001.
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3.2.2 Postembryonale und embryonal@ps1(RNAiyeduziert die Fluoreszenzsignale von
ACT5:.YFP und PEHMI:dsRed

Wahrend der postembryonalen Entwicklung und nach embryon@ldsRNAiwurden die
Auswirkungen der Herunterregulierung von AP8uf die MikroviliMarker AC35 (Abb.11,

JM125 Stammund PERT (Abb.12D-F, CE81 Stamjuntersucht.

In JM125 Larven wareneb postembryonaleraps1 DauerRNAiim Darmepithel Vakuolen
unterschiedlicher GréRe zu seheAbp. 11 & , Astérisk). In den Kontrollwirmern war
hingegen ein intaktes Darmepithél§b.11 A) zu erkennen, durch das ein Lumen (L) verlauft,

das apikal von einem Biirstensaum ausgekleidefisb(11! WX t FSAf S0 5AS |
dieses Darmepithelwar entlang des Lumens durchgehend mit A FH-luoreszenzsignal
dekoriert Abb.11. = . W0 ® . SA apdAd DiuS-RNANSgR Was IASBLIYFP
Fluoreszenzsignal eine zytoplasmatische Verteilung und lokatisigch an den Randern der
Vakuolen im DarmepithelApb.11 D, Pfeile). Das Lumen vieflnicht so gerade wie in der
Kontrollgruppe, sondern urde durch die Vakuolen beiseitegeschoben. Stellenweiaeein

apikaler Burstensaum, der auch mit A&ITYFP dekorienvar, zu erkennerfAbb.11/ W% 5 WX
Pfeile).

Nachembryonale aps1 PulsRNAwurde ein Fluoreszenzsignal an der apikalen Membran
Darmepithelder sichnunauf Kontrollplattenentwickelnden FAGenerationbeobachtet(Abb.

11 F) Die Fluoreszenzsignale der sich gegenuberliegenden apikalen Seitepresatiffus

und nicht klar trennbar Abb. 11 CW0 ® CNNJ SAYyS @SNDbSaa&NLS -
Aufnahmen nach der Quantifizierung eine automatische Helligkeit/Kon&kapassung
vorgenommenNachembryonale aps-1 PulsRNAiag die Fluoreszenzintensitat an Tag 1 und

Tag 2 der folgenden Entwicklung a{dntrollplattenmit 1619 A.Ubzw.783 A.Uunter der
Kontrollgruppe mi2765 A.Ubzw.3383 A.U(Abb.11 G).Eine Quantifizierung an spéteren
Tagen konnte nicht vorgenommen werden, da das Fluoreszenzsignal zu diffus und inhomogen
war.

Auch das PEPI:DsRed~luoreszenzsignal lokalisierin der Kontrollgruppan der apikalen
Membran @bb. 12 ! X lYood . SA hir5 DBIOFRNAR ay Idiés&sNJ
Fluoreszenzsignal deutlich diffuser vertgitbb. 12 . X~ . DiéB (zeigt sich auch an der
signifikanten Verringerung der Fluoreszenzintensai@tTag 2 und Tag 3 von 92.254 A.U. auf

10.264 A.U. bzw. von 102.074 A.U. auf 11.582 Akb.(2 C).Diese Auswirkungen auf das
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PEPTL::DsReeFluoreszenzsignal zeigen, dass es sich um einen geeigneten Mikfavkiér

handelt.

Ahnliche Auswirkungen wurden bebstembryonaleaps-1 DauerRNAin CE8beobachtet.

In der Kontrollgruppe vedf das PERT::DsReeFluoreszenzsignal deutlich entlang der
apikalen Membran, die im Darmepithel neben dem freien Lumen (L) zu erkevergiAbb.

125 WX 5WWYOd 5AS «06 SNBAOKIaps1@NANie ah&en drsyim B4 3 p
Stadium und damit in der Entwicklung langsamer als die bereits Adulteikicatfollplatten
waren(Abb.12D, E). In den Barvenwar nur stellenweise ein apikaler Burstensaum entlang

des Lumens (L) zu erkennekbp.129 W> t FSAf S0 & Hehrnicht fral2d Sefh, & St
sondern mit kugelférmigen Gebilden gefuldbp. 129 W | &G SNR &A1 0P 5A Sz
Objekte waren nicht mit Fluoreszenzsignal dekoriestbp. 12 9 WW> | 3G SNRA a1 0 d
erschen das PERT::DsReeFluoreszenzsignal beips1(RNAi)diffus. An Tag 4 bis Tag 6
betrug die Fluoreszenzintensitét in der Kontrollgruppe 8388 A.U., 8305 A.U. bzw. A1LL92
wéhrend beiaps1(RNAidie Intensitat mit 5597 A.U., 4433 A.U. und 3496 A.U. niedriger war
(Abb.12F).

Die Defekte im Darmepithel nach postembryonaps 1(RNAisowie die Fehllokalisierung

des ACH: . YFFrluoreszenzsignals lassen vermuten, dass die Beschaffenheit der Mikrovilli
nicht mehr physiologisch ist. Die Reduktion des PEMPBReeFluoreszenzsignals in
Verbindung mit der Funktion von PEPTur die Nahrugsaufnahme als Peptidtransporter

(1.3.2 ist ein Hinweis darauf, dass die durch postembryorabs-1(RNAI)induzierten

Defekte die Nahrungsaufnahme beeintrachtigen
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G Reduktion des ACT-5::YFP-Fluoreszenzsighals nach
embryonaler aps-1(RNAiJ)
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Fluoreszenzintensitat (

W VC [O aps-1{RNAI)

Abb. 11 In vivoDIK- und Fluoreszenzaufnahmen des AGTYFPSignals im Darmepithel von JM125 an Tag 4
bei postembryonaleraps-1(RNAi)und an Tag 2xach embryonale aps-1 PulsRNAimit Quantifizierung des
Fluoreszenzsignals

In vivo DIk und Fluoreszenzaufnahmewon JM125 (AC3::YFP) an Tag 4adch Start als Ll-Larvg auf
Kontrollpatten (A, B) bzw. bepostembryonaler aps1(RNAI)(C, D -BW& + SNHNJI 0§ S-NHzy 3
YI NJ ASNISyYy Inf Dmefitkefrdr ein lfréied Lumen (L), ausgekleidet von einem apikalen
Birstensaum (Pfeile), zu erkenneén. ZAufKghirollgatten lokalisiere das ACT5::YFFFluoreszenzsignal am
apikalen Burstensaum. (Bgipostembryonaleiaps1(RNAibefanden sich Vakuolen unterschiedlicher Grof3en
AY 51 NI SLDié Wakolén (AsteriBk) dramem das Lumen aus einem geraden Verlauf durch das
Darmepithel an die Seite. Stellenweisar ein apikaler Burstensaum (Pfeile) zu erkennen. (D) DascACHP
Signal zeigteine zytoplasmasche Verteilung und lokalisiet dzOK 'y RSY wWNYyRSNY RSNJ *
W2 Ay o0/ W0 SAYy | LAY I twarNdkalishktchurhiigsapikalzy Fllodszeéh2siyralyBiedey.

(B) In vivoACT5:: YFPSignalan der apikalen Membran im Darm véitLarven der Kontrollgruppend @ nach
embryonale apsl PulsRNAi an Tag 2. Es wurde nach der Quantifizierung eine automatische
Helligkeit/KontrastAnpassung zur besseren Sichtbarkeit des Signals inlRN&in vorgenommenBPRVO 5 A S
VergréRerungen der irE{ und @ markierten Bereiche geben beispielsweise die Messbereiche an der apikalen
Membran wieder (G) Quantifizierung des FSignals Start IM125 LAACT5::YFH-luoreszenzintensitédn der

apikalen Membran des Darmepithetfer Flan Tag 1 und Tag 2 aufontrollpatten: 27651262 A.U.,
3383+1454A.U., nach embryonaler apsl PulsRNAI: 1618730 A.U., 788401 A.U.***p -Wert<0,001.
GréRenbalkenin (A5 WiD pymin (EC WO M. H N

Pl
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PEPT-1::DsRed@D

act-5(RNAJ)

C Reduktion des PEPT-1::DsRed-Fluoreszenzsignals bei F Reduktion des PEPT-1::DsRed-Fluoreszenzsignals bei postembryonaler
postembryonaler act-5 Dauer-RNAi: Start CE81 L1 aps-1 Dauer-RNAi: Start CE81 L1
160.000 . 16.000
140.000 ‘ 14.000
3 120000 ‘ S 12.000 bix
< = T
Z 100.000 £ 10.000
5 s
g 2
£ 80.000 g 8000
§ 60.000 £ 6000
- (o]
S 40.000 5 4.000
W =
20000 - : 000 n=7 n=7 n=3 n=6
= = = |-
o =] [n=9] 0
Tag 2 Tag3 Tag 4 Tag 5 Tag 6
W VC [ oact-5(RNAJ) W VC O aps-1(RNAI)

Abb. 12 In vivo DIK und Fluoreszenzaufnahmen des PERIDsReeSignals im Darmepithel von CE81 bei
postembryonaleract-5(RNAi)an Tag 2ind bei postembryonaleraps-1(RNAi)an Tag 5nit Quantifizierung der
Fluoreszenzsignale.

(A,B) In vivo Fluoreszenzsignal voREPTL::DsRedbei act-5(RNAi)an der apikalen Membran(A: VG B:
act-5(RNA) O |BWO + SNHNJI i S NBimakibrign BerSidhinii bgpwdMlessbereicha an der apikalen
Membran (O Quantifizierung des FBignalsStart CE81 L1, PEPTDsRed-luoreszenzintensitat an Tag 2 und
Tag 3 (Verweildauer auf RNA/C 92.254t53.305 A.U.102.07445.328 A.U.act-5(RNAQ)10.264t5194A.U,
11.582t5329 A.U(D-E¥ ¥ vivoDIk und Fluoreszenzaufnahmewon CE81 (PEHAT.DsRed) an Tag 5 (Start L1).
(DDYWO | Rdzf G SNJ 2 dzNMEER 9 llanj¢ anyTag\eei ap6 IARNBNACHSStart als L-llarve. DY =
BP0 +#SNHNJ 0 SNYzy 3 RS B) b2WIENDWES DatmSpithelvaeinirdie® KuignenXLY, undgeben
von einem apikalen Birstensaum (Pfeile), zu erkenn&d in Darmepitehl duien das Lumen (L) mit
kugelférmigen Gebilden (Asterisk) gefilllt zu sein. Stellenwedsein apikaler Burstensaum erkennbar (Pfeile).

