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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Das Nervensystem ist eines der komplexesten Organe und nimmt durch seine Funktionen, die
beim Menschen als kognitive Leistungen zusammengefasst werden, eine besondere Stellung ein.
Drei grundlegende Prozesse sind bei der Bildung des Nervensystems wéhrend der Entwicklung
von entscheidender Bedeutung: Bildung von unterschiedlichen Neuronenklassen durch
Zelldifferenzierung, Vernetzung der Nervenzellen durch zielgerichtetes axonales Auswachsen und
Verschaltung durch Synapsenbildung.

Die Mechanismen zur korrekten Vernetzung, die eine unabdingbare Voraussetzung zur
Etablierung der synaptischen Verschaltungen sind, sind nur ansatzweise bekannt. Bekannte
Rezeptoren (UNC-5, UNC-40/DCC, und SAX-3/Robo), die fiir die axonale Wegfindung wichtig
sind, gehdren zu den Immunglobulin-Zelladhédsionsmolekiilen (IgCAMs). Durch die Analyse des
vollstindig sequenzierten Genoms von C.elegans konnten die Mitglieder dieser Familie
identifiziert werden. C. elegans besitzt 17 IgCAMs, die entweder aus Ig-Dominen oder aus Ig-
Doménen und Fibronektin III Doménen bestehen. Durch den kurzen Generationszyklus und die
Moglichkeit Deletionsmutanten herzustellen, eignet sich C. elegans sehr gut zur in vivo Analyse
der kompletten Genfamilie. Fiir vier [gCAMs (LAD-1, UNC-5, UNC-40, und SAX-3) lagen zu
Beginn dieser Arbeit schon funktionelle Untersuchungen vor. Fiir eine erste Abschitzung der
Funktion der weiteren 13 IgCAMs wurde die Expression analysiert. Diese [gCAMs zeigen im
Verlauf der Entwicklung eine dynamische Expression, die meist nicht auf ein einzelnes Gewebe
beschréinkt ist. Nur drei IgCAMs (RIG-3, RIG-6b/d, und LAD-2) sind ausschlieBlich neuronal
exprimiert, alle weiteren zeigen neuronale und nicht neuronale Expression. Die neuronale
Expression der Mehrzahl der IgCAMs beginnt bereits zum Zeitpunkt des axonalen Auswachsens,
so dass eine Rolle bei der axonalen Wegfindung mdglich ist.

Zur funktionellen Charakterisierung der I[gCAMs wurde eine C. elegans Deletionsbank mit ca. 2
mio. mutagenisierten Genomen hergestellt und fiir zehn von 13 IgCAMs Deletionsmutanten
isoliert. Die Deletionen fiihren iiberwiegend zu einem vorzeitigen Stopcodon, was einen
Funktionsverlust zur Folge hat. In der Deletion von SYG-2 bleibt das urspriingliche Leseraster
erhalten, allerdings fehlt die Fibronektin III Domine. Die Analyse der Mutanten erfolgte
hauptsdchlich mit neuronalen Markern. Sieben der zehn Deletionsmutanten zeigen leichte bis
mittelschwere Defekte im Nervensystem, die aber alle nicht zu einer Beeintrdchtigung der
Bewegung, der Nahrungsaufnahme und allgemein der Lebensfahigkeit von C. elegans fiihren. Die
Defekte im Nervensystem betreffen Interneuronaxone, die zwischen den beiden Axonbiindeln des
Ventralstranges Uberkreuzungen aufweisen. AuBerdem wachsen in einigen Mutanten
Kommissuren der DA/DB Motorneurone auf der falschen Seite Richtung Dorsalstrang. Das kann
entweder auf ein Fehlen von IgCAM vermittelten Signalen fiir das axonale Auswachsen
zuriickgefiihrt werden, oder aus einer verminderten Adhédsion resultieren. Die neuronalen Defekte
der Deletionsmutanten zeigen, dass IgCAMs zwar bei der Etablierung des Nervensystems
beteiligt sind, aber im Einzelnen nur eine lokal begrenzte Funktion aufweisen. Vor allem in vitro
Studien haben gezeigt, dass I[gCAMs in funktionalen Komplexen zusammenwirken, so dass man
davon ausgehen kann, dass Doppel- und Mehrfachmutanten stirkere Defekte zeigen. Durch die
exemplarische Analyse von Doppelmutanten der in Motorneuronen exprimierten IgCAMs, konnte
auf keine Interaktion dieser IgCAMs geschlossen werden. Allerdings wurden durch solche
Untersuchungen Hinweise auf eine Interaktion von rig-/ und rig-3, die beide in Interneuronen
exprimiert sind, gefunden.

Die Expression der IgCAMs weist auf viele weitere mdgliche Funktionen innerhalb des
Nervensystems z.B. bei der Synapsenbildung, genauso wie in anderen Geweben wie z.B. in
Muskel und in Hypodermis, hin. Die isolierten Deletionsmutanten bilden die Basis, diese
moglichen Interaktionen in Zukunft mittels Doppel- und Mehrfachmutanten zu analysieren.



Zusammenfassung

SUMMARY

The nervous system is one of the most complex organs that has evolved. Its outstanding role
is emphasised by its function, which culminates in the capability of cognition. Three basic
steps are important for the development and correct wiring of the nervous system: initially
different classes of neurons are established during cell differentiation. In a second step axons
have to grow out into their target area. This is a prerequisite for the final step, namely the
formation of specific synaptic contacts.

The mechanisms of directed axonal outgrowth are only partially understood. Known receptor
molecules like UNC-5, UNC-40/DCC and SAX-3/Robo belong to the immunoglobulin cell
adhesion molecule family (IgCAMs). After the completion of sequencing and analysis of the
C.elegans genome all members of this family were identified. C. elegans contains 17
IgCAMs, consisting either of Ig domains only or fibronectin III domains in addition. With a
short generation cycle and the possibility to quickly generate deletion mutants, C. elegans is
perfectly suited for a functional analysis of the whole [gCAM family.

For four IgCAMs (LAD-1, UNC-5, UNC-40 and SAX-3) detailed analysis by other labs
revealed their function in development and particularly in the nervous system. To get a first
impression where the remaining 13 I[gCAMSs might function, their expression was examined.
Transgenic animals were generated expressing promoter-GFP fusion constructs for individual
IgCAMs. Expression typically is dynamic and not confined to a single tissue. Only three
IgCAMs show exclusively neuronal expression, the others show predominantly expression in
particular subsets of neurons as well as in non-neuronal tissue. The expression for most of
them starts already during axon outgrowth, suggesting a role in axonal pathfinding.

For functional characterization a library of mutagenized worms was generated consisting of 2
mio. mutagenized genomes to isolate deletion alleles. For ten out of 13 IgCAMs a deletion
mutant were isolated. The majority of the deletions produce a premature stop codon, likely to
cause a complete loss of function. For syg-2 only an in-frame deletion could be isolated,
which takes out the fibronectin III domain. The analysis of the mutants was mainly carried out
with neuronal markers. Seven out of ten mutants show weak to moderate defects in the
nervous system. Defects were found in interneuron axons which cross erroneously to the
contralateral axon bundle of the ventral cord and in commissures of the DA/DB motor
neurons which grow out on the wrong side. All mutants are viable and healthy and show
normal movement indicating that the motor circuit is functional. The observed defects are
probably due to defective signal transduction or adhesion mediated by IgCAMs. These defects
show that the analyzed IgCAMs do have a function in establishing the nervous system, but it
is rather local and confined to certain neurons compared to UNC-5, UNC-40 or SAX-3, which
act as more global guidance cues.

In vitro studies have shown that I[gCAMs can form functional complexes and act in
combination so that double mutants and even triple mutants could have a greater impact on
nervous system development. To test this double mutants of IgCAMs expressed in motor
neurons were generated, but gave no evidence for interaction. By contrast different defects
compared to the single mutants were discovered with rig-1/rig-3 double mutant suggesting an
heterophilic interaction between these molecules.

The expression of the [IgCAMs indicates a variety of possible interactions within the nervous
system only, between the nervous system and other tissues, as well as among non-neuronal
tissues. These putative interactions can be tested by further analysis of double as well as tripe
mutants. The isolated deletion alleles provide a useful basis to explore these functional
interactions in the future.



Einleitung

I. EINLEITUNG

Die Funktion des Nervensystems in Vertebraten wie auch in Invertebraten ist in hohem Malfle
von einer prizisen Vernetzung der Neurone abhingig. Nach der Etablierung von
verschiedenen Neuronenklassen durch Zelldifferenzierung an spezifischen Stellen im Embryo
ist zielgerichtetes Auswachsen von Axonen von fundamentaler Bedeutung. Das zielgerichtete
Auswachsen ist Voraussetzung fiir die folgende Verschaltung durch Synapsenbildung. Ist das
zielgerichtete Auswachsen gestort, hat das eine fehlerhafte Vernetzung zur Folge. Solche
Fehler fithren nicht nur zum Verlust von motorischen und sensorischen Leistungen, sondern
beim Menschen auch oft zum Verlust der kognitiven Fahigkeiten (Barinaga 1996).

Betrachtet man die enorme Komplexitit des Gehirns (2 x 10'' Neurone, jedes Neurone macht
1 x 10* Synapsen) entsteht die Frage, welche koordinierten Interaktionen zwischen dem
auswachsenden Axon und der zelluliren Umgebung notwendig sind, um eine korrekte
Verschaltung des Nervensystems zu gewéhrleisten.