(DY BEWPEBPTL::DsRedSignalim Ausschnitt PP 0 OWdd B5A S aSaa06SNBAOKS 1 dzNJ v d.

sind als kleine Boxen an der apikalen Membran dargesteliter Kontrolle D) lokalisiere das Fluoreszenzsignal
an der apkalen Membran. Nach fiinf Tageqps1(RNAi)lokalisiere das Fluoreszenzsignadeiterhin an der
apikalen Membran und ers@m insgesamt diffusDie kugelférmigen Gebilde (Asterisk) im Lumen BW¥ {
schHenen nicht mit Fluoreszenzsignal markiert zu sel. Quantifizierung des FSignals Start CE81 L1,
PEPTL::DsReeluoreszenzintensitat an Tag 4, Tag 5 und Tag 6 (Verweildauer auf VRBI8338:3145 A.U.
830514356 A.UJ.11.592+3594 A.UJapsl(RNAIi)5597+3563 A.U).4433+1876 A.|).3496+2278 A.U).***p -
Wert<0,001. GréRenbalked0 pm, aulRen (C D): 100 pm
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3.3 act-5(RNAiYm Wildtyp N2 induzierembryonalelLetalitat wahrscheinlich
aufgrund derSequenzhnlichkeit zu anderen Aktin-Genen 4ct-1, act2,
act-3, act4)

Die Letalitat der FXGenerationim Wildtyp N2(WT)betrug nach embryonaleract-5(RNAI)

49,2%im Vergleich z®,1 % aufkontrollplatten(Abb.14 A). Der embryonal letale Phanotyp

aul3erte sich durch grofRe Vakuolen im Embngdlh. 14 B, Asterisk) Shltpferde L1-Larven

zeigen Verbreiterungen im PharynRlfb. 14 C Pfeile) sowie ein amorphes Lumen (L) und

Vakuolen im DarmepitheApb.14C¥> [  dzy RVird derigrBbidnal JetaldPhanotyp

im WTdurchdie Herunterregulierunganderer AktinGene nactact-5(RNAijnduziert?

Es wurde bereits gezeigt, dass AKCA eine Proteinsequenzidentitat von 9% teilen,

wahrend diese zu ACG nur 93 % betragt(MacQueen et al., 2005)De Analyse der

Sequenzidentitdtles act-5(RNABKIons zu anderen Nukleinsauresequenzen @Geglegans

Genoms ist wesentlich, da fur die Effektivitat des RKIAnsdessen Sequenzidentitat zum

Zielgenentscheidend ist. Mit Hilfe der Sequenzanalysoftware Geneidab.Q) wurde ein

ReferenzAlignment durchgefiihrt, um die Identitat zwischen den Nukleinsduresequenzen der

funf Aktine des C.elegans Genoms dct-1¢ act-5) und des in RNAtxperimenten

verwendeten act-5(RNABKlons zu visualisieren. Die hohe Sequenzidentitdt der

Nukleinsauresequenzen der fu@f elegangktine von Uber 806 (Tab.10) bedingt, dass der

act-5(RNABKIon auch einen hohen Anteil der Nukleinsduresequenzen der &xig act-4

abdeckt. Dabei ist zu beachten, dass a@et-5(RNABKlon vorwiegend ExeAnteile der

Nukleinsauresequenzen abdeckAbp. 13, Exons in blau dargestellt). Da der RNAI

Mechanismus auf der Degradierung der zum Ri&in komplementaren mRNA berutiire

et al., 1998; Timmons & Fire, 1998t die Hohe des Exefnteils der Sequenzidentitat

bedeutend fir die erfolgreiche Herunterregulierung der GenexpresBienact-5(RNABKIon

deckt zwischen 79,2 % und 81,1 % der Exonsequenzen der weiteretegansAktine
act-1¢ act-4 ab (Abb. 13, Tab. 10). Daher lieg die Vermutung nahe, dasact-5(RNAI)
ebenfallszum Abbau der mRNAnderer AktinGene fuhrt und so ein embryonkdtaler

Phanotypinduziert wird.Unter Einbeziehung der systemischen Wirkung von RN et al.,

1998; Jose, 2015hedeutet dies, dass die Funktionen der AWSonformen in anderen

Geweben gestort werden, wodurch die Analyse deis5(RNABPhanotyps erschwert wird.
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Um diese Hypothese weiter zu Uberprifen, wurdembryonale act-5(RNAI) im
darmspezifiscean OLB11 Stamm durchgefuhrt. In Kontrollexperimenten zeigte sich jedoch,
dass OLB1In Gegensatz zum/Tgenerell eine embryonale Letalitat vda®,6% @bb.14D)
aufweist, was wahrscheinlich auf nicht ausgekreuzte Mutationen in diesem transgenen
Stamm hindeutet. Weiterhin deutet der erhdhte Anstieg der embryonalen Letalitat auf
21,4% nachact-5(RNAidaraufhin, dass die i®@LB1Hintergrund existierendede-1(ne219)
Mutation nicht ganzlich RNAmsensitiv ist (O. Bossinger, personliche Mitteiluagyl auch

hier, wie iImWT,wahrscheinlictandere AktinGene herunterreguliert werden.

Im WT wurden morphologischen Veranderungen in der F1 beobachtdt. 4/ ~ [/ WO &
Gegensatz dazu war in geschlipften OLB11 Rlatven nach embryonalect-5(RNAi)in
Darmlumen (L), das apikal von einem Burstensaum (weil3e Pfeile) ausgekleidé&tblvar (
14CWY0 > Tdz SNJSyySy o

Ob die Mikrovilli des Darmepithels zu diesem Zeitpunkt schon geschadigt sind, sollte in den
nun folgenden Experimenteanalysiert werden. Dazu wurde nelbbdem OLB11 Stamm auch

der JIM125 StammACT5::YFPRingesetzt, der aufgrund einer Mutation idrh-1 Gen eine
verringerte Sensitivitdt gegentber RNAI aufweist (O. Bossinger, personliche Mitteilung).
Beide Stdmme generieren nach embryomalact-5(RNAI) eine genigende Anzahl
schlipfender Lidarven, deren weitere Entwicklung zum Adulten underen

Nachkommenzahdokumentiert werden kdénnen.

act-5 act-5(RNABKIon  Tab. 10 Prozentsitze identischer Basen der
Exonsequenzen der fUn€. elegansAktine und
act-1 84,1% 79,9% desact-5(RNAiKIons
act-2 82,5% 79,2%
act-3 84,1% 79,9%
act-4 85,2% 81,1%
act-5 96,6%
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act-5 (Referenz)

act-1 — -

act-2
act-3

o ol o/ R . —
act-5
act-5(RNAi}-Klon

Il UTR Intron [ Exon

Abb. 13 Vergleich der Nukleinsduresequenzen der funf Aktine d&seleganssenoms und des verwendeten
act-5(RNADKIons.

Die Sequenz deact-5 Gens wurde als Referenzsequenz festgelegt. Identische Nukleinsauren sind in schwarz
dargestellt, unterschiedliche Nukleinsauren in grau. Die Bindestriche zwischen grauen oder schwarzen Blocken
sind Licken, die vom Algorithmus dort eingefligt wurden, wodém anderen Sequenzen kein Bereich
zugeordnet werden konnte. Die Nukleinsduresequenzen wurden folgendermaf3en annotiert: UTR (rot), Introns
(hellblau), Exons (blau).

A Embryonale Letalitdt in der F1 nach [3]
act-5(RNAi): Start WT N2 L4
100
90
80
70
60
50
40
30

) D Embryonale Letalitédt in der F1 nach

act-5(RNAJ): Start OLB11 L4
100
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80
70
60
50
40
30
20
10
0

Embryonale Letalitat [%]

Embryonale Letalitat [%)]

vCc act-5(RNAI)

act-5(RNAI)JF'

Abb. 14 Embryonale Letalitat der F1 nactt-5(RNAINN Wildtyp N2 (A&/ W0  dzy FD-CHHGLanyem.

(A)Start N2 L4F1 embryonal letal aw€ontrollpatten (n=5511 Embryonen va2s PO-Adulten) unter 0,1%, bei
act-5(RNAiXn=1963 Embryonen von 25 P@lulten) zu 49,24t17,7%. (B/ UbbkAufnahmen der N2 F1(B)
Embryonal letaler Phanotyp naeltt-5(RNAIY A G INB G SYy £ 1 dz2 f S ylLaren deip® Btk &4 1 0 ©
FY2NLIKSa [dzYSy o[ Ay [/ W0 dzyR I 1d2t Sy AY 5 N¥YSLAGKSE
des Pharynx in (C). (Bjart OLB11 L41 embryonal letal aldontrollgatten (h=5955 Embryonen vo39 PO

Adulten) zu 10,8/018,1%, beiact-5(RNAi{n=3626 Embryonen vof#4 PG-Adulten) zu21,4%+6,2%.(EC Bk
Aufnahmen der OLB11 F{E BV$beben geschlipften LiLarvenauf Kontrolldatten wiesen ein Lumen (L) mit
apikalem Birstensaum (Pfeile) auf, FP0 LY 5 NI S LdaivéalSet act-RBNMIWwar eberfsmein

Lumen (L) mit apikalem Birstensaum (Pfeile) zu erkennen. GréRBenba&keh:20 um, BYEY0 p XY @
*p-Wert<0,05
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3.4 Embryonale act-5 und apsl PulsRNAi fuhrt zu einer verzogerten
Entwicklung und einer verringerten Nachkommenzain OLB11 und
JM125

Fureine embryonalect-5/aps-1 PUus-RNAwurde mit L4Larven (= P@esdarmspezifischn

RNAiStammsOLB11 und des JM125 StamAST5::YFPauf RNAiPlatten gestartetDie im

Zeitraum von 2614 h auf den RNARlatten abgelegten Embryonen (= F1) wurden dann mit

einer ausgezogenen Pasteurpipette &antrollplattentransferiert und ihre Entwicklung und

Nachkommenzahl (= F2) dokumentiert.

Aus den OLB11 bzw. IM125 EmbryoaetKontrollpatten entwickelten sich bis zuwierten

Tag(n=47,Abb.15A) bzw. finften Tag (n=638pb.15C, E100%zu Adulten.

Nach embryonaleact-5 PulsRNAIi(h=47)in OLB1lerreichten am vierten Tag nur 2% das

adulte Stadium, wahrend 6% junge Adulte, 61,% L4 und 14,9% L3Larven warer{Abb.

15A). Am funften Tag hatten 61,% das junge adulten und 23% das adulte Stadium

erreicht, sodass 8% im L3und 6,4% imL4Stadium waren. Die EBarven entwickelten sich

bis zum nachsten Tag weiter. Am sechsten Tag warefoZjdweils im L4und im jungen
adulten Stadium. 95,86 waren im adulten Stadium. Bis zum siebten Tag hatten sich alle
OLB11 Larven nach emembryonalen act-5 PulsRNAI zu Adulten entwickelt.Die
Nachkommenzahl dieser Adulten war vbi0t72 F2/A ¥YG n=30Q auf 100£66 F2/A (n=29)
signifikant verringer{Abb. 15B).