Die Vorstellung, dass unspezifisches, ungerichtetes Auswachsen ausreichen konnte (P.Weiss
1936), wurde schon bald verworfen, nachdem Sperry Hinweise fiir Chemoaftinitdt von
auswachsenden Axonen fand (Sperry 1963). Auch die Entdeckung aktivitidtsabhingiger
Neuanordnung von synaptischen Verbindungen widersprach nicht der Vorstellung von
préizisen und koordinierten Interaktionen zwischen dem sich entwickelnden Axon und seiner
Umgebung fiir die primire Entwicklung des Nervensystems (sieche Ubersichtsartikel Dodd
and Jessell 1988). Axone benutzen aktivitdtsunabhdngige Prozesse am fiihrenden Ende des
auswachsenden Axons, dem Wachstumskegel, um Zielgewebe zu erreichen.

Mit Hilfe des Wachstumskegels findet die Aufnahme und Integration von Signalen aus der
Umgebung statt. Die Umsetzung der Signale in gerichtetes Auswachsen erfolgt im
Allgemeinen durch GTPasen vermittelte Kontrolle des Zytoskeletts (Guan and Rao 2003).
Vier verschiedene Signaltypen bilden die Grundlage des zielgerichteten Auswachsens von
Axonen (siche Abb.1.1): kontaktabhingige Anziehung und Abstoung sowie
Chemoattraktion und — repulsion (Tessier-Lavigne and Goodman 1996). Sie werden folglich
von Signalmolekiilen vermittelt, die entweder membrangebunden oder sekretiert sind. Die
Signalmolekiile leiten Axone iiber weite Distanzen (in Vertebraten bis zu mehreren
Zentimetern). Um das zu bewiltigen, sind Axonbahnen in Segmente unterteilt, die

Zwischenziele darstellen und so das Navigieren erleichtern. Eine weitere Erleichterung ist die



Einleitung

schrittweise Entwickelung: Pionier-Axone legen Axonbahnen relativ friih in der Entwicklung
fest und spiter auswachsende Axone konnen diesen Axonen dann folgen (Tessier-Lavigne
and Goodman 1996; Hutter 2003).

Die spezifische Leitung von Axonen ist meist keine einfache bilateralen Rezeptor-Ligand-
Interaktion, sondern wird erst durch entwicklungs- und gewebeabhingige
Regulationsmechanismen erreicht. Die Regulation kann dabei auf verschiedenen Ebenen
erfolgen: transkriptionelle und postranskriptionelle Regulation, Regulation {iiber
zellspezifische (autonome) Signale und iiber Rezeptoraktivierung durch Komplexierung (Yu
and Bargmann 2001; Dickson 2002; Huber et al. 2003).

Zusammenfassend sind folgende Faktoren primar richtungsweisend fiir auswachsende Axone:

1. die molekularen Eigenschaften bzw. Ausstattung des Wachstumskegels
2. die molekulare Umgebung des auswachsenden Axons

3. die Regulationsmechanismen denen diese Signalmolekiile unterworfen sind

+ 4+ + + + T - - =7

Abb. 1.1: Prinzipien der axonalen Wegfindung. A Chemoattraktion, B
Chemorepulsion, C Kontakt-abhéngige Anziehung, D Kontakt- abhéngige
AbstoBung. (Verdandert nach Mueller, 1999).
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1.1 Evolutionar konservierte Moleklile der axonalen

Wegfindung

Signale und Signalwege der axonalen Wegfindung sind iiber die Artgrenzen hinweg
konserviert und entstanden wahrscheinlich durch divergente Evolution aus einem
urspriinglichen Metazoa. Vertebraten haben im Allgemeinen eine grof3ere Zahl von Liganden
und Rezeptoren, die auf Genomduplikationen zuriick zu fiihren ist (Chisholm and Tessier-
Lavigne 1999). Die Signale konnen wie folgt untergliedert werden: klassische Signalmolekiile
(Netrine, Slits, Semaphorine, und Ephrine), Zelladhdsionsmolekiile (IgCAMs, Cadherine und
Integrine), Molekiile der extrazelluldren Matrix und andere Molekiile (Wnt, Shh und BMP).
Die funktionalen Eigenschaften dieser Untergruppen sind oft iiberlappend und Mitglieder
verschiedener Untergruppen wirken oft als heteromultimere Komplexe zusammen
(Ubersichtsarktikel Yu and Bargmann 2001; Araujo and Tear 2003; Guan and Rao 2003;
Huber et al. 2003).

1.1.1 Klassische Signalmolekile
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Abb.1.2: Die klassischen Signalmolekile und ihre Rezeptoren. A: Signalmolekiile, die
membrangebunden oder sekretiert sind, B: entsprechende Rezeptoren, C: Funktion/Auswirkung,
in Klammern weitere Funktion, D: Modulatoren (verandert nach Yu, 2001).
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1.1.1.1 Netrine

Die sekretierten Netrine haben Ahnlichkeit mit den Lamininen der Basalmembran. Sie waren
die erste Familie von Signalmolekiilen der axonalen Wegfindung, die entdeckt wurde
(Hedgecock et al. 1990; Kennedy et al. 1994; Serafini et al. 1994). In C. elegans bildet das
einzige Netrin Homolog UNC-6 einen Gradienten mit der hochsten Konzentration ventral und
abnehmender Konzentration Richtung dorsal. Netrine kdnnen Anziechung oder AbstoBung
vermitteln: UNC-40/DCC (deleted in colorectal cancer) und UNC-5, beide Mitglieder der
Immunglobulin Superfamilie (IgSF), vermitteln Anziehung (UNC-40), bzw. AbstoBung
(UNC-5) (Chan et al. 1996; Wadsworth 2002). Die Anziehung erfolgt durch Bindung von
Netrin an ein UNC-40 Dimer. Die AbstoBung erfolgt entweder durch Bindung von Netrin an
ein UNC-40/UNC-5 Dimer (AbstoBung iiber lange Distanzen) oder durch Bindung an UNC-5
(AbstoBung tiiber kurze Distanzen) (Dickson and Keleman 2002). Die UNC-5 vermittelte
AbstoBung kann durch MAX-1, ein Adapterprotein, moduliert werden (Huang et al. 2002).
Des Weiteren kann die Anziehung vollstindig unterdriickt werden, wenn das IgSF-Protein
Robo an UNC-40/DCC bindet. Dabei wird Robo von Slit induziert (Stein and Tessier-Lavigne
2001). Neben der Modulation sind auch Faktoren des Signalweges, der zu
Zytoskelettveranderungen fiihrt, bekannt: UNC-34/Enabled, UNC-115 (Actin Bindeprotein),
CED-10 (Rac Homolog) spielen dabei eine Rolle (Culotti and Merz 1998; Lundquist et al.
2001; Guan and Rao 2003).

1.1.1.2 Slits

Die Slits sind groBe sekretierte Molekiile mit EGF (epidermal growth factor) Doménen. Sie
wurden in D. melanogaster entdeckt, wo sie Kommissuren, die Robo (roundabout)
exprimieren abstoen, so dass sie die Mittellinie nicht kreuzen. Kommissuren, die die
Mittellinie kreuzen kdnnen, exprimieren Robo erst nach der Kreuzung. Das Robo Protein
wird transient durch Comm (commissureless) unterdriickt, bis die Kommissuren die
Mittellinie gekreuzt haben. Das heiit, wenn Comm ausgeschaltet ist, wird Robo nicht
reprimiert und die Kommissuren kreuzen nie (Kidd et al. 1998; Kidd et al. 1999; Keleman et
al. 2002). In D. melanogaster wird durch die kombinatorische Expression von Robo, Robo2
und Robo3 auf Axonen festgelegt, wie weit diese von der Mittellinie entfernt verlaufen

(Rajagopalan et al. 2000; Yu and Bargmann 2001).



Einleitung

C. elegans besitzt ein Slit Homolog SLT-1 und ein Robo Homolog SAX-3. Comm ist in C.
elegans nicht vorhanden (Zallen et al. 1998; Hao et al. 2001). Interessant ist, dass in C.
elegans nicht alle Defekte der SAX-3/Robo Mutante auch in der SLT-1 Mutante zu sehen

sind, was auf weitere Interaktionspartner hinweist (Hao et al. 2001).

1.1.1.3 Semaphorine

Die Semaphorine bestehen aus acht Unterfamilien sekretierter und Zelloberflachenmolekiilen,
die nicht nur bei der axonalen Wegfindung sondern auch im Immunsystem, der
Organogenese, der Angiogenese und der Weiterentwicklung bestimmter Krebserkrankungen
eine Rolle spielen. Alle besitzen die konservierte Semaphorin Domine und einige
interessanterweise eine Ig-Doméne (Committee 1999; He et al. 2002).

Das erste Semaphorin wurde in der Heuschrecke als Fasciclin IV (Semaphorin I) entdeckt und
beeinflusst die Faszikulierung von Axonen (Kolodkin et al. 1992). In Vertebraten wurden die
Semaphorine (Sema3A/Collapsin-1) als Faktoren identifiziert, die zum Kollaps des
Wachstumskegels flihren (Luo et al. 1993). Inzwischen ist aber bekannt, dass Semaphorine
AbstoBung und Anziehung vermitteln kénnen (Bagnard et al. 1998). Die Rezeptoren fiir
Semaphorine sind Plexine, die eine groBe intrazellulire Domidne besitzen, und die nur in
Vertebraten vorhandenen Neuropiline (NP) (Chen et al. 1998). Die Plexine bilden vier
Unterfamilien: PlexinA, -B, -C und D (Tamagnone et al. 1999; Nakamura et al. 2000). Die
meisten Semphorine binden Plexine alleine, nur die Klasse 3 Semaphorine bendtigen einen
Komplex: Semaphorin 3A bindet den Komplex aus NP-1 und PlexinA und Semaphorin 3F
bindet an NP-2 und PlexinA (Chen et al. 1997; Chen et al. 1998; Takahashi et al. 1999). Bei
der Signalvermittlung, die schlieBlich zum Kollaps des Aktinskeletts und damit des
Wachstumskegels fiihrt, spielen Rac und Rho GTPasen sowie UNC-33/CRMP-62 (collapsing
response mediator protein) eine Rolle (Ubersichtsarktikel He et al. 2002).

Ein bemerkenswerter Punkt ist, dass Semaphorin 3A vermittelte AbstoBung in Vertebraten
von dem IgSF Protein L1 abhdngig ist. Dabei bilden die extrazelluliren Domédnen von NP-1
und L1 einen Komplex (Castellani et al. 2000).

In C. elegans kodieren 3 Gene Proteine mit einer Semaphorin Doméne und zwei Proteine mit
Plexin- dhnlichen Doménen (Hutter et al. 2000). Fiir ein Semaphorin (MAB-20 = Semaphorin
2A) konnte eine Rolle bei der axonalen Wegfindung gezeigt werden. C. elegans mab-20

Mutanten zeigen Defaszikulierung von Axonen (Roy et al. 2000).
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1.1.1.4 Ephrine

Die Ephrine sind eine Familie von Zelloberflichenmolekiilen, die neben vielen anderen
Funktionen auch eine Rolle bei der axonalen Wegfindung spielt. Sie werden anhand ihrer
Membranverankerung in zwei Klassen unterteilt: A-Typ Ephrine (EphrinA) sind mittels eines
GPI-Ankers an die Membran gebunden und B-Typ Ephrine (EphrinB) besitzen eine
Transmembrandomine mit einer anschlieBenden intrazelluldren Doméne (Gale et al. 1996;
Kullander and Klein 2002). Ephrine binden an die ebenfalls membranstindigen Eph-RTKs
(Ephrin-Rezeptor-Tyrosin-Kinase) und wirken im Nervesystem hauptsdchlich durch
kontaktabhéngige AbstoBung und als Adhesionsmolekiile (Orioli and Klein 1997). Eine
Besonderheit ist die bidirektionale Signalweiterleitung bei der axonalen Wegfindung.
Einerseits kann der Eph-Rezeptor nach Bindung an EphrinB autophosphoryliert werden, was
zu einer Signalweiterleitung in der Eph-Rezeptor-exprimierenden Zelle fiihrt, andererseits
wird auch der Ligand EphrinB phosphoryliert und induziert ebenfalls eine Signalkaskade
(Bruckner et al. 1999; Murai and Pasquale 2003).

In C. elegans gibt es vier Ephrin Homologe (EFN-1-4) und ein Eph-Rezeptor Homolog
(VAB-1) fiir die aber bisher keine Funktion bei der axonalen Wegfindung gezeigt werden
konnte. Sie spielen bei Morphogenese und der Etablierung von Zellkontakten eine Rolle

(Chin-Sang et al. 1999; Hahn and Emmons 2003).

1.1.2 Adhasionsmolekile

Die Zelladhésion ist eine Funktion, die erst ab der Entstehung von Metazoa notwendig wurde
und damit folgte auch die Entstehung von neuen Proteinen. Neben den IgCAMs, den
Cadherinen und Integrinen fehlen in der einzelligen Hefe viele weitere Proteine, die eine
Rolle bei Adhésion von Zellen haben (C-Typ Lektine, Kollagene, Laminine). Die Entdeckung
der Zelladhdsionsmolekiile erfolgte durch Antikorper, die gegen Zelloberflichenmolekiile
gerichtet waren und Zelladhision inhibierten.

Die Ca’-abhingigen Cadherine und Ca®" unabhiingigen IgCAMs vermitteln primar
Zelladhésion und die Integrine hauptsichlich Bindung an Komponenten der extrazelluldren
Matrix (ECM).

Zelladhdsion ist wihrend der Ontogenese von Bedeutung, um Zellen an bestimmte
Nachbarzellen zu einem bestimmten Zeitpunkt zu binden. Diese dynamische Bindung muss

einen Zelladhidsionsmolekiil-vermittelten, von Innen nach AuBen verlaufenden, Signalfluss
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(inside out signaling) erlauben, zu dem noch wenig bekannt ist (Kamiguchi and Lemmon
2000). Selektive Adhésion ist nicht nur fiir einwandernde Zellen wichtig, sondern auch fiir
zielgerichtetes axonales Auswachsen. Zelladhdsionsmolekiile sind notwendig zur Anheftung
des Wachstumskegels an seine Umgebung, um tiiber Signalmolekiile interagieren zu konnen,
damit die Zellmembran des Axons zur Synapsenbildung in engen Kontakt mit Zielzellen
kommt und zur Bildung von Axonbiindeln (Alberts et al. 1994). Im Folgenden werden die
Zelladhdsionsmolekiile der Immuglobulin Superfamilie (IgSF), die so genannten IgCAMs

ausfiihrlich dargestellt und die Cadherine sowie Integrine beschrieben.

1.1.2.1 IgCAMs

Die IgCAMs (Ig cell adhesion molecules) gehoren der Immunglobulin Superfamilie (IgSF)
an, die eine der groften, dltesten und konserviertesten Genfamilien ist. Im Allgemeinen
spielen IgSF Mitglieder eine wichtige Rolle bei der Zell-Zell Erkennung (Williams and
Barclay 1988; Barclay 2003). Die [gCAMs sind in Zell-Zell Interaktion involviert, in der sie
Zelladhdsion vermitteln oder als Rezeptoren der Signalweiterleitung dienen. Diese
Funktionen werden durch Dimerbildung in cis (an derselben Membran) oder trans (zwischen
zwel Membranen), sowie durch Komplexbildung, was zu so genannten CAMisoms flihrt,
moduliert und ausgefiihrt (Sonderegger 1998; Kamiguchi and Lemmon 2000; Rutishauser
2000). Das gemeinsame Merkmal ist die Immunglobulin Doméne (Ig-Doméne, ca. 100
Aminosduren lang), die durch die hohe Stabilitdt (sehr resistent gegen Proteolyse) und ihre
hohe Toleranz gegeniiber Variationen in der Primirsequenz im Laufe der Evolution stark
expandieren konnte (Sonderegger 1998). Die IgCAMs bestehen meist aus mehreren Ig-
Doménen und zusétzlich oft noch aus Fibronektin III Doménen (Walsh and Doherty 1997).
Die Ig- sowie die Fibronektin III Doméne bildet eine Tertidrstruktur aus, die aus zwei -
Faltblatt Ebenen besteht, die als sandwich bzw. aufgrund der Anordnung der - Stringe als
greek key superfold bezeichnet wird und auch die Tertidrstruktur der Cadherine ist (Abb. 1.3).
Fiir die Ig-Doméne sind zwei Cysteine charakteristisch, die die beiden Ebenen verbinden und
sie stabilisieren (Williams and Barclay 1988; Vaughn and Bjorkman 1996).

Die Ig-Doméne wird in vier strukturell unterschiedliche Klassen (Sets) unterteilt. In jedem Set
sind die meisten Mitglieder mehr als 70% identisch in ihrer Konformation, auch wenn die
Primirsequenzen eher undhnlich sind (Teichmann and Chothia 2000).

Das Cl1-Set entspricht der konstanten Domine von Molekiilen des Immunsystems. Die

Cysteine sind 55-60 Aminosduren voneinander entfernt. Es werden 7-8 antiparallele (-
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Faltblitter gebildet. Das V-Set hat Ahnlichkeit mit der variablen Domiine von Molekiilen des
Immunsystems. Die Cysteine sind 65-75 Aminosduren voneinander entfernt. Es werden 9-10
antiparallele B-Faltblétter gebildet. Dieses Set kommt vor allem bei Vertebraten vor. Die
Primérsequenz des C2-Sets ist sehr dhnlich zum V-Set, aber die Abstinde der Cysteine
entsprechen dem C1-Set. Es werden 9 antiparallele B-Faltblatter gebildet. Dieses Set ist das
haufigste bei den IgCAMs (Williams and Barclay 1988; Salzer and Colman 1989). Das I-Set
(I = Intermedidr) verbindet Strukturen des V- und C1-Sets und wurde erst spéter entdeckt

(Harpaz and Chothia 1994).
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Abb. 1.3: Typische Konformation der Ig-Doméne (V-Set). A B-Stinge sind als Bénder,
die Verbindungen als Linien dargestellt. B schematische Darstellung einer Ig Doméne des
V-Sets. Beim C-Set fehlen C' und C*". S-S Disulfidbriicke. Verdndert nach Barclay, 2003

Eine weitere Unterteilung kann anhand der Membranverankerung vorgenommen werden.
IgCAMs besitzen entweder eine Transmembrandoméne oder einen GPI-Anker. Es gibt auch
einige, die nur aus wenigen (ein oder zwei) Ig-Doménen bestehen und sekretiert sind (Rougon
and Hobert 2003).