Nach embryonale aps-1 PulsRNAIi(n=393)in OLB11ag cer Anteilder Adulten am funften
Tagbei 14,2%. 7,6% waren junge Adulte, wahrend sich 127im L4, 19,3% im L3 und
46,1% imL2Stadium befanderfAbb. 15 C) Der Anteil der L2arven sank bis zum siebten
Tag auf 16,06. 33,86 befanden sich im LStadium. 8,96 hatten sich zu Edarven und 4,36

zu jungen Adulten weiterentwickelt. Insgesamt erreichten am siebten Tag/36&s adulte
Stadium.Die Nachkommen dieser Adulten war vbrat72 F2/A G n=30) aub1+40 F2/A
(n=19) signifikant verringef(Abb. 15D).

Am funften Tag ach embryonale aps-1 PulsRNAi(h=297 in JIM125betrugder Anteil der

Adulten 25,9 % (Abb. 15 E) Bis zum siebten Tag entwickelten sich insgesamt 4d Zum
Adulten. Der Anteil der LRarven blieb bei 27,%. Die Anteile der L3ind L4Larven sowie

der jungen Adulterverringertensich bis zum siebten Tag auf 8ptind 13,5%bzw.10,8%.
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Die Adulten legten mit82+94 F2/A (n=30) signifikant weniger Nachkommen AKC (
205t57F2/A, n=22JAbb. 15F)

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass sich nach embryact&/aps-1 Pus-RNAdie
Entwicklung der F1 zum Adulten deutlich verzogert und mgpsHL(RNA) in beiden Stdmmen
nur ca. 40% derTiere das Adultstadium erreicheDa in OLB11 embryonalaps1(RNA) nur
darmspezifischgewirkt hat, in JM125 jedoch in allen Gewebesind die verzogerte
Entwicklung unddie verringerte Nachkommenzahl der FBlch in JM125 auf embryonal
induzierte Defekte im Darmepithel zurtickzufuhren, die sehr wahrscheinléirend der
postembryonal@ Entwicklung nicht mehr ausgeglichen werden kénnen (siehe Diskussion).
Die Bildung der Mikrovilli im Darmepithel vo@. eleganssetzt schon wéahrend der
Embryogenese eirfBossinger et al., 2015; Leung et al.,, 19983 wird wéahrend der
Larvalentwicklung fortgesetzhttps://www.wormimage.org/ und (BidaudMeynard et al.,
2021). Daher solltem folgenden Kapitel Uberprift werdemwieweit postembryonalact-5

PulsRNABich auf die Larvalentwicklung, die Nachkommengabldie Kérperlange auswitk
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A Entwicklung der F1-Embryonen nach C Entwicklung der F1-Embryonen nach E Entwicklung der F1-Embryonen nach aps-1(RNAJ): Start IM125 L4
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Abb. 15 Embryonaleact-5 und aps-1 Puls-RNAiin OLB1lund JM125verzdget die FEEntwicklung und verringdrdie F2Nachkommenzahl

(A,C,EYerzogerte Entwicklunder FXEmbryonerund (B,D,Ryerringerte F2NachkommenzahdufKontrolldatten nach embryonaler PuURNAI(A) Start OLB11 L&£ntwicklung

der F1 der Kontrollgruppe (n=47): an Tag 4 zu 100% A; nach embryacteBd?ulsRNAi (n=47) an Tag¥,9%l.3,61,7%_4, 6,4% jA, 17,0% A; Tag 5: 8,5% L3, 6,4% L4,j81,7%
23,4% A; Tag 6: je 2,1% L4 und jA, 95,8% A; Tag 7: 10BY@LB11F2Nachkommenzahter Adulten der F1170+72 F2/Aauf VC(n=30) nachembryonaleract-5 PulsRNAI
(n=29)100£66 F2/A.(C) Start OLB11 L&Entwicklung der Filer Kontrollgruppe (n=638an Tag 5 zu 100% A; naeimbryonaleraps-1 PulsRNAi(n=393)an Tag 5:46,1%L2
19,3% L312,7% L47,6% A, 14,2% A; Tag 6: 20,4% L2, 40,2% L3, 5,IRUIN, 24,9% A; Tag X6,0% L233,8% L38,9% L44,3%A, 36,9%A. (D) OLBL1IF2Nachkommenzahl

der Adulten der F1170+72 F2/Aauf VC(n=30) nachembryonaleraps-1 PulsRNAi61+40 F2/A(n=19) (E)Start IM125 L4Entwicklung der Fder Kontrollgruppgn=638) an
Tag5zu100% A; nackembryonaleraps-1 PulsRNAi(n=297)an Tag 527,9%2 19,5%L3 13,8%L4 12,8% jA25,9% A; Tag 87,9%L2 10,8% L3, 14,5% L4, 10,4% jA, 36,4% A,
Tag 7:27,6%L2,6,7%L3,13,5%L4, 10,8% jA, 41,4% @&) IM125F2Nachkommenzahter Adulten der F1: 5157 F2/Aauf VC(n=30) nachembryonaleraps-1 PulsRNAI
82+94F2/A(n=22) Legende: (A) L3(dunkelgrau), L4 (grau)jyAge Adulte (hellgrau)x Adulte (weil3)(C, EL2 (schwarz), L3 (dunkelgrau), L4 (grau), jA: junge Adulte (hellgrau),
A: Adulte (weil3}** p -Wert<0,001
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3.5 Die Auswirkungen pstembryonale act-5 PulsRNAI

Die bisherigen Ergebnisseeigen dasssich durch embryonaleRNAI induzierteDefekteim
Darmepithel auf die postembryonale Entwicklung v@n elegansauswirken. Mit dem
Schlupfen der Llarve ist die embryonale Entwicklung des Darmepithels zunachst
abgeschlossen und geht in die postembryonale Entwicklung, ibeder die Anzahl der
Mikrovilli stetig zunimmthttps://www.wormimage.org/und (BidaudMeynard et al., 2021))
Daher sote in diesem Kapitel Uberprift werden, inwieweisich postembryonale,
darmspezifisch act-5 PulsRNAI auf die weitere Entwicklung v@h elegansauswirk. Die
Lange der PURNAIwurde dabei von 48, auf 24 h, auf 7 h unduf 3,5 h stetig reduziert.
Zunachst soll aber in 3.5.1 Gberpruft werden, ob der REffgkt nach dem Transfer der Tiere
auf Kontrollplattenweiterhin anhalt oderwanner zum Erliegen kommit.

ZurKlarung dieser Fgediente die Entwicklung des Epithels dggermathekm L3 und L4
Larvenstadiunm(Kimble & Hirsh, 1979PDiese kanmurchlet-413RNA) beeinflusstwerden
Eine nicht korrekt ausgebildet&permathekkorreliert mit der verringerten Anzahl der

produzierten Nachkomme(iwasaki et al., 1996; Pilipiuk et al., 2009)

3.5.1 Nach kurzer PulsRNAiwirkt der RNAiEffekt nach

Dies soll hier am Beispiel d8permathekvon C. eleganglemonstriert werden. Wenmn_1-
Larven des Wildtyps N2 permanent éetf413(RNAHPlatten gehalterwurden, so erreichten
diese nach 96 h das adulte Stadiuaberlegtendanachnur wenigeFL1-Embryonen (44/A)

im Vergleich zu Kontrolgruppe (275t38/A) ab (Abb. 16).

Nunwurden WT Ll-Larven auflet-413(RNA#Platten gesetzt und nach 48 h, 24 h und 7 h
jeweils aufKontrollplatten transferiert Sobald Nachkommen produziert wurden, wurde
deren Anzahl tber die folgenden vier Tage dokument{@ib. 16). Nach 48 Het-413 Puls
RNAiwar die produzierte Nachkommenzahl mitt@ Nachkommen pro Adultemicht
signifikant unterschiedlich im Vergleichletr413DauerRNAi Beilet-413PulsRNANon 24h
war die FiNachkommenzahl schon signifikant erhd®6+18/A) und bei 7 h PulsRNAI
(257+10/A) glich sieder der Kontrollgruppe(Abb. 16). Diese Ergebnisse konnten an den
Markerdammen JM125 und CE81 b#itigt werden(Abb.32).

Wie sind diese ebnisse nun zu interpretieren? D& elegan$Spermathekwird innerhalb

von 10 h von der Mitte des H3arvenstadiums bis zur Mitte des-Ldrvenstadiums gebildet
48


https://www.wormimage.org/

ERGEBNISSE

(30 h bzw. 40 h postembryonale Entwicklu(@8yerly et al., 1976; Kimble & Hirsh, 19748h
let-413 PulsRNAi ab dem Llarvenstadium deckt also die gesamte Entwicklung der
Spermathelkab und fuhrt daher wie ein Dauerpuls zu fast 100 % Sterilitat. [24413 Puls
RNAI endet 6 h vor Beginn der Entwicklung$ieermathekaber induziert trotzdem noch ca.
37 % Sterilitat. Hochgerechnet mussten 1@t 13 PulsRNAI also zu keiner Sterilitat mehr
fihren. Da dieser Versuch nicht durchgefuhrt wurde, bestétigt zumindeste?413 Puls
RNAI diese Annahn{@bb.16).

Es bleibt also festzuhalten, da&$ hPulsRNA]j wie in dem hier gezeigten Beispiel bis zu 6 h
nachwirken lnn. Bei einem kirzeren Puls v@rh oder3,5 h musstesich die Nachwirkzeit
dementsprechendverringern. Ausschlaggebend fir den RMNZHfekt ist die Menge an
doppelstrangiger RNA, d@. elegansit den Bakterierals Nahrung in einer bestimmten Zeit
aufnimmt. Diese wird dann zunachst in primére siRNAs umgewandelt, woraufthimdaan

sekundare siRNAwoduziert werden, die deRNAiEffektam Lauferhalten (Grishok, 2013).

F1-Nachkommenzahl nach unterschiedlich lang andauernder postembryonaler fet-413 Puls-RNAi:
Start Wildtyp N2 L1

350
e ?ﬂ %k k
o
= K 300 .
o 1
=
gg 250 B /et-413(RNAi) (Dauer-RNAi)
E =
S22 200 B 48 h let-413(RNAI)
<o
Q
Sc 150 I 24 h let-413(RNAi)
v £
S5 —_— [ 7 h let-413(RNAI)
£ 100 |
== ] ve
o
E g 50 n.s.
2= n=24  n=26  |n=25| [n=25| |n=105
= © ks I
[ © 0

N2 (WT)

Abb. 16 Durchschnittiche Nachkommenzahl in adulté®vildtyp N2 Hermaphroditen nach postembryonaler
let-413Puls und DauerRNAi,beginnend in LA arven.

Die let-413(RNAWUrmer wurden nach der jeweils angegebenen Zeitr dulsRNAi auf Kontrollgatten
umgesetzt. Die von den Adulten nach 4et413PulsRNAproduzierte Nachkommenzahl unterschied sich mit
4+6 F1/A nicht signifikant von der Nachkommenzahl Hatd13DauerRNAi(4+4 F1/A). Die Nachkommenzahl
war nach kirzerelet-413 PulsRNAivon 24 hlet-413 PulsRNAIi(96+18 F1/A) und 7 Het-413 PulsRNAI
(25710 F1/A) sowie nach einer Entwicklung ausschlieRlictikanfrollpatten (275:38 F1/A) signifikant erhéht.

* p-Wert <0,05, ** p-Wert < 0,01, ** pWert < 0,001.

49



ERGEBNISSE

3.5.2 Postembryonale act-5 PulsRNAI fuhrt zu einer verzogerten Larvat und

Adultentwicklung

Um eine ausreichende Herunterregulierung det-5 mRNA mittels RNAI durch Fitterung zu
gewahrleisten, wurden zunachst langere postembryorade5 PulsRNAiin LtLarven im
Wildtyp N2 (WTund im darmspezifiscean RNAIStammOLB11 mit einer Dauer von 48 h und
24 h durchgefuhrt. Um die Auswirkungen kurzZeulsRNAi von 7 h und 3,5 im vivo
untersuchen zu kénnen, wurddgannauch derStammJM125(ACT5::YFPgingesetztIn der
Kontrollgruppe waren die Lllarvender StammeNT, OLB11 und JM12&uf Kontrollplatten
zu 100% adult Abb.17).

Im Wildtyp N2entwickelten sich di¢.l-Larven,die sich zunachst fi#8 h(n=80)bzw.24 h

(n=62)auf act-5(RNAHPIatten befanden und dann atfontrollplatten umgesetzt wurden,
nach vier Tagen nusis zumL2/L3Lanenstadium und entwickelten sich auch nach sieben
Tagen nicht dartiber hinayébb.17 A).

AuchOLB11 1-Larvenkamennach48 hact-5 PulsRNAIicht Gber das L2/l-Banenstadium
hinaus(n=57,Abb.17 B).Nach24 hact-5 PulsRNAi(n=56)warendannam vierten Tagoch

immer 92,8 % im L2/L3d.anenstadium, aber 3,6 % im L4 und 3,6 % im jungen adulten
Stadium. Diese entwickelten sich im weiteren Verlauf zu Adulten und produzierten
Nachkommen. Bis zum siebten Tag sank der Anteil der Larven im3i2di8m auf 82, %6,
sodass sich 7,26 noch zu Ldlarven 1,8 % zu jungen Adultennd 9 % zu Adulten
entwickelten.
Deshalb sollte nun Uberprift werden, wie sich kiirzBrdssRNAivon 7 h bzw. 3,5 h ab dem
Li-Larvenstadium auf das Erreichen des AdultstadiumsWT, in JM125 undin OLB11
auswirlen.
Alle LXLarven der Kontrollgruppe der drei Stamnegreichten am vierten Tag das
Adultstadium(Abb.17). Nach 7 h bzw. 3,5 dct-5 PulsRNAiwurde die Entwicklung dek.1-
Larvenauf Kontrollplatterbis zu Tag dokumentiert. Die Details kdnnekbb.17 entnommen
werden. Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen
1) PulsRNAi von 7 h und 3,5 bewirkte in den drei Stdmmeneine verzdgerte
Entwicklung der L-Larven zum Adulterund nicht alle LA arven wrden adult.
2) Nach 7/35h PulsRNAwarenan Tag 4 im WT 0/7,1 % (n=23/14), in IM125 4,1/8,5 %
(n=73/71) und in OLB11 3,2/47,3 % (n=124/1d€))LXLarven adult geworden.
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3) An Tag 7 s¢gdieser Prozentsatz im WT auf 30,4/28,6 %, in JIM125 auf 19,2/23,9 %

und in OLB14auf52,4/83,6 %.

4) Im darmspezifiscen RNAStamm OLB11lentwicketen sich die meisten Adulttiere
und ihre Anzahl s¢gnach3,5h PulsRNAideutlich anwohingegen siegm WT und in
JM125 ungeféhgleichbieb.

5) AnTag 7 nach 7/8h PulsRNA&rretierte die Entwicklung der Larven WWT, in IM125
und in OLB11 zu 39,1/508aw. 57,5/59] % und31,5/4,5 %m L3Larvenstadium.

Aufgrund der Sequenzéahnlichkeit der elegan#ktine Abb.13, Tab.10) interferiert 7/3,5h
act-5 PulsRNAiwahrscheinlich im WT und in JM125 auch mitr g@stembryonalen
Zellteilung (Sulston & Horvitz, 1977), was die Unterschiede im larvalénrést gegentber
OLBL11 erklaren konnt®ie darmspezifisca Herunterregulierung deact-5 Genfunktionfir
24]7/3,5 h (Abb.17 B,G,HYyerzdgertweiterhin dieLarvalentwicklungedoch erreichemimehr
TieredasAdultstadium(s. Diskussion).

Im Folgenden wirden nun in OLB11 die morphologischen VerdnderungenQleslegans

Darmepithels nach 7/3,5 &ct-5 PulsRNAIbei DIKMikroskopiedokumentiert Die LiLarven

wurdennach de jeweiligenPulsRNAiauf Kontrollplattentransferiert und das Darmepithel

nach 24 h (Tag 1) und nach 168 h (Tagnélysiert Abb.18). In der Kontrollgruppewvar

sowohl an Tagd in der L2 arve als auch an Tag 7 im Adulten ein freies Lumen, umgeben von

einem apikalen Burstensaum (Pfeile), zu erkenddib(18! W > AnTagingrh 73,5hact-5
PulsRNAiwar kein freies Lumen (L) zu beobachtekbb.18/ WX 9 W0 & 5 led
verbreitert und wahrscheinlich mit aufgenommenen Bakterien gefilltwks wie in den
Larven aufkontrollgatten, von einem apikalen Birstensaum umgeben (Pfeila) TAg 7
ersctien der apikale Birstensausthmal Abb.185 W3 C W das nterptie Sumeh).
Stellenweise tten Verdickungenaber auch Einsctirungendes Darmlumens aufApb.
185 = 5Akdlich€Phanotypen sind auahderifo-1 Mutante zu beobachter{Carberry et

al., 2012)bei der das terminale Netzwerk im Darmepithéehltg(s. Diskussion)
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A Entwicklung der PO nach 48 h und 24 h postembryonaler
act-5 Puls-RNAi: Start WT N2 L1

|

VC (n=60) | Tag 4

48 h act-5(RNA), | Tag 4
dann VC
(n=80)

Tag 7

24 h act-5(RNAI),
dann VC
(n=62)

Tag 4

Tag 7

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100%

B Entwicklung der PO nach 48 h und 24 h darmspezifischer
postembryonaler act-5(RNAJ): Start OLB11 L1

VC (n=66)| Tag 4 |

48 h act-5(RNAIJ, | Tag 4
dann VC
(n=57)| Teg 7

Tag 4

24 h act-5(RNAI), | Tag 5
dann VC
(n=56) | Tag 6

Tag 7
0 10 20 30 40 50 60 70 20 90 100%

Wes dw A A

C Entwicklung der PO nach 7 h postembryonaler act-5 Puls-RNAi:
Start WT N2 L1

VC (n=24) | Tag 4 ]

D  Entwicklung der PO nach 3,5 h postembryonaler act-5 Puls-RNAi:
Start WT N2 L1

VC(n=22)|Tag 4 J

Tag 4
7 h act-5(RNAi), | Tag 5
dann vVC
(n=23) | Tag 6
Tag 7
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100%

E Entwicklung der PO nach 7 h postembryonaler act-5 Puls-RNAi:
Start IM125 L1

VC (n=50) | Tag 4

Tag 4 I |
3,5 h act-5(RNAI), | Tag 5 I | |
dann VC
(n=14) | Tag 6 I
Tag 7 T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100%

F Entwicklung der PO nach 3,5 h postembryonaler act-5 Puls-RNAi:
Start JIM125 L1

VC (n=80) | Tag 4 |

Tag 4 I— | |
7 h oct-5(RNAI), | Tag 5 I |
dann VC
(n=73) | Tog 6 I
Tag 7 I [
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100%

(3 Entwicklung der PO nach 7 h darmspezifischer postembryonaler
act-5 Puls-RNAi: Start OLB11 L1

VC(n=114) | Tag 4

Tag 4 I |
3,5 h act-5(RNAI), | Tag 5 I [ ]
dann VC
{n=71) | Tag 6 I [
Tog7 T |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100%

H Entwicklung der PO nach 3,5 h darmspezifischer postembryonaler
act-5 Puls-RNAi: Start OLB11 L1

VC (n=108)| Tag 4

Tag 4

7 h act-5(RNAI), | Tag 5
dann vVC
(n=124) |Tag 6 [T

Tag 7 [ 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100%

HL B3

Tag4A NN |
3,5 h act-5(RNAI), | Tag S I |
dann VC
(n=110) | Tag 6 I |

Tag 7 M | |

0 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100%

Ouwu Ol OA

Abb. 17 Entwicklung der PO auKontrollplatten im Anschluss an die angegebeaet-5 PulsRNAiin Wildtyp
N2, JM125 und OLB11{ &rven