[gCAMs mit GPI-Anker kdnnen zwar keine Signale in die Zelle vermitteln, aber sie konnen
durch PI-PLC (Phosphatidylinositol spezifische Phospholipase C) (Walter et al. 1990;
Yoshihara et al. 1991) von der Zellmembran abgespalten werden, womit bestehende
Zellkontakte gelost werden konnten. Des Weiteren konnten sie als frei bewegliche Molekiile
im extrazelluldren Raum eine Funktion als Modulator von Zelladhision haben, oder sich in
die ECM einlagern, um dort ein Substrat fiir spezifische Zelladhdsion zu bilden. Freigesetzte
IgCAMs konnten Gradienten flir auswachsende Axone dhnlich wie UNC-6 bilden (Furley et
al. 1990).
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AuBlerdem haben GPI verankerte Molekiile eine hohere laterale Mobilitdt was cis
Interaktionen erleichtert (Dustin et al. 1987).

Fiir einige IgCAMs ist die Funktion bei der axonalen Zielfindung bereits gut untersucht
(Rougon and Hobert 2003). Dazu zéhlen neben den weiter oben beschriebenen Molekiilen
UNC-40/DCC, UNC-5 und Robo/SAX-3, NCAM/Fasll (Pollerberg and Beck-Sickinger
1993), LI/NgCAM/LAD-1 (Cohen et al. 1998; Chen et al. 2001), Axonin-1/TAG-1 (Falk et
al. 2002), DM-GRASP/IrreC/SYG-1 (Burns et al. 1991; Avci et al. 2004; Shen 2004) und
DSCAM (Schmucker et al. 2000). Ein interessanter Aspekt von IgCAMs bei der axonalen
Zielfindung ist, dass sie nicht nur Zell-Zell Interaktionen, sondern auch deren Unterbrechung
regulieren konnen. Fehlt beispielsweise das Beat-1a Genprodukt in D. melanogaster, ist die
Defaszikulierung von Motorneuronen gestort. Durch die Verringerung von FaslI/NCAM,
welches Adhidsion vermittelt, kann dieser Defekt unterdriickt werden (Fambrough and
Goodman 1996; Rougon and Hobert 2003).

Neben der Funktion bei der axonalen Zielfindung konnten durch in vitro Studien viele
Aussagen Ttber die Interaktionen zwischen gleichen (homophile Interaktion) und
unterschiedlichen (heterophile Interaktion) IgCAMs gemacht werden (Kamiguchi and
Lemmon 2000; Pavlou et al. 2002). In C. elegans sowie auch in Vertebraten ist zur Mehrzahl

der IgCAMs, vor allem in vivo, noch wenig bekannt.

1.1.2.2 Cadherine

Cadherine (calcium-dependent-adherent proteins) spielen nicht nur eine wichtige Rolle
wihrend der Morphogenese, sondern auch wahrend der Entwicklung des Nervensystems (Yap
et al. 1997). Sie bilden eine Proteinfamilie mit mehreren Unterfamilien. Die am besten
untersuchte Unterfamilie sind die klassischen Cadherine, (B-, E-, N-, P- und R-Cadherin) mit
einer Transmembrandomine und fiinf extrazelluliren Cadherin Dominen (ECI1-EC5)
(Ubersichtsartikel Ranscht 2000). Die zytoplasmatische Doméne ist hoch konserviert und
interagiert mit den Cateninen, welche die Cadherine mit dem Actin-Zytoskelett verbinden
(Kemler 1993). Die klassischen Cadherine und vor allem N-Cadherin vermitteln Ca®"
abhingige, hauptséchlich homophile Zelladhdsion wéihrend dem axonalen Auswachsen (Riehl
et al. 1996; Lee et al. 2001). Im Gegensatz dazu wirkt T-Cadherin abstoBend auf
auswachsende Axone (Fredette and Ranscht 1994). Interessant ist, dass das [gCAM Robo N-
Cadherin vermittelte Zelladhdsion 16sen kann (Rhee et al. 2002).
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In C. elegans gibt es 13 Cadherine und nur eines, HMR-1, welches eine cytoplasmatische
Domine homolog zu der von klassischen Cadherinen aufweist. Es werden zwei Isoformen
gebildet (A und B). Die B-Isoform spielt eine Rolle bei der Biindelung von Axonen, die A-
Isoform ist fiir die Morphogenese wichtig (Broadbent and Pettitt 2002).

1.1.2.3 Integrine

Integrine bestehen aus zwei Untereinheiten, die beide eine Transmembrandoméne besitzen: o-
und B- Untereinheit. Die beiden Untereinheiten bilden nach ihrer Synthese im
endoplasmatischen Retikulum eine stabile Einheit. Durch die Kombination von verschiedenen
a- und B- Untereinheiten wird ein Set von unterschiedlichen Integrinen erzeugt, die eine
Vielfalt an spezifischen Interaktionen ermdglicht. In Vertebraten spielen Integrine eine Rolle
bei der Wanderung von Nervenzellen und bei der Synaptogenese (Emsley and Hagg 2003).
Integrine werden in solche mit RGD Bindedoméne und andere mit Laminin Bindedomine
untergliedert. Integrine mit einer RGD Bindedomine interagieren mit dem IgCAM L1.
Allerdings ist diese Interaktion beschrinkt auf die Wanderung von Melanomzellen
(Briimmendorf 1995).

In C. elegans konnten drei Integrin Untereinheiten identifiziert werden: INA-1, PAT-2 (a-
Integrine) und PAT-3 (B-Integerin). INA-1/PAT-3 entsprechen wahrscheinlich den Laminin-
bindenden Integrinen und PAT-2/PAT-3 den Integrinen mit einer RGD bindedomine. INA-1
C. elegans Mutanten zeigen axonale Defekte (Poinat et al. 2002).

1.1.3 Molekule der extrazellularen Matrix

Die extrazelluldre Matrix (ECM) bildet die Basalmembran, die ein Substrat fiir auswachsende
Axone ist. Sie wird vor allem aus fibrilliren Molekiilen wie Laminin, Fibronektin, Kollagenen
und Proteoglycanen gebildet, die ein dichtes Netzwerk ausbilden und zu den dltesten und am
besten konservierten Molekiilen der ECM gehoéren (Kramer 1997). Einige dieser ECM-
Molekiile fordern das Auswachsen, andere wirken hemmend (Bixby and Harris 1991). In C.
elegans sind fiir das axonale Auswachsen vor allem Laminin (Ishii et al. 1992) und Kollagen
XV/XVIIlI (Ackley et al. 2001) essentiell. Nidogen (Kim and Wadsworth 2000) und
Fibronektin (KAL-1) (Hutter et al. 2000; Rugarli et al. 2002) hingegen sind keine
Hauptbestandteile der ECM. Nidogen findet sich in C. elegans vor allem in der
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Basalmembran an der Korperwand und steuert axonales Auswachsen entlang der

Korperachse.

1.1.4 Andere Moleklle der axonalen Wegfindung

Zu diesen Molekiilen zéhlen die Morphogene TGFB/BMP (transforming growth factor/bone
morphogenic protein) und Shh (sonic hedgehog) sowie Mitglieder der Wnt-Familie.

1.1.4.1 TGFR/BMP und Shh

BMPs gehoren zur TGFB Superfamilie. Sie spielen allgemein in der frithen Entwicklung und
der Zelltypspezifikation eine Rolle, die dem axonalen Auswachsen vorangeht (Hogan 1996).
BMP7, welches von der dorsalen Seite des Riickenmarks exprimiert wird, sto3t Kommissuren
im Riickenmark ab, die Richtung dorsal wachsen (Dodd and Jessell 1988; Augsburger et al.
1999). In C. elegans ist ein nah verwandtes TGFP Protein (UNC-129) bekannt, welches die
Kommissuren entlang der dorso-ventralen Achse leitet. Es hat eine dhnlich abstoBende
Wirkung wie UNC-6 (Colavita et al. 1998; Nash et al. 2000).

Shh spielt vor allem bei der Musterbildung verschiedener Gewebe und bei der
Zelltypspezifikation eine Rolle. In Vertebraten wirkt es als chemoattrativer Faktor, der in
derselben Region vorhanden ist wie Netrin-1 (sieche Ubersichtsartikel Osterfield et al. 2003).
In C. elegans gibt es kein Homolog, allerdings sind zehn Gene bekannt, die
Sequenzihnlichkeit mit dem C-Terminus von Hedghog aufweisen. Der N-Terminus dieser
Gene kodiert allerdings fiir neue Module, die als wart bzw. ground bezeichnet wurden. Diese
Genfamilie wurde dem entsprechend in C. elegans als warthog (wrt) und groundhog (grd)

benannt (Aspock et al. 1999).

1.1.4.2 Wnt

Die Mitglieder dieser Familie sind sekretiert und sind bekannt fiir ihre Rolle bei der
Musterbildung (Moon et al. 2002).

Es konnte gezeigt werden, dass Wnt auch fiir zielgerichtetes Auswachsen von Kommissuren
entlang der Langsachse in D. melanogaster und der Maus notwendig ist (Lyuksyutova et al.

2003; Yoshikawa and Thomas 2004). In C. elegans gibt es fiinf Wnt Homologe, die alle in der
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Entwicklung und Migration von Neuronen eine Rolle spielen, aber bis jetzt keine bekannte
Funktion bei der axonalen Wegfindung haben (Maloof et al. 1999; Whangbo and Kenyon
1999). Vor kurzem konnte aber in unserem Labor in einem RNAI screen fiir pry-1, welches
mit dem Wnt Signalweg intergagiert, eine Funktion bei der axonalen Zielfindung gezeigt

werden.