AufKontrollplatten (VQ waren die LiLarven der drei Stamme arag 4 zu 100% £A)48 h und 24 tact-5 Puls
RNAiin N2 L1an Tag 4 und Tag 7 zu 20iin L2/L3Stadium, keine Weiterentwicklung. (83 i 24 hact-5 Puls
RNAiin OLB11 L1100% im L2/L3Stadium, keine Weiterentwickluhn@ag 4:92,8%6 L2/L3, 3,66L4, 3,686]A;
Tagb: 92,8%0L2/L3, 3,60jA, 3,806A; Tag 682,1%L2/L3, 8,%L4, 3,60jA,5,4%A; Tag 7: 82%L2/L3, 7,%L4,
1,8%jA, P0A. (C)7 hact-5 PulsRNAIIn N2 L1:Tag 4: 26,%L2, 65,2613 8,R6jA; Tag 5: 26 %L 2, 65,213,
8,7 A; Tag 6: 17%L2, 47,80L3, 13,00L4, 8,P6jA, 13,00A; Tag 7: 13%L2, 39,%L3, 13,00L4, 4,30jA,
30,2%A. (D)3,5 hact-5 PulsRNAIiin N2 L1Tag 4: 78,%L2, 14,30L3, 7,2A; Tag 5: 78%L3, 14,30jA, 7,20A,;
Tag 6: 71,%L3, 7,20L4, 21,8A; Tag 7: 58L3, 21,40L4, 28,686A. (E)7 hact-5 PulsRNAiin IM125 L1Tag4:
23,3612, 69,90L3, 2,P0jA, 4,P0A; Tag 5: 12B L2, 69,9L3, 5,86L4, 4,%]A, 8,20A; Tag 6: 7%L3, 8,26L4,
4,1%jA, 13,P6A; Tag 7: 57% L3, 20,5014, 2,P6jA, 19,20A. (F)3,5 hact-5 PulsRNAiin JM125 L1Tag 4:
9,%%L2, 74,66L3, 5,60L4, 1,4jA, 8,36A; Tag 5: 9®L2, 70,86L3, 4,26L4, 5,66jA, 9,%%A; Tag 6: 1%L2,
60,86L3, 11,3014, PojA, 19,P6A; Tag 7: 59B L3, 2,864, 14,%]jA, 23,9 A. (G)7 h act-5 PulsRNAIin
OLB11 L1Tag 4: 11,%L2, 61,30L3, 16,%L4, 8,2jA, 3,26A; Tag 5: 10%L2, 42,%L3, 16,9%L4, 15,36jA,
14,8%6A; Tag 6: 10% L2, 34,%L3, 10,8%L4, 8,2%jA, 36,30A; Tag 7: 3% L2, 31,80L3, 5,86L4, 7,36jA,
52,%%A. (H)3,5 hact-5 PulsRNAiin OLB11 L1Tag 4: 28, %12, 3,66L3, 10,9%L4, 1@0jA, 47,30 A; Tag 5:
13,8412, 18,214, 13,66jA, 54,9 A; Tag 6: 8% L2, 1,86L3, 4,964, 10,06jA, 75,36A; Tag 7: 5B L2,
4,5%L3, 3,60L4, 2,P0jA, 83,80A. LegendefA, B)L2/L3 (dunkelgrau), L4 (grau), jA: junge Adulte (hellgrau), A:
Adulte (weif3) (GH): L2 (schwarz), L3 (dunkelgrau), L4 (grau), jA: junge Adulte (hellgrau), A: Adulte (weil3).
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Tag 1 Tag 7

7 h act-5(RNAI),
dann VC [&E

3,5 h act-5(RNAI),
dann VC [=

Abb. 18 DIK-Aufnahmen des Darmepithelan Tag 1 und Tag iach 7 h bzw. 3,5 hdarmspezifiscler
postembryonale act-5 PulsRNAj StartOLB11 L1

(A-. YAOf Kontrollplatten: Im Darmepithelwar ein freies Lumen, umgeben von einem apikalen Bilrstensaum

0t TSAT Suz I1Tdmg 1An8dk 3 ¥f postémbryonaleitts PulsRNAI Es warein von einem apikalen
Burstensaum (Pfeile) umgebesiLumen (L) zu erkennen, das nicht frei zu seinesdh ¢ 5Tag 76akhy h

act-5 PulsRNAI Es warenVerdickungen des Lumens () Darmepithelzu erkennen das Lumen schien
stellenweise voreinem schmalen apikalen Biirstensaum begremata SA Yy o0t T Jagi1Sach 3 H 9> 9 W
postembryonaleract-5 PulsRNAIi:Es war ein von einem apikal&iirstensaum (Pfeile) umgebesLumen (L)

zu erkennen, das nicht frei zu sein Brho C Z Ta@C Wrach 3,5 h a& PulsRNAI: Es tratenstellenweise
+SNRAO(dzy3d RS& 5 N¥fdzySya o6C0 a26AS SAy &AOKYIfSNI 1L
(L)auf. GréRenbalken: (B) 100 pym/QAW> | dzi SNJ . 0 HAn XYO®
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Weitere morphologische Veranderungen wurden auch in den arretierten WT, JM125 und
OLB11 Larven bei postembryonatet-5 DauerRNAI beobachtetAbb. 19). Im Darmepithel

der Wurmer aufKontrollplattenwar jeweils ein durchgéngig intaktes Darmepithel, in dem
das freie Lumen (L) apikal von einem Burstensaum (Pfeile) ausgekleidiet wu sehenAbb.

19A (WT N2), C (JM125), E (OLBEBE))postembryonalesct-5 DauerRNAI warden die Tiere
hingegennicht adult. Im Darmepithear ein amorphes Lumen (LAlfb. 19 B, D, F) zu
erkennen.Der apikale Birstensaumar, wahrscheinlich durch angeschwollene Darmzellen,
nur stellenweise klar abgegrenzt zum Lumen zu erkenwéb. (19 D, Pfeile).Es taten
Vakuolen auf, die sich vermutlich in den Darmzellen befinden (Asterigkighiri9 B und F)

Des Weitererwaren] dz3Sf F1 NYA3IS ao! dzaad Nf LlJdzyISya RSa |
Abb. 19 B, F)auffallig. Angesichts des konformen Auftretens von Veranderungen im
Darmepithel und larvalem Arrest in den wildtypischen Stammen N2, JMA@SCE81 (N2,
JM125:Abb. 19A-5 WES1ADbL.12AVEBW O  dmjaknspezifiscen RNAStamm OLB11 nach
postembryonaleract-5 DauerRNAIi(Abb. 19 EC)4st davon auszugehen, dass dies auf die

Auswirkungen vomct-5(RNAiYm Darm zurlckgefihrt werden kann

act-5(RNAI) act-5(RNAI)

Abb. 19 DIK-Aufnahmen beipostembryonaleract-5 DauerRNAi in N2, IM125 und OLB1Z1ldrven

(A B Start WT N2 LITag 3(C, Dptart IM125 L1, Tag ¢, Fhtart OLB11 L1, Tag(A, C, EAufKontrollplatten

befanden sichjunge adulte (A) bzw. adult Wirmer(C, E)Im Darmepithelwar ein Lumen (L) mit apikalem
Birstensaum (Pfeile) zu erkenndB, D, FBeiact-5(RNAiWwaren die Tiere weder junge Adulte noch adult. (B)

N2: Im Darmepithelwaren Vakuolen (weil3e Asterisk) und ein amorphes Lumen (L) zu erkennen. Die Pfeile
YFENJASNBY 1dzaASt FI NYA3IS ao! dza a i N (25 syBarmBp8hewaf eiizy Sy a 7
amorphes Lumen (L) zu erkennen. Weil3e Pfeile markieren den stellenweise erkennbaren apikalen Burstensaum.
(F)OLB11:Im Darmepithelwaren Vakuolen (Asterisk) und ein amorphes Lumen (L) zu erkennen. Die Pfeile
YIENJASNBY 1dz3St FI NYA3IS a! dzad G Nf LdJdzy ISVMGumRS & [ dzySya A

54



ERGEBNISSE

Wie gezeigt wurde, wirken siclowohl act-5 Dauer als auch PuliRNAiauf die Entwicklung

und das Erscheinungsbitter Wirmeraus.Um diese Untersuchungen zugénzen wurde
auchdas Langenwachstum untersucht. Es wurde die Korperlange vom anterioreiund)
bisposterioren Ende (Schwarpitze) eine Langenmessung durchgefibxbp.7in 2.5.1). In

der Literatur ist die Korperlange einer-Larve mit 250 um angegebeAl{b. 2in 1.2, (Byerly

et al., 1976). In den folgenden drei Lagmstadien wachst die Kérperlange um 19Q30 pm

sowie um 21@; 280 um bei den Entwicklungsschritten zum jungen Adulten und Adulten.

Das Langenwachstum wurde bei postembryonale-5 DauerRNAianden ersten vier Tage
gemessernAbb. 20 A). Die Zunahme der Koérperlange von Tag 1 bis Tag 4 von 380 um auf
1198um der JM125 Tiere awfontrollplattenentspricht ungefahr den Werten fur eine 12
Larve (Tag 1) und ein adultes Tier (Tag 4). Nach einer anfanglichen Zunahme um 42 um
(Korperlange) stagniegtdas Langenwachstum bei postembryonadet-5 DauerRNAI Abb.

20 A). Eine Korperlange von 4Q@110 um liegt zwischen den Mittelwerten fur eine-lud

eine L3Larve Abb. 2). Dieses Ergebnis passt zu der Beobachtung eines larvalen Arrests. In
CE81 (PEPTL::DsRed)Larven wurde bei postembryonalesct-5 DauerRNAI ebenfalls
beobachtet, dasslas Langenwachstum der Larven stagniert, und dassorperlange der
Larven der Kontrollgruppe zu den bekannten Werten der Entwicklungsstadien pdst (
33A).

Nach PulRNAi wurde, fiir eine besser Ubersichtlichkeit, die Kérperlange in IM125 und OLB11
an Tag 1, Tag 3 und Tag 7 aufgetragsb(20 B, C). Uber einen Verlauf von sieben Tagen
wird diese von JM125 Larven ibb. 33 B gezeigt. An Tag 3 hatten die Larven der
Kontrollgruppe in JM125 und OLB11 eine durchschnittliche Kérperlange von 921 um bzw.
975um erreicht Abb.20B, C, Tag 3). Dies entspricht der Kdrperlange eines jungen Adulten,
was wiederum zu der Beobachtung passt, dass die Larven der Kontrollgruppe an Tag 4 alle zu
Adulten entwickelt waren. Die Korperlange an Tag 7 lag umc¢2000 um hoher als die
Spanne, dien der Literatur fir das adulte Stadium angegebenAdit( 20 B, C Tag 7). Die
JM125 Kontrollgruppe hatte an Tag 4 bereits eine um 100 um hohere durchschnittliche
Kdrperlange als fur Adulte bekannt ist, die sich an Tag 5 um weitere 200 um erdlte (
33B, s. Diskussign

NachPulsRNAisind die Larvekirzerals in der KontrollgruppéAbb.20B, C). Dies ist auch

in den Ubersichtsaufnahmen ibb. 18 (OLB11) zu erkenneiie Korperlange der JM125
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Tierewar, aul3er an Tag 7, nach 7 h PRINAI kleiner als nach 3,5 h RRISAi Abb.20B,Abb.
33B).An Tag 7 war nach 7 h P&®&IAi der Anteil der L3 Larven um 2 % geringer als in der
anderen Gruppe. Der Austausch in der Position, wessen Korperlange im Vergleich kirzer ist,
kann sich durch ein solches Fortschreiten in den Entwicklungsstadien ergeben habe

Die OLB11 Tiere erreichten nach 3,5 h fRNBAI eine groRere Korperlange als nach 7 h-Puls
RNAIiDies passt zu der Verteilung auf die Entwicklungsstadirag 7 wanach 3,5 h Puls
RNAder Anteil der L3 Larven deutlich geringer (4,5 98186 nach 3,5/7 h), und mehr Larven
erreichten das adulte Stadium (83,6 % vs. 52n@aeéh 3,5/7 i (Abb.17 G, H)Jeweils an Tag

ist die Standardabweichung héher als zu den anderen Messzeitpunkten. Zu diesem Zeitpunkt
sind die Unterschiede in den Entwicklungsstadien am grof3ten, da aufgrund der verzogerten
Entwicklung nach PuRNAI die Tiere nicht gleichmalig weit entwickelt siBédurch
unterscheiden sich didlittelwerte der Korperlange (JM125: 900 pm bzw. 793 pum; OLB11:
573 pum bzw. 720 um) auch von der Kérperlange eines Adulten in der Literatur (11B80um,

2 in 1.2), obwohl bis zu Tag 7 nach RPRBNAI das adulte Stadium erreicht und auch

Nachkommen gebildet wurden.

A Kérperlange bei postembryonaler B
act-5 Dauer-RNAI: Start JM125 L1

Kérperldnge nach postembryonalen C  Kérperldnge nach darmspezifischen
act-5 Puls-RNAI: Start IM125 L1 postembryonalen act-5 Puls-RNAi:
Start OLB11 L1
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Abb.20Kdrperléange bei postembryonaleact-5 DauerRNAiin IM125 und nach 7 h und 3,5 h postembryomale
act-5 PulsRNAiin JM125 und OLB111-Larven

Tag %4, Tag 7 sind Messzeitpunkte (A) Tag) deben hier gleichzeitig auch die Verweildauer auf RNAjan.
Start IM125 L1, Korperlangan Tag 1, Tag 2, Tag 3 und Tag 4Kautrolldatten: 38G10 um, 66627 um,
918+48um und 119&70pum; beiact-5(RNAI) 368+63um, 40229 um, 405+53um und 41@110um. (B) Start
JM125 L1, Korperlangen Tag 1, Tag 3 und Tag 7 l&ahtrollgatten: 422+66um,921+100umund 1565+87um;
nach 7 hpostembryonaleract-5 PulsRNAi 397442 um, 395+51 um und 900+424pum; nach 3,5 h
postembryonaletact-5 PulsRNAi 432t46 um, 481+84um und 793+342um. (O Start OLB11 L1, Kérperlange
an Tag 1, Tag 3 und Tag 7 &dntrollgatten: 532108 um, 97561 um und 1370+68um; nach7 h
postembryonalemact-5 PulsRNAi 48526 um, 432+63um und 573+2681m; nach 3,5 Ipostembryonalemlact-5
PulsRNAi 426+36 pm, 634+143um und 720+296um. n.s.: nicht signifikant, *Wert<0,05,**p -Wert<0,01,
*** p-Wert<0,001
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3.5.3 Postembryonaleact-5 PulsRNAIifihren zu einer verringerten Nachkommenzahl

Da der Darm Dotterproteine produziert, die in die Oozyten eingelagert werden (McGhee,
2007), solhun Gberpruft werden inwieweit die Herunterregulierung dexct-5 Genfunktion

die Anzahl der Nachkommen beeinflud3ti postembryonaleact-5 DauerRNA&rretiert die
Entwicklung det.1-Larven(Gobel et al., 2004; MacQueen et al., 20@8pass hiemit Dauer
RNAI beL4Lavengestartetwurde, umzu prifen, ob dies Uberhaugtuswirkungen auf die
Nachkommenzahhat. Im Widtyp N2 (WT)und im darmspezifiscan RNAiStamm OLB11
wurdenbei DauerRNAiInnerhalbvonvier Tagerdeutlichweniger Nachkommegebildet als
auf Kontrollplatten(WT: 232F1/A zu 66 F1/AAbb.21 A; OLB11: 153 F1/A zu 8a/A,Abb.
21B).

Nun wurden OLB11WTund JM25 (ACT5::YFP) 1-Larvenmit postembryonale act-5 Puls
RNAibehandelt und die Nachkommenzahl dokumentiént.OLB11 wurdenacth 24 hact-5
PulsRNAisignifikant weniger Nachkommen gebild&tG 192F1/Azu 38 F1/A Abb.21 C).
Nach 73,5h postembryonaleact-5 PulsRNAwar die FtNachkommenzahim Vergleich zur
Kontrollesowohlin OLB1&ls auchm WTund in JIM125 signifikant verringerApb.21 D-F).

In OLB11verringertesie sichvon 165 F1/A(VQ auf 92 F1/Abzw.115F1/A(Abb.21 D), im

WT von 365 F1/A ¥Q auf198 F1/Abzw.160 F1A (Abb.21 E) und in JM125von 269 F1/A
(VQ auf150F1/A bzw178F1/A nachlAbb.21 F).Die ungsvohnlich hohe Nachkommenzahl
in der Kontrollgruppe des V¢Warwahrscheinlich auf die Anwesenheit von Mannchen in der

Population bevor die Tiere vereinzelt wurdenyriickzufuhren.
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Abb. 21 Reduzierung der FNachkommenzahl beact-5 DauerRNAIin Wildtyp N2 und OLB1L4Larven und
nach postembryonaleact-5 PulsRNAiin OLB11, N2 und JM125-Larven.

(A) F:Nachkommenzahl deWT N2 L4 .arven 232+49 F1/Aauf Kontrollplatten beiact-5(RNAi66+15 F1/A

(B) F::-Nachkommenzahl dédLB11 4L arven:153+14 F1/AaufKontrollplatten beiact-5(RNAiB6+21 F1/A(C)

F1-Nachkommenzahl de®LB11 L1 arven:192+41 F1/AaufKontrollplatten nach24 hpostembryonale act-5

PulsRNAIi38+24 F1/A(D) F1-Nachkommenzahl deDLB11 L1 arven:165t61 F1/Aauf Kontrollplatten nach

7 h und 3,5 h postembryonaleact-5 PulsRNAi92+50 F1/Abzw.115:65 F1/A (E) FANachkommenzahl de2

LILarven:365t47 F1/AaufKontrollplatten nach7 h und 3,5 h postembryonaleract-5 PulsRNAIi198t92 F1/A

bzw.160+57 F1/A (F) FANachkommenzahl de¥M125 L1l arven:269+48 F1/A auf Kontrollplatten nach7 h

und 3,5 h postembryonale act-5 PulsRNAi 150t65 F1/A bzw. 178+80 F1/A n.s.: nicht signifikant,
*p-Wert<0,05 **p -Wert<0,01, *** p-Wert<0,001.
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3.6 Darmspezifisce rab-11.1(RNAi) fahrt zu einer verringerten
Nachkommenzahin der PO und zu einer verzdgerten Entwicklung der F1
Die Beeintrachtigung des endosomalen TranspiortEpithelien fuhrt zu einer fehlerhaften
Lokalisierung von Membrankomponenten, die sich auch auf die Mikrovilli auswirken kann
(Parker et al., 2018; Rom#&rernandez & Bryant, 201&)er Verlust von ARSflhrt zu einer
Reduktion RAR 1 positiver Endosome(tillard et al., 2015)NirdRAB11ausgeschaltetruft
dies eineintrazellulare Akkumulation von AGTund PERT hervor (Cheng et al., 2022;
ShafagZadah et al., 2012Wie sich ein auf den Darm beschrankter RABVerlust auf die
Entwicklung und Nachkommenzahl auswirkt, wurde haedarmspezifiscen RNAiStamm
OLB11 untersucht.
Zurab-11 gehoéren zwei Isoformenmab-11.1und rab-11.2 die zu 85,2 % identisch sirfdos
et al., 2011) Der Anwendung in anderen Studien folgend, wurden hier auck.dielHT115
RNAiFutterbakterien (Klon-19G13) aus der RNAitterbibliothek (Fraser et al., 2000;
Kamath et al., 2003; Kamath & Ahringer, 2008wendet. Weitere Grinde daflr sindas$
hohere Expressionslevel vorab-11.1im Vergleich zwab-11.2 (Los et al., 20113owie das
Auftreten eines starkeren Phanotyps lbab-11.1(RNAigIsbeirab-11.2(RNAiYSzumowski et
al., 2014, 2016)
Bei postembryonalerab-11.1(RNAi)n LtLarven &gder Widtyp N2 (W) ab dem zweiten
Tag hinter der Entwicklung der Kontrollgruppe und Vietbim L4Stadium Abb.22 A). An
Tag 13 reagierten diese Larven nicht mehr auf Berthrungan ¢
Die OLB11 Larven entwickelten sicliden ersten drei Tagen leicht verzogentVergleich zur
Kontrollgruppe,erreichten dann zusammen mit diesen dag 4das adulte StadiumApb.
22 B) undbildeten F:z-Nachkommen Abb. 22 C). Diese waren vio 209 F1/A auf 67 F1/A
reduziert.
Die OLB11 FMlachkommen wurden aufab-11.1(RNA#Platten weitergesetzt, um zu
beobachten, ob diese sich bei einem anhaltenden REfi&kt durch embryonale und
postembryonale RNAI zu Adulten entwickeln kdnnen.
AnTag 5 waren die Larven der Kontrollgruppe zu 100 % adult und bildetdad¢tkommen.
Wahrenddessen waren audib-11.1DauerRNAi an Tag 5 23,5 % im,163,2 % der Larven im
L4-Stadiumsowie 13,2 % junge Adul{@bb.22 D). An Tag ¥erblieben noch 17,6 % im L3
bzw. 63,2 % im L8tadium Der Anteil an jungen Adulten lag weiterhin bei 13,2¥&nche

59



ERGEBNISSE

Tiere hatten sich weiterentwickelt, denn der Anteil an Adulten stieg von 2,9 % (Tag 6) auf
5,9% (Tag 7) an.

Um diese verzogerte Entwicklung im Detail zu untersuchen, wurde die Kérperlange an Tag 1
bis Tag 5 vermessdAbb.22 E) Diese nimmt kontinuierlich mit der Zeit zu. Die Kbrperlange
der Kontrollgruppe wchsvon Tag 1 bis Tag 5 von 337 pum auf 1346 pm. Dies stimmt mit der
Korperlange einer L-Rarve (Tag 1 nach dem Schlipfen) und einem adulten Tier (Tag 5)
Uberein {gl.Abb. 2). Beirab-11.1DauerRNAIi mhmdie Kdrperlange in diesem Zeitraum von
269pum auf 861 um zu. Ab Tag 3 vergrof3ert sich die Differenz in der Korperlange mit jedem
Tag, da die Larven ax#b-11.1(RNAiarretieren, wahrend sich die Kontrollgruppe zu Adulten
entwickelte. Eine mittlere Korperlange von 861 um liegt zwischen den angegabafesten

fir eine L4Larve bzw. einen jungen AdulteAlb. 2). Dies passt zu der Beobachtung, dass
63,2%der FLarvenaufrab-11.1(RNAian Tag 5 im L&tadium warer{Abb.22 D).