1.1.5 Intrazellulare Signaltransduktion der axonalen Wegfindung

Die Richtungsdnderung eines Wachstumskegels wird durch das Aktinskelett erreicht und
durch Mikrotubuli stabilisiert. Signale miissen fiir zielgerichtetes Auswachsen an das
Aktinskelett und die Mikrotubuli vermittelt werden.

Der Aktinskelett Aufbau wird von Profilin und Arp2/3 (actin-related protein 2/3) reguliert. In
Zellkultur ist die Verbindung dieser Molekiile mit Integrin sehr gut untersucht. Dabei werden
zwischen der ECM und der Zelle fokusierte Adhesionskomplexe (focal adhesion complex)
bestehend aus Integrin gebildet. AuBerdem sind an diesem Komplex auch Proteine der
Signaltransduktion, wie FAK (focal adhesion kinase) und Mitglieder der Rho GTPasen
Familie beteiligt (Burridge and Chrzanowska-Wodnicka 1996; Suter and Forscher 1998).
Letztere ist eine wichtige Molekiilfamilie bei der Signaltransduktion im Wachstumskegel. Zu
ihr gehdren Rho, Rac und Cdc42 (Gallo and Letourneau 1998; Lundquist et al. 2001). Sie
werden tiber GEFs (guanin exchange factor) und GAPs (GTPase activating factor) gesteuert
und modulieren Aktinpolymerisation iiber N-WASP und den Arp2/3 Komplex.
Signalmolekiile fiir axonales Auswachsen sind nun direkt oder indirekt mit GEFs oder GAPs
verbunden und regulieren so die Aktivitidt der GTPasen (Huber et al. 2003).
Aktinpolymerisation wird auch durch das Profilin bindende Protein Ena/UNC-34 gesteuert.
Eine direkte Interaktion von Ena/UNC-34 mit Signalmolekiilen der axonalen Wegfindung ist
noch nicht bekannt, obwohl gezeigt ist, dass Ena/UNC-34-Funktionsverslust zu
Auswachsdefekten fiihrt. Ena/UNC-34 ist ein Substrat fiir die Tyrosin Kinase Abl/UNC-115
(Abelson) und ist bei der SLT-1/SAX-3 vermittelten Abstoung von Bedeutung (Yu et al.
2002).

Die Interaktion zwischen IgCAMs und dem Aktinskelett sind noch weitgehend unerforscht.
Nur fiir LI/LAD-1 ist eine Interaktion iiber Ankyrin und Spektrin mit dem Zytoskelett
bekannt (Bennett and Chen 2001). Im Gegensatz dazu ist schon einiges {iber die von [gCAM-
Interaktionen ausgeldste Signalkaskade bekannt (Doherty and Walsh 1996; Saffell et al.
1997). Die homophile Bindung in trans von NCAM oder L1 (oder auch N-Cadherin) fiihrt zu
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einer Phosphorylierung der FGF-Rezeptor-Tyrosinkinase, die PLCy (Phospholipase Cy)
aktiviert. Im Folgenden wird DAG-Lipase (Diacylglycerol-Lipase) und Produktion von
Arachidonsdure gesteuert, was zu einer Steigerung der intrazelluliren Ca®" Konzentration
fiihrt. Dadurch wird der MAPK Signalweg ausgelost (Skaper et al. 2001). NCAM kann aber
auch eine FGF-Rezeptor unabhingige Signalkaskade iiber die Tyrosinkinase Fyn und FAK
(focal adhesion kinase) auslosen, die ebenfalls im Ras-MAPK Signalweg einmiindet und den
Transkriptionsfaktor CREB  (cAMP-response element binding proteine) aktiviert
(Ubersichtsartikel Huber et al. 2003).

1.2 Caenorhabditis elegans als Modelorganismus

In der freien Natur ist C. elegans ein Bodenbewohner und erndhrt sich von den dort
vorkommenden Bakterien. Seine einfache Anatomie sowie die einfache Kultivierung machen
ithn zu einem geeigneten Untersuchungsobjekt fir die Entwicklungsbiologie. Unter
Laborbedingungen wird er entweder auf Agarplatten oder in Fliissigmedium kultiviert. Bei
einer Temperatur von 20°C dauert sein Entwicklungszyklus etwas ldnger als 4 Tage. Stimme
kénnen zur Aufbewahrung bei -80°C eingefroren werden. Ein Hermaphrodit produziert etwa
300 Eier. Nach dem Schliipfen durchlduft das Tier vier Larvenstadien (L1-L4), die sich
hauptsidchlich in der GroBe unterscheiden. Die Population besteht fast nur aus
Hermaphroditen. Méannchen treten mit einer Haufigkeit von ca. 0,2% auf, so dass

Kreuzungsexperimente und genetische Untersuchungen moglich sind.

Vulvaprimordium  Darm

Abb.1.4: Caenorhabiditis elegans Larve (L4 Stadium). Der Pharynx besteht aus einem anterioren Bulbus,
der durch den Isthmus vom posterioren Bulbus getrennt ist. Balken 20um

Unter ungiinstigen Umweltbedingungen entwickeln sich aus L2 Larven Dauerlarven, die sich
zu L4 Larven weiter entwickeln, sobald giinstigere Bedingungen eintreten. Das adulte Tier ist
ungefdhr einen Millimeter lang und besteht aus 959 somatischen Zellen. Die somatische

Zelllinie ist invariant, so dass jedes Tier die gleiche Anzahl von Zellen mit identischer
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Zellposition besitzt und dadurch auch kleine Abweichungen, z.B. in Mutanten, leicht erkannt
werden konnen (Sulston and Horvitz 1977; Sulston et al. 1983; Sulston and Hodgkin 1988).
Das Genom von C. elegans ist sequenziert (Consortium 1998) und enthélt ca. 19000 Gene,
wovon ca. 30 % Homologe in Vertebraten haben.

Unter www.wormbase.org sind die vollstindige Sequenz, sowie Daten zu den einzelnen
Genen, genetischen Marken und Mutanten abrufbar. AuBlerdem steht ein Anatomieatlas zur

Zellidentifizierung zur Verfiigung (www.wormatlas.org).

1.2.1 Das Nervensystem von C. elegans

Das einfache Nervensystem von C. elegans wird aus 302 Zellen gebildet, die meist
unverzweigte Axone und Kommissuren ausbilden. Es besteht aus einem Kopfganglion, von
dem aus sensorische Neurone Axone in die Nasenspitze und Interneurone Axone in den
Ventralstrang senden. Die meisten Axone des Kopfganglions wachsen zuerst entlang des
Nervenringes, der zwischen den zwei Bulben des Pharynx verlduft. Der Ventralstrang besteht,
anders als bei anderen Organismen, aus zwei asymmetrischen Axonbiindeln. Das rechte
Biindel umfasst iiber 40 Axone, das linke nur vier. Beide Biindel sind durch einen
Epidermiswulst getrennt. Entlang des Ventralstranges liegen Motorneuronzellkdrper mit
Axonen im Ventralstrang. Einige Motorneuronklassen bilden Kommissuren aus, die Richtung
dorsal wachsen und in den Dorsalstrang einmiinden. Am hinteren Ende des Tieres befindet
sich das Schwanzganglion, von dem aus Interneurone Axone in Richtung Kopf senden. Neben
dem Ventral- und Dorsalstrang wachsen einige Axone auch in lateraler Position entlang der

Korperachse.

Dorsalstrang Kommissur

Kopfganglien

Schwanzganglien
Ventralstrang

Abb.1.5: Das Nervensystem von C. elegans. Konfokale Aufnahme eines Tieres in dem das gesamte
Nervensystem GFP exprimiert.

Aufgrund der Transparenz von C. elegans kann der Verlauf der Axone im lebenden

Organismus unter dem Mikroskop verfolgt werden.
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Das gesamte Nervensystem eines adulten Hermaphroditen ist anhand von
Elektronenmikroskopaufnahmen (Serienschnitte) von White und Kollegen rekonstruiert und
detailliert beschrieben worden (White et al. 1986). Diese Beschreibung wird ergénzt durch die

Arbeit von Durbin zur Entwicklung und Organisation des Nervensystems (Durbin 1987).

1.2.2 Die IgCAMs in C. elegans und ihre Homologe

Durch die vollstindige Sequenzierung des Genoms von C. elegans im Jahr 1998 (The C
elegans Sequencing Consortium 1998) wurde es moglich neue Genfamilien zu finden, sowie
bekannte zu vervollstindigen. Alle Gene der IgSF wurden beschrieben und ihre
Dominenstruktur analysiert (Hutter et al. 2000; Teichmann and Chothia 2000; Aurelio et al.
2002; Vogel et al. 2003). Die IgSF ist in C. elegans mit 80 Mitglieder im Gegensatz zu D.
melanogaster (142) (Vogel et al. 2003) und Mensch (865) (Thiery 2003) relativ klein. Von
den 80 Molekiilen, die mindestens eine Ig-Domine besitzen, kénnen nur 17 zu den
eigentlichen IgCAMs, die entweder nur aus Ig-Domédnen bzw. aus Ig-Dominen und
Fibronektin III Doméinen zusammengesetzt sind, gezéhlt werden. Die restlichen Molekiile der
IgSF besitzen zusitzlich noch andere Doménen. Eine Ausnahme hiervon bildet UNC-5, da es
neben zwei Ig Doménen noch zwei Thrombospondin-Dominen besitzt aber traditionell zu den
IgCAMs gezidhlt wird. Von den IgCAMs im engeren Sinne sind die sekretierten oig- und zig
Gene bestehend aus ein oder zwei Ig Doménen ausgeschlossen (Aurelio et al. 2002; Rougon
and Hobert 2003).

Fiir sechs IgCAMs waren in C. elegans schon Funktionen bekannt bzw. erschienen kiirzlich
Veroffentlichungen. Syg-7 und syg-2 spielen eine Rolle bei der Spezifizierung von Synapsen
(Shen and Bargmann 2003; Shen 2004; Shen et al. 2004). Lad-1/L1 spielt eine Rolle bei der
Morphogenese des Embryos und der Gonaden sowie der Keimzellenentwicklung (Chen et al.
2001). Kiirzlich wurde gezeigt, das LAD-1 auch bei der Aufrecherhaltung der Position von
Neuronen eine Rolle spielt (Sasakura et al. 2005). Sax-3/robo, unc-40/DCC und unc-5 spielen
eine wichtige Rolle bei der axonalen Wegfindung (Chan et al. 1996; Zallen et al. 1998).

Fiir 13 IgCAMs gibt es in C. elegans keine funktionellen Untersuchungen, allerdings sind
Funktionen fiir einige Homologe bekannt. Sdk (sidkick) ist homolog zu rig-4 und vermittelt
homophile Adhédsion. Sdks sind in Vertebraten im synaptischen Spalt lokalisiert und
wahrscheinlich fiir die Verbindung von pre- und postsynaptischer Membran verantwortlich
(Yamagata et al. 2002; Shen 2004). In D. melanogaster ist sdk an der Musterbildung der
Facettenaugen beteiligt (Nguyen et al. 1997). Rig-6 ist homolog zu Axonin-1/Contactin/TAG-
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1, welche mit L1 und NrCAM interagieren konnen (Fitzli et al. 2000). In vivo wurde gezeigt,
dass F3/Contactin an der Morphogenese des Cerebellum beteiligt ist und axonale
Auswachsdefekte verursacht (Falk et al. 2002). Fiir rig-/ gibt es in D. melanogaster und
Vertebraten (Maus und Mensch) je ein struktur-homologes Gen. Die Homologen in Maus und
Mensch (Igsf9 und IGSF9) sind neben dem Nervensystem noch in einer Vielzahl von anderen
Geweben exprimiert (Doudney et al. 2002). Im Gegensatz dazu ist das tut/ (turtle) Gen in D.
melanogaster von der Embryogenese bis zum adulten Tier ausschlieBlich im Nervensystem
exprimiert. 7u#/ Mutanten sind im spiten Puppenstadium letal. Tiere mit einem schwachen
Allel iiberleben, zeigen aber schwere Bewegungsdefekte. Erstaunlicher weise wurden keine
axonalen Auswachsdefekte oder andere neuronale Defekte gefunden (Bodily et al. 2001).
Ncam-1 in C. elegans ist das Strukturhomolog fiir das prototypische ISCAM NCAM bzw.
Fasciclin II in D. melanogaster, wo es fiir die Faszikulierung von Axonen in ldngs gerichtete
Axonbiindel verantwortlich ist (Lin et al. 1994). Eine NCAM Mausmutante zeigte trotz der
starken Expression von NCAM im Nervensystem nur schwache Defekte (Cremer et al. 1994).
Fiir icam-1 wurde ein einziges Homolog in D. melanogaster gefunden: Echinoid (Ed). Ed
Null-Mutanten sind embryonal letal. Es wurde gezeigt, dass Ed fiir die Augen- und
Fliigelentwicklung essentiell ist. Ed Mutanten zeigen neuronale Hyperplasie, die schon mit
einer vermehrten Anzahl von neuronalen Vorlduferzellen beginnt. Die VergroBerung des
zentralen Nervensystems (ZNS) geht mit einem Verlust an Epithel einher (Kutikuladefekte).
Diese Phénotypen entsprechen Defekten, die bei Funktionsverlust des Notch-
Signatransduktionsweges auftreten. Die verstirkte Differenzierung in neuronales Gewebe in

Ed Mutanten kann durch Uberexpression von Notch aufgehoben werden (Ahmed et al. 2003).
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C. elegans

Gen D. melanogaster Vertebraten
1 rig-4 Sidekick (sdk) Sdk
2 unc-40 frazzled DCC, neogenin
3 lad-1/lad2 neuroglian L1CAM, CHL1, NrCAM, NgCAM, neurofascin
4 rig-6 Dcontactin contactin/F3/F11, TAG-1/axonin-1
5 sax-3 robo 1-3 Robo 1-4
6 rig-1 Turtle (tutl)* igsfo*, IGSF9*(KIAA1355)
7 ncam-1 fasciclin Il (fas II)* NCAM™*
8 icam-1 Echinoid (ed) * -
9 icam-2 - -
10 syg-2 Hibris (hbs), Stiks-and-stones (sns) ** Nephrin*
11 wrk-1 wrapper, klingon (klg) -
12 rig-3 - -
13 syg-1 IrreC, Kirre, (sidestep) DM-GRASP/SC1, gicerin, ALCAM
14 icam-3 s _
15 rig-5 - -
16 unc-5 Dunc-5 Unc5h1-4,

Tab. 1.1: Ubersicht der IgCAMs in C. elegans und Homologe in D. melanogaster und Vertebraten. * Die
Tertidrstrukturen von Homologen IgCAMs sind besser konserviert wiahrend der Evolution als Primérsequenzen,
(Blundell et al. 1987) so dass fiir manche [gCAMs nur ein Strukturhomolog gefunden werden kann. ** sns
besitzt eine zusétzlich Ig-Doméne (9 Ig, 1 F3).

Homologe von syg-2 sind in D. melanogaster hibris und sns (sticks-and-stones), sowie in
Vertebraten Nephrin (Shen et al. 2004). Sns ist im Mesoderm exprimiert und spielt eine
wichtige Rolle bei der Fusion von Myoblasten zu Muskelfasern (Bour et al. 2000).

Syg-1 ist homolog zu IrreC/Kirre und SC1. In C. elegans ist syg-1 der Bindungspartner von
syg-2 bei der Spezifizierung von Synapsen (Shen and Bargmann 2003; Shen 2004).
IrreC/Kirre ist einerseits wichtig flir die Interaktion bei der Muskelfaserentwicklung
zusammen mit sus (sns und Kirre) und andererseits fiir das zielgerichtete axonale Auswachsen
(sns und IrreC) (Boschert et al. 1990; Schneider et al. 1995; Strukelnberg et al. 2001).
Axonale Auswachsdefekete wurden auch in DM-GRASP/SC1 in Retina-Ganglien-Zellen im
Hiithnerembryo gefunden (Pollerberg and Mack 1994; Avci et al. 2004).

Fiir ein weiteres Gen in C. elegans, wrk-1, gibt es Homologe in D. melanogaster: Klingon
(klg) und Wrapper. Klingon ist fiir die Entwicklung des R7 Photorezeptor Neurons wichtig
(Butler et al. 1997). Wrapper wird auf der Oberfliche von Gliazellen auf der Mittellinie
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wihrend der Entwicklung der Kommissuren exprimiert. Funktionsverslust von Wrapper fiihrt

zu fehlgeleiteten Axonen, sowie zum Absterben von Glia (Noordermeer et al. 1998).

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die axonale Zielfindung spielt eine Schliisselrolle bei der Entwicklung des Nervensystems.
Der Vergleich der Komplexitit des Vorganges der axonalen Zielfindung mit der
verhdltnisméBig geringen Zahl an bekannten axonalen Zielfindungssignalen deutet darauf hin,
dass noch weitere Faktoren fiir diesen Entwicklungsprozess vorhanden sein miissen. Einige
Mitglieder der Immunglobulin-Zelladhédsionsmolekiil Familie (IgCAM-Familie) spielen eine
bedeutende Rolle bei der Entwicklung des Nervensystems (UNC-5, UNC-40/DCC, SAX-
3/Robo). Nach der Sequenzierung und Analyse des Genoms von C. elegans (Hutter et al.
2000) lag eine vollstdndige Liste der [gCAMs vor. Vorarbeiten von S. Voltmer (Voltmer
2001) zur Expression einiger IgCAMs zeigten vor allem neuronale Expression. Als
Zelladhdsionsmolekiile eignen sie sich besonders gut fiir die bei der axonalen Zielfindung
notwendige Etablierung von Zell-Zell Kontakten.

Daraus ergibt sich die Frage, ob die evolutiv alte Familie der IgCAMs generell wichtige
Funktionen wéhrend der Entwicklung des Nervensystems hat. Ziel der Arbeit war einerseits
die Beschreibung der Expression aller IgCAMs in C. elegans, und andererseits die Analyse
von IgCAM Deletionsmutanten. Die Expressionsanalyse zeigte, dass [IgCAMs neben anderen
Geweben héufig im Nervensystem lokalisiert sind. Durch die Erstellung einer C. elegans
Deletionsbank wurde die Grundlage geschaffen, die Funktion der [IgCAMs im Nervensystem

in vivo zu untersuchen.
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1. ERGEBNISSE

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der Immunglobulin Zelladhdsionsmolekiile
(IgCAMs) mit GFP Reporter-Konstrukten analysiert, um einen ersten Eindruck der Lokalisation
zu bekommen. Zur weiteren Analyse dieser Gene wurde eine Deletionsbank aufgebaut und
Deletionsmutanten isoliert. Die Deletionsmutanten wurden mit verschiedenen neuronal

exprimierten GFP Markern versehen und auf Defekte der axonalen Wegfindung hin untersucht.

1. Revision der Genstruktur der IgCAMs in C. elegans

Da sich die vorhergesagten Gensequenzen von C. elegans im Laufe dieser Arbeit und folglich
die abgeleiteten Proteinsequenzen durch verbesserte Vorhersagealgorythemen verdnderten,
wurde eine abschlieende Analyse der Doménenstruktur und der Phylogenie mit den Daten aus
wormbase 133 (Ausgabe 133) durchgefiihrt. Folgende Programme wurden verwendet: SMART
(http://smart.embl-heidelberg.de), InterPro (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/), und Pfam
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search .shtml). Fiir alle diese Gene konnte mit den
Programmen TMPRED (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED form.html) bzw. GPI
Modification Site Prediction (http://mendel.imp.univie.ac.at/sat/gpi/gpi_server.html) eine
Transmembrandomine oder ein GPI-Anker vorhergesagt werden.

Eine abschliefende Aussage war fiir elf [gCAMs nicht moglich, da ihre Exon-Intron Struktur
noch nicht vollstindig durch ¢cDNA-Analyse verifiziert sind (sieche Tab. 2.1), so dass keine
endgiiltige Aussage zu ithrer Exon - Intron -Struktur gemacht werden kann. Durch das C. elegans
EST-Projekt (Yuji Kohara, http://www.ddbj.nig.ac.jp) ist jedoch gezeigt, dass es sich nicht um
Pseudogene handelt, da fiir alle ESTs gefunden wurden.

Dabei stellte sich heraus, dass RIG-6 wahrscheinlich, wie auch das homologe Protein in D.
melanogaster (Contactin), N- terminal eine CTL-Doméne (C-typ lectin like) besitzt und somit
das strikte Kriterium der IgCAMs, die nur Ig bzw. Ig und Fibronektin III Dominen aufweisen,
nicht mehr erfiillt wire (siehe auch Vogel et al. 2003). Drei IgCAMs (RIG-1, RIG-5 und ICAM-
3) wiesen danach noch ldngere Abschnitte auf, denen keine Doméne zugewiesen werden konnte.
Um zu kldren, ob es sich hierbei um eine noch unbeschriebene Proteinsequenz oder um eine
nicht stark konservierte Ig-Doméne handelt, wurde eine BLAST Suche durchgefiihrt und der

Sequenzvergleich (alignment) per Auge auf Ubereinstimmungen hin iiberpriift. Fiir Ig-Dominen
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ist das im Allgemeinen gut moglich, da die Konsensussequenz im Bereich des zweiten Cysteins
zwar vorhanden, aber oft stark abgewandelt ist.

In den meisten Fillen konnten dadurch Proteinsequenzen eindeutig als Ig-Doménen identifiziert
werden. Nur bei RIG-1 (K09E2.4a) ist die 5. Ig-Domine so schwach konserviert, dass keine
eindeutige Zuordnung gemacht werden kann. RIG-1 weist vor der Transmembrandoméne einen
weiteren Bereich von 130 AS auf, dem keine Doméne zugeordnet werden konnte. Entweder
handelt es sich um eine sehr stark abgewandelte, bereits bekannte Doméne oder um ein noch
nicht beschriebenes Modul.

Die beiden nur-Ig-Proteine ICAM-3 sowie RIG-5 weisen N-terminal 160 bzw. 90 AS ohne
Ubereinstimmung zu bekannten Modulen auf. RIG-5 besitzt noch zwei weitere solche
Abschnitte, die die zwei Ig-Doménen voneinander trennen.

Die BLAST Suche wurde auch verwendet, um heraus zu finden, ob die C. elegans IgCAMs iiber
die Artgrenze hinaus konserviert sind. Fiir die meisten kann eindeutig ein Homolog aufgrund der
primiren Proteinsequenz in anderen Modellorganismen gefunden werden. Fiir RIG-1, NCAM-1,
ICAM-1 und RIG-3 kann nur anhand der Anzahl und Anordnung vorhandener Doménen, jedoch
nicht anhand der priméren Proteinsequenz von verwandten Proteinen gesprochen werden.
ICAM-2, ICAM-3 und RIG-5 scheinen Nematoden-spezifische IgCAMs zu sein, da sie auler in
C. briggsae in keinem anderen Organismus gefunden werden konnten. Die Ergebnisse der
Analyse der Doménenstruktur und der Phylogenie sind in Abb. 2.1 sowie Tab. 2.1

zusammengefasst.
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Sdk-1 G IG IGIG G Ic B EREEEEE R EEEILN0 rig-4
Dcc GGG IC FEESIESESESESIYE00  unc-40

L1 G IG 16 IG IGIC FAFIFIEa Y40 |ad-2a

L1 GG IG IG G IG FAFEEE o0 lad-1

Contactin CiL IG 1¢ 1¢ 161G Ic R EEE rig-6b

Robo .G G IG IGIGC F3FIE3LY3s0 sax-3

Turtle [IGIGIG IC ICIESIES130MY260  rig-1

NCAM IGIG GGG EEEEI 50 ncam-1

Echinoid G 1G 1G1G G 1GC 1C FIEIMY110 icam-1

AGTIcTic EEESIN130  icam-2

Nephrin [IG IGIG IG [IG IG IG IG IG [F3Y160 syg-2

Wrapper [IGIGic [ES[EN wrk-1

1616 1c EEI rig-3

IrreC GGG IGIGHY130 syg-1

1601G IG [IG Y100 icam-3

90 1G 50 [IG 50 rig-5

Abb.: 2.1 Doméanenstruktur ausgewahlter IgCAMs sowie der bereits untersuchten Gene
unc-40, lad-1 und sax-3. Links sind homologe Proteine aus anderen Organismen aufgelistet,
rechts die Gennamen von C. elegans. |G: Immunglobulin Doméne; F3: Fibronektin IIT Doméne,
TM: Transmembran Doméne, G: GPI-Anker. Die griin hinterlegte, 5. IG Doméne von RIG-1
konnte nicht eindeutig gezeigt werden. RIG-6 besitzt im Vergleich zu élteren Analysen
wahrscheinlich eine CTL-Doméne (C-type lectin like), die im D. melanogaster Homolog

Axonin/contactin konserviert ist.
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ss: 1-27
6lg: 43303
fig-4  YA2HIB.2 3'\5’9 471-640 2325aa teilweise bestatigt
' 13Fn3:  643-1995

T™: 2019-2041

SS: 1-17

b 5ig: 44-476 496aa bestatigt
SS: 1-35
. I 41g: 131-501 I .
rig-6 C33F10.5a 3,27 AEN3: 502-923 964aa teilweise bestatigt
T™: GPI

3lg: 31-309
c 4Fn3: 312-733 774aa teilweise bestatigt
T™: GPI

SS: 1-19
. X 5%1g:  43-544 . g
rig-1 KO9E2.4a 024 2En3:  580-769 1177aa teilweise bestatigt

T™: 898-920

SS: 1-17
X 5lg: 35-560
-14,53 2Fn3:  574-837
T™: 861-883

ncam-1 F02G3.1a 928aa bestatigt

SS: 1-49
51g: 62-587
2Fn3: 601-864
T™: 888-910

955aa bestatigt

3lg: 54-277
icam-2  SSSD1.1 201 2Fn3:  292-480 636aa teilweise bestatigt
' T™: 487-509

X 3lg: 30-295

wrk-1  F41D9.3a 017 1Fn3:  304-349

436aa bestatigt

21g: 30-194
1Fn3: 213-303

345aa bestatigt
TM: GPI

SS: 1-19
e 3lg: 30-311 452aa bestatigt
1Fn3: 320-410
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TM: GPI
SS: 1-24
. X 31g: 46-343 T s
rig-3 C53B7.1 231 1En3:  346-4 487aa teilweise bestatigt
TM: GPI
SS: 1-19 I i
X teilweise bestéatigt
syg-1 K02E10.8 ) 51g: 35-526 703aa .
14,80 ™: 552574 (bestatigt*)
X SS: 1-19
icam-3  T02C5.3 13.88 3lg: 178-490 589aa teilweise bestatigt
’ TM: 507-529
. | 21g: 1-98, _— -
rig-5 C36F7.4a 3,80 150-239 280aa teilweise bestatigt
21g: 91-188,
b 240-329 402aa teilweise bestatigt
TM: 383-400

Tab.: 2.1 Beschreibung der Domanenstruktur und Status der cDNA. SS: Signalsequenz, Ig: Immunglobulin
Domine, Fn3: Fibrnektin III Doméne, TM: Transmembrandoméne, CTL: C-Typ Lectin dhnliche Doméne. Bestétigt:
cDNA sequenziert, teilweise bestétigt: ESTs vorhanden. (bestétigt*): siche (Shen and Bargmann 2003; Shen et al.
2004). Stand von wormbase 133.

2. Expressionsanalyse der IgCAMs

Die Analyse der in vivo Expression der IgCAMs fiir erste Aussagen zur Funktion wurde mit
Hilfe von Promoter-GFP-Reportern durchgefiihrt. Dazu wurde mittels PCR ein Fragment des
stromaufwiérts liegenden Bereichs eines Gens amplifiziert. Dieses Fragment wurde entweder vor
den GFP codierenden Bereich in einen Vektor kloniert oder in einer weiteren PCR mit einem
GFP PCR Fragment fusioniert.

Vier Reporter Konstrukte wurden von S. Voltmer in ihrer Diplomarbeit (Voltmer 2001)
entweder mittels klassischer Klonierung oder mit Hilfe des GATWAY Cloning System von
Gibco Life Technologies hergestellt. AuBerdem wurden mir dankenswerter Weise von O. Hobert
Stimme zur Analyse mit Reporter-Konstrukten fiir folgende IgCAMs zur Verfiigung gestellt:
Lad-2 (Y54G2A.25a), rig-6b (C3F10.5b) und rig-5 (C36F7.4) (siche Tab.: 2.2).

2.1 Herstellung von GFP-Reporter Konstrukten

Die GFP-Reporter Konstrukte fiir syg-1, rig-3 und rig-4 wurden mittels klassischer Klonierung
hergestellt. Der syg-/ Promotor wurde iiber Pst I und Bam HI Schnittstellen in den YFP-Vektor
pVH20.01 kloniert. Der rig-3 Promotor wurde {iber Bam HI und Sph I Schnittstellen ebenfalls in
pVH20.01 kloniert. Der rig-4 Promotor wurde iiber eine Kpn I Schnittstelle in den DsRed2
Vekor pVH14.05 kloniert. Als eine effiziente Alternative erwies sich die Fusions-PCR, (Hobert
2002) mit der acht Konstrukte hergestellt wurden. Das GFP PCR Fragment wurde mit den
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Primern HH_GFPfu 2/3 aus dem Vektor pPD95.77 (Fire Lab Vector Kit) hergestellt. Der
Promotorbereich der IgCAMs wurde aus genomischer DNA amplifiziert. In einer zweiten PCR
wurde der Promotor mit dem GFP fusioniert. Die so entstandenen Promotor-GFP Fragmente
wurden, wie auch die Plasmide, zur Herstellung transgener Wurmstdmme verwendet (siche Mat.
und Meth. 2.1.5). Fiir icam-3 wurde mit den Primern T02CS5.3 upper/lower primer der Promotor
sowie Bereiche der kodierenden Sequenz amplifiziert und in den Vektor pVH21.01 kloniert. Da
das GFP in diesem Vektor nicht im Leseraster ist, wurde der Vektor mit den Primern
HHpVH21.01 prl und HH T02C5.3 pr2 amplifiziert, wobei der letzte Primer eine Kpn I
Schnittstelle einfiigt. Danach wurde dieses PCR Fragment mit Kpn I verdaut. Da stromaufwiérts
von HHpVH21.01 ebenfalls eine Kpn I Schnittstelle vorhanden ist, konnte das Fragment mit sich
selbst zu einem neuen Vektor (pVH10.45) ligiert werden.

Fiir einige IgCAMs wurden aufgrund der Genstruktur oder der SpleiBBvarianten auch
Intronsequenzen bzw. unterschiedliche 5- UTRs als Promotorsequenz verwendet und
untersucht. Icam-2 ist mit ca. 5300bp ein kleines Gen, dessen 5°- UTR lediglich 800bp umfasst.
Deshalb wurde ein Fusionsprotein als Reporter hergestellt, welches den Promotorbereich und die
kodierende Sequenz umfaft.

Die Beschreibung der verschiedenen Reporterkonstrukte ist in Tabelle 2.2 zusammengefasst und

in Abbildng 2.2 fiir jedes Gen dargestellt.
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WormBase . Plasmid/ GFP- . "
Name Gen Promotor-Bereich Fusion Variante Primer Stamme
. VS_Y42H9B.2_1
Y42H9B.2 rig-4 4,4kb pVH16.11 DsRed2 HH_Y42H9B.2 2 VH985-987
! 3,5kb (9. Intron) . ! VH1228
Y54G2A.25a lad-2 (4,0kb™) Fusion GFP VS_lad-2fu_1/2/3 OH2301
VH1228
b VH1229
OH2301
G
. . VH1224
C33F10.5a rig-6 2,6kb Fusion GFP VS_C33F10.5afu_1/2/3 VH1225
b (4,0kb**) OH2303
. VH1250
c 4,3kb Fusion GFP VS_C33F10.5cfu_1/2/3 VH1251
d OH2303
KO9E2.4a rig-1 4,8kb pVH12.06* YFP sv_KO09E2.4_1/2 VH278
b
VS_F02G.1_1
F02G3.1a ncam-1 4,0kb Fusion GFP VS_F02G.1afu_2 \\;:iggg
VS_F02G3.1fu_3
. . VH1226
b 4,0kb Fusion GFP wie oben VH1227
VS_F02G.1_1
¢ 6,1kb Fusion GEP VS_F02G.1cfu_2 x:gig
VS _F02G3.1fu_3
. . VS_F39H12.4 1
F39H12.4 icam-1 4,4kb Fusion GFP VS_F39H12.4 2/3 VH1246
. 5 . VS SSSD1.1_1 VH1230
SSSD1.1 icam-2 6,0kb Fusion GFP VS._SSSD1.1fu_2/3 VH1231
. VH1164
C26G2.1 syg-2 3,5kb pVH13.01 YFP Ce_neph_prl/2 VH1165
F41D9.3a wrk-1 4,7kb pVH12.05* YFP sv_F41D9.3_1/2 VH274
b VH274
c VH274
d VH274
e VH274
pVH16.10 DsRed2 VH795
C53B7.1 rig-3 4,3kb pVH16.13 YEP VS_C53B7.1_1/2 VH1166
VH1167
K02E10.8 syg-1 3,5kb PVH13.04 YFP K02E10.8_aag_1/2 VH697
T02C5.3 icam-3 5,7kb pVH10.45 YFP VH1092
C36F7.4a rig-5
VH1223
b 37';8 gt;ﬂgon) Fusion GFP VS._rig-5ful/2/3 VH1247
! OH2302

Tab.: 2.2 Die Reporterkonstrukte fir die IgCAMSs. * aus Diplomarbeit Susanne Voltmer, ** Promotorbereich im

Expressionsstamm von O. Hobert, § Promotor + Gen + GFP,

Abb.: 2.2: Genstruktur der IgCAMs (folgende Seiten). Die Gene sind, je nachdem ob sie auf
dem minus (tiirkis) oder plus (rosa) Strang kodiert sind von rechts nach links oder umgekehrt
dargestellt. Die zur Expressionsanalyse verwendeten Promotorbereiche sind als gelbe Balken mit
Spitze in Leserichtung dargestellt. Promotoren in Stimmen von O. Hobert sind mit OH
gekennzeichnet. Fiir icam-1 sind die Primer des knock-out- Konsortiums angegeben (ok). Die
von mir isolierten Deletionen sind als rote Balken dargestellt und im Gegensatz zu Deletionen
aus anderen Labors mit einer hd# (Allel) versehen. Griine Linien bezeichnen PCR Fragmente
und sind mit den Endungen der Primer (Primer #) und der Fragmentlinge gekennzeichnet. Die

Primer sind als griine Dreiecke dargestellt und mit der Primerbezeichnung versehen.
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Rig-4

7951k

7992k 7993k 7954k 7995k

7997k 7958k 7950k 000K 8001k

8004k 005K 800K 8007k

8008k

Gene Hodels
col-115 (Y42HIE.1)
[ e gy g
(curated coding gene)
rig-4 (Yd2ZH9B.2)
t\l =1 I FET T —— i ETEE il
tcurated coding gened
deletion
hdd?7_deletion (742 bpo
I
pronoter
rig-d_promotor (4380 bp)
PCR_fragnent
m.xm_\_o_xm (2033 bp) | 271 (4380 bp)d
mpm_\_o:m (1728 bp) !
mu“_.\_axa (1135 bp)
left_priner
HH_Y42H9B . 2_dx6 HH_¥42H9EB.2_2
= L
IYIl{ANImm 2_dis
HH_Y42H96.2_dpl
|4
right_priner
-:1|<amxmm 2015 .l<m|<._N=wm g
HH_¥42H9E .2 _cx5
. |
2963 206k 2965k 2066k 2967k 2968k 2970k 2071k 2972k 2973k 2974k 2077k 297Bk 2979 2080k 2981k 2962k
Gene Hodels
Yo4G2A .35 lad-2 (¥34G2A.2T503
I i—— i EE— i i il
(curated coding gene) {curated coding gene)
lad-2 (Y34G2A.25a)
4 - Tty 0 ———EEEE i
(curated coding gene)
lag-2 (Y54G2A,25c)
Alﬂ-lllllllDlll]lIlﬂ
tcurated coding gene)
deletion
hd31_deletion (702 bpd
I
pronoter
lad-2_Sth_intron (3523 bp) lad-2_promotor_C0OH) (3950 bpd)
PCR_fragnent
mxmxnxp (2270 bp) L 2/3 (3523 bp) OH342/0H343 (35960 bpd
mxm_\_%p Apgw.auu
diz/dil (2063 bp)
P e
left_primer
HH_¥5462A.25_dx2 W5_lad-2fu_2 OH342
= = |
HH_¥5462R.25_diz
[
right_primer
HH_Y54G2A .25 _dpl VS_lad-2fu_3 OH343
1 - -
HH_'Y54G2A.25_dil YS_lad-2fFu_1
| |

HH_'Y54G2A.25_dx1
-
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Rig-6

4798k 4799k, 4800k 4501k 4802k 4803k

Gene Hodels
C33F10.4
iy
(curated coding gene)

C33F10.5¢

| | | S—

(curated coding geneld

C33F10.5a

4504k 4505k 4306k 4507k 4506k 4809k 4510k 4811k 4812k 4813k 4514k 4815 4518k

<O O
fibronectin, IG-1ike domains of NCAM Ccurated coding