Neben den Auswirkungen auf Entwicklung und Nachkommen wurden auch morphologische
Anderungen in OLB11 beobachtet. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe erschien das
Darmlumen (L)n rab-11.1(RNAYNUrmern nicht frei, und der apikale Birstensaum war
weniger prominent zu erkenneffAbb.22 F,G). Diese Veranderungen im Darmepithedten

auch in der OLB11 Bkirab-11.1DauerRNAiauf (Daten nicht gezeigtRiese Auswirkungen

auf das Darmlumen und den apikalen Burstensaumrhbill.1(RNAi}hneln dem bei
postembryonaleract-5 Dauer und PulsRNAIi beobachteterPharotyp in DIKAufnahmen

(Abb. 18, Abb. 19). Allerdings taten Entwicklungsverzdégerungen erst bei dembination

aus embryonaler und postembryonaleb-11.1(RNAiauf.

RABL11 ist, als Komponente des endosomalen Transports, abhangig von dessen Regulations
KomponentenUmgekehrt ist die Funktion von RAB wesentlich fur die Cargeroteing die
transportiert werden Im Folgenden wurde untersucht, ob sich die Herunterregulierung von
zwei Kandidaten aus den Bereichen Regulation und Cargo auf die Entwicklung und

Nachkommenzahl auswirkt.
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Abb.22 Larvaler Arrest im Wildtyp N2 sowiEntwicklung undAnzahl demMNachkommen bei postembryonaler
rab-11.1(RNAi)in PO und Fin OLB11.

(A) Entwicklung,Start WT Ljeweils n=120)tn der Kontrollgruppevaren die Tieran Tag 3 adulind bildeten

ab Tag #1-NachkommenBeirab-11.1 DauerRNAiverzogerte sich di&ntwicklung abifag 2 BisTag 4wurde

nur das L4Stadiumerreicht, in dem die Tiere arretierten(B) Entwicklung,Start OLB11 L{jeweils n=240)In

der Kontrollgruppevaren die Tierab Tag 4 Adultand bildeten FANachkommenBeirab-11.1DauerRNAwar

die Entwicklungin den ersten drei Tagen leicht verzégeDieLarven erreichterbis Tag 4 dasdulte Stadium
und bildetenF1:Nachkommen(C) F1-Nachkommenzahl der OLB11-Larven:209+22 F1/AaufKontrollplatten
67+32 F1/Abei postembryonalerrab-11.1 DauerRNAI (D) Entwicklung der OLB1E1 (n=68)fortlaufend auf
RNAI; in der Kontrollgruppe an Tag 5 zu 100% adafthrab-11.1DauerRNAIi wadie F1 an Tag 5 zu 23,5% L3,
63,2% L4, 13,2% jAag 6: 19,1% L3, 66,2% L4, 11,8% jA, 2,9%gA7: 17,6% L3, 63,2% L4, 13,2% jA, 5,9% A.
(E) Start OLB11 L1, Korperlange derdfiTag 1Tag 5 auKontrollplattert 337447 um, 549+19 um, 855+89 um,
1043+65 pm, 1346115 pum; beab-11.1(RNAIi) 269+44 pm, 551+113 pm, 673+102 pm, 708+140 pm,
861+63um. (F, G DIKAufnahmenOLB11 P@n Tag 6(G)Auf Kontrollplatten Im Darmepithelvar ein Lumen

(L) mit apikalem Burstensaum (Pfeile) zu erkennet) Auf rab-11.1(RNA#Platten Im Darmepithelwar ein
schmaler apikaler Burstensaum (Pfeile) sowie ein Lumen (L), in denvesiolutlich bakterielle Uberreste
befinden, zu seherl.egendel 3 (dunkelgrau), L4 (grayynge Adulte(hellgrau), Adulte (wei3GréRenbalken:

10 ym n.s.: nicht signifikant. ***pWert<0,001.
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3.7 Darmspezifisch par5(RNAi) sowie cdB(RNAI) in OLBlhat weder
Einfluss auflie Entwicklungnochauf die Nachkommenzahl
Die Herunterregulierung von PARflhrt zu einer Veranderung dekorrekten apikalen
Lokalisation voiRAB11 positiven Endosomezur basalen Membran der Enterozyt@finter
et al.,, 2012) Auch konnte gezeigt werden, dass REBEndosomen fur den apikalen
Transport von Cadherin 99C (Cad99CIpimmelanogasteerforderlich sind(Khanal et al.,
2017) Das Nematodersspezifische Cadherin CEHPettitt, 2005)ist ein mogliches Ortholog
des D.melanogaster/ | Rdd/ 6. [ ! {¢t ONHSoyAatAadsS RSI
(http://www.wormbase.org/db/get?name=WBGene00000397;class=6jjh CDH5 st
bisher nicht funktionell charakterisiert. In Anbetracht der orthologen Beziehung zu Cad99C
waére eine Funktion als Adhasionsmolekll zur Stabilisierung der Mikrovilli dertkbianit
wurden die Auswirkungen einer Herunterregulierung von Ebals mdglichem Cargand
von PARS als bekanntem Regulatiofsotein auf die Entwickhg und Nachkommenzahh
Widltyp N2 (WTundim darmspezifiscan RNAIStammOLB1luntersucht.
Waéhrend dieWT Larven der Kontrollgruppe sich bsg 4zu Adultenentwickeltenund F1-
Nachkommerbildeten(Abb.23 A), wurdebei postembryonalepar-5(RNAiErst an Tag Sdas
adulte Stadium erreichiDiese Adulten produziertemsgesamt nur 39 Embryonen, die letal
waren (Daten nicht gezeigt)Die OLB11 Lflarven entwickelten sich sowohl in der
Kontrollgruppe als aucbeipar-5(RNAjinnerhalb von funf Tagen zu Adulteibp.23B) und
bildeten F1-=Nachkomma. In der Kontrollgruppe (216 F1/A) wurden mehr Nachkommen als
bei par-5(RNA) (169 F1/A) gebildetAbb. 23 C).Diese FANachkommen entwickelten sich
ebenfalls innerhalb von funf Tagenu Adulten (Daten nicht gezeigt) und produzierten F2
Nachkommen Diesmal lag die Nachkommenzahl kir-5(RNAN Uber dem Wert der
Kontrollgruppe (143 F2/A vs. 113 F2(Abb.23D)). Eine Signifikanzbestimmung wafolge
einer einzelnen Durchflihrung des Experimenisht moglich.Fur eine Reproduktion der
Beobachtungen vofWinter et al., 2012jehlt in OLB1lein Fluoreszenmarkiertes RAR 1-
Protein
Bei cdh-5(RNAi)folgten sowohl die WT als auch die OLB11 Larven der Entwicklung in der
Kontrollgruppe. Innerhalb von vier Tagen waren die Tiere adult und produzierten F1
Nachkommen Abb. 23 E, F).Die FINachkommenbeider Stamme entwickelten sich im

gleichen Zeitraum zu Adulten (Daten nicht gezeigt) und produziertéxiadeBkommen.
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Abb. 23 Entwicklung und Nachkommezahlbei postembryonalerpar-5(RNAiyund cdh-5(RNAi)in PO und F1

in Wildtyp N2und in OLB11.

(A) Auf Kontrollplattenentwickelte sich @& WT LiLarven(je n=4Q innerhalb von 4 Tagen von L1 zu Adulten
und produzierte abTag 5Embryonen. Das adulte Stadium wurde aaf-5(RNAinur in Einzelféllen erreicht.

Die wenigen abgelegten Eier waren letal. (B) DieB11 L1 arven (jeweils n=20)entwickelten sich auf
par-5(RNAi) parallel zur Kontrollgruppe zu Adulten und produzierten Nachkommen ab Ta,5D
Nachkommenbei par-5(RNAi)von jeweils5 bzw. 4 OLB11 dAllten. Eine Signifikanzbestimmung war nicht
moglich. (O VC 216F1/A, par-5(RNAi) 169 F1/A. D) VC 113 F2/A,par-5(RNAi) 143 F2/A.(E P Bei
postembryonalercdn5(RNAi)n (B) WT L1-Larven(VCn=120, cdh-5(RNAiN=125)und () OLB11 L1 arven(VC
n=120, cdh-5(RNAi)n=125 wurde innerhalb von 4 Tagen das adulte Stadium erreicht und Nachkommen
produziert.(G, H)F1- und F2Nachkommenzahl de$VT: (G)VC 31881 F1/A cdh5(RNA): 270+43 F1/A(H)

VC 297438 F2/Acdh5(RNA): 273+55 F2/A(l, JF1- und F2Nachkommenzahl des OLB1(1)VC 205+17 F1/A
cdh5(RNA) 135+43 F1/A(J)VC 154439 F2/Acdh5(RNAE 162422 F2/ W £ Ny 34 G Sns[=Sai y a & LI
signifikant Die F1 wurde weiter auf die jeweiligen RNpdatten umgesetzt
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Im WT wurden becdh-5(RNAiweniger Nachkommen gezahlt als in der Kontrollgruppe (F1:
318F1/Avs.270 F1/AF2:297 F2/Avs.273F2/A) (Abb.23 G, H). Die OLB114kachkommen

waren beicdht5(RNAiyon 205F1/A auf 135 F1/A ebenfalls verringéitbb.231). In der F2
Generationlag hingegen die Nachkommenzahl ledh-5(RNAi)leicht Gber dem Wert der
Kontrollgruppe (162 F2/A vs. 154 F2/Apb.23 J). Die beschriebenen Unterschiede in der
Nachkommenproduktion wiesen keine Signifikanz auf. Daher ist davon auszugehen, dass
diese Unterschiede aufgrund von naturlichen Schwankungen in der Nachkommenproduktion
zustande kommen.

Mit diesen Untersuchungen wurden in OLB11 weder auffallige Auswirkungen auf die
Entwicklung noch auf die Nachkommenzahl aufgrund einer Herunterregulierung von

par-5(RNAiund cdh-5(RNAiYestgestdlt (s. Diskussion).

3.8 Visualisierung dedMikrotubuli-Netzwerks und darmspezifiscle Tubulin

RNAI
Der Verlust des Regulatiofsoteins PAR durch RNAI fuhrt zu einer zytoplasmatischen
Fehllokalisierung von RAR. Endosomen. Diesitir auchbei RNAI gegetba-1, tha2, tha-4,
tbb-1 und tbb-2 auf (Winter et al., 2012) Des Weiteren wurde die Bildung von ART
Aggregaten nactba-2(RNAipeobachtet(Saegusa et al., 2014)
Die Einschrankunginzelner Tubulinelurch RNAkann sich demnach auf einzelne der bisher
in dieser Arbeit beschriebenen Proteine auswirkBaher solhun zunachst gezeigt werden,
wie das MikrotubulNetzwerk mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten Protedtasgestellt
werden kann. MAPH.1 (Mikrotubultassoziiertes Protein 1 Homolog 1) lokalisiert an
dynamischen MikrotubuAnordnungen in somatischen GewebernnelegangWaaijers et
al., 2016) Im Reporterstamm BOX188 kann mittels GFP::MARIdas Mikrotulli-Netzwerk
gesamtheitlich dargestellt werden, ohne dasrch die Fluoreszenzmarkierudg Funktion
des Netzwerks eingeschrankt wird.
Die Auswirkung auf die Entwicklung und Nachkommenzahl von RNAi gegen einzelne Tubuline
wurde im Wildtyp N2 und imdarmspezifiscen RNAStamm OLB11 untersucht.
Darauffolgend wurden gegen vier dieser Tubuline RNAi in BOX188 wiederholt, um die

Auswirkungen auf das GFP::MAPH-Fluoreszenzsignal zu untersuchen.
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3.8.1 Visualisierung des MikrotubulNetzwerks imC. elegand®armepithel wahrend der

Entwicklung anhand des Mikrotubussoziierten Proteins MAPH.1 als Marker

Anhand des GFP::MARHIL-Fluoreszenzsignails BOX188vird im Folgenden die Entwicklung

des MikrotubuliNetzwerksim C. elegan®armepithelwdhrend der Embryonalentwicklung

ab dem El&tadiumbis zum Adulterverfolgt.

Im E16Stadiumliegen die Enterozyten einander an der ventralen Mittellinie gegeniiler

in Abb. 24! ~ | Wy ® 5 [-Al-Flibeszenxsgralt dkkumulierte an der apikalen
Membran der Enterozyten und verlief dann entlang der lateralen Membraegien folgenden
Embryonalstadien Bohne (E18pb.24. = . W0 dzy R YAbuZ4) dzI Udhifie 6 9 1 1
Akkumulation des GFP::MAHHI-Fluoreszenzsignals an der apikalen Membran (Pfeile in
Abb. 24 . WX /WO &a26AS RAS ! dza o NBA {dzy 3 DidéésS NI R
Springbrunnerdrmige Muster des Fluoreszenzsignaks in Embryonen im Brez&tadium,

die kurz davowaren, als Larven zu schlipfen, nicht mehr zu sehen. Das GFP:MAPH
Fluoreszenzsignal dekoriertiurchgehend die apikale Membran (PfeilspitzerAlib. 245 W0
entlang des Lumens (L) und veflvon dort in einem radialen Netzwerk in das Zytoplasma.
Eine Anreicherung entlang der lateralen Membran der einzelnen Enteromyete nicht
beobachtet.In allen Embryonalstadienat ein Fluoreszenzsignal ebenfalls in den Ubrigen
somatischen Geweben auklfb. 24 A-D).

Die apikale Anreicherung des GFP::MAPHFluoreszenzsignals im Brezelstaditrat auch
danach in der L-Larveauf (Abb. 24 . Wahrend der postembryonalen Entwicklung von der
L1-Larve bis zum Adultewar im Darmepithel jeweils eine durchgangige Anreicherung von
GFP::MAPH.1 an der apikalen Membran entlang des Lumens (L) zu beobachten (Pfeilspitzen
in Abb. 24 EJ). Von der apikalen Membran vef das GFP::MARH1-Muster in einem
radialen Netzwerk in das Zytoplasma. Die Position der apikalen Anreichistwmog anderen
Studien genaue als sich unterhalb des apikalen ERMignals befindend beschrieben
worden, woraus eine Verbindung zu den Intermedilamenten, die eine Rolle in der
Verankerung von MikrotubulNukleatoren spielen, abgeleitet wir@Oriolo et al., 2007;
Ramalho, 2019)
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Abb. 24 In vivo-Dokumentation der Entwicklung desMAPH1.1::GFFFluoreszenzsignals im Darmepithel von BOX188 Embryonen und wahrend der postembryonalen
Entwicklung von der L-Larve bis zum Adulten.

(A-D) Embryo im(A) E16, (B)E18 (Bohne),(C)E20 (Kaulquappe)und (D) BrezetStadiumkurz vor dem SchlipfefA@DQ 0 + SNHNJ G SNXzy3 RSa 2SgSAt a
. S NB A OGER: MARH!. 1(bkalisiert ringsim die Enterozyten an der apikalen und basolateralen Memidana$ Fluoreszenzsignal akkumuliert an der apikalen Membran

der Enterozyten (Pfeile) und zieht von dort iber die laterale Membran nach iagdiQvS AY @2 NI dza3S3IFy3IASYySy 9YOoNR2y Il fadl RAdzY 6
der apikalen Membran (Pfeile) und breitet sich nach lateral élu€Das Fluoreszenzsignal dekoriert die apikale Membran der Enterozyten (Pfeilspitzen) und verlauft von dort
radial in das Zytoplasma. Eine Anreicherung entlang der lateralen Membran der einzelnen Enterozyten kann nicht beobdemt&aveshl im Darmepithel ddranenstadien

L1 bis L4(EH) als auch irjungen Adulten(l) und Adulten () akkumuliert das Fluoreszenzsignal an der apikalen Mem{égilspitzen) und verlauft von dort in einem

strahlenartigen Netzwerk in das Zytoplasma. Asteriske markiere) inaé Gonadenprimordium und igYund {) jeweils einen Gonadenarm. GroRenbalké®5 W0 um
(EJ)5 um.
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3.8.2 Darmspezifisck TubulinRNAihat keinen Einfluss auf die Nachkommenzahl

Im C. elegang&senom besteht die TubuliRamilie aus neuh- und sechs -Tubulinen sowie
einem! -Tukulin (Hurd, 2018)1.3.2. Im Wildtyp N2 und indarmspezifiscen RNAIStamm
OLB11 wurde mittels RNAIi gegen diese Gene die Auswirkungen auf die Entwicklung und
Nachkommenzahl untersucht. Dabei wurde auobcal(RNAi)durchgefuhrt, da dieses
Verankerungsprotein aufgrund einer Lokalisierung im embryonalen Darmepithel apikal am
nicht-zentrosomalen MikrotubwOrganisationszentrum von Interesse(Stllee et al., 2018)

Die in der RNAF(tterbibliothek des Ahringetabors (sieh&.3) vorhandenen RNALlone
wurden zunachsauf ihre Richtigkeit Uberprift und die fehlerhaften bzw. fehlenden RNAI
Klone selbst hergestellTéb.3in 2.1.4). Dabei wurde darauf geachtet, dass die Sequenz des
jeweiligen RNAKIons eine Sequenz in allen Isoformen des@esis abdeckt.

Aufgrund der Vielfaltigkeit der Isoformeniaonnocal deckt der RNAKIon aus der RNAI
Futterbibliothek lediglich die ersten acht Isoformeth ab. Zusatzlich wurde hier ein RNAI
Klon hergestellt, dedie letzten Isoformen h und i gemeinsam abdeckt. Diese beiden Klone
wurden zunachst getrennt verwendet. Da keine unterschiedlichen Auswirkungen festgestellt
wurden, wurde in weiteren Experimenten nur dewcal(RNABKIon aus der RNAI
Futterbibliothek verwendet.

Aufgrund der hohen Sequenzahnlichkeit nicht nur innerhalbhdelzy” RTubuline, sondern
auch zwischen diesen Gruppélrap.13in 8.4), kann davon ausgegangen werden, dass durch
RNAI gegen ein einzelnes Tubu@len auch die mRNA &ahnlicher Tub«iene abgebaut wird
(Tab.14in 8.4). Die hohe Sequenzahnlichkeit zwischen diesen untersuchten Genen wurde in
Abb. 25 mittels eines Alignments der gesplei3ten Nukleinsduresequenzen dieser Gene

visualisiert(Sequenzanalysoftware Geneioldsb.9)).
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Abb. 25 Vergleich der gespleiRten Nukleinsauresequenzen (ohne UTR) der Gene, die im Zusammenhang mit
dem Mikrotubuli-Netzwerk untersucht wurden (Clustal Omega 1.2.2, Geneious).

Die Sequenzen wurden nach ihrer Ahnlichkeit gruppiert. Identische Nukleinséuren sind in schwarz dargestellt.
Die Bindestriche stellen Liicken dar, die vom Algorithmus dort eingefligt wurden, wo in den anderen Sequenzen
kein Bereich zugeordnet werden konnte.

Die Experimente wurden mit WT und OLB1iLafven begonnerDie Entwicklung der PO
Generationzu adulten Tieren sowie die Entwicklung derGdnerationwurde auf RNAI
Platten fortlaufend verfolgt. Dauerte die Entwicklung zum Adulten auf RNAI ein bis zwei Tage
langer als auKontrollgatten, wurde diesals langsamere Entwicklungrmerkt (slower dev.

in Tah 11). Im Hinblick auf die Nachkommenzahl wurde lediglich festgehalten, eb F1
Nachkommen abgelegt wurden, oder nicht (F1 oder keine Him11). Die geschlipften
Larven wurden nicht ausgezéahlt.

Im WT wurde nach postembryonaltya-2(RNAI) tbb-1(RNAI)tbb-2(RNAiund tbg-1(RNAI)

in LELarven jeweils Sterilitdt beobachtet, d.h. dielldrven entwickelten sich zu Adulten, die
jedoch keine Nachkommen produzierten. In OLB11 wurde keine Sterilitat beobachtet. Daher
ist davon auszugehen, dass die beobachtete Sterilitat im WT nichiraerd NAEffekt im

Darm zuriickzufuhren ist.

Eine langsamere Entwicklung (slower dav.Tah 11) trat im WT und in OLBlbei
ben1(RNAi)und nocal(RNAi)auf. Dies wurde in OLB11 zuséatzlich B&Ai gegerba-4,

tba-5, tha-8, tba-9 sowietbb-2, tbg-1 undmec7 festgestellt. Warum tritt diese Beobachtung

in OLB11 auf, jedoch nicht im WT? Eine Madglichkeit ist, dass eine Mutation im OLB11
Hintergrund zu einer héheren RN8ensitivitat als im WT fuhrtJm dies zu tberprifen,
wurden die Ergebnisse mit denen in der RNyyersensitiverrrf-3 Mutante (Simmer et al.,
2003)verglichenDer larvale Arrest bzw. die larvale Letalitat, die dort inrdeB Mutante bei
tba-4(RNAizw. tbb-2(RNAibeschrieben wurden, kdnnten als starkere Auswirkungen auf

die Entwicklung interpretiert werden.
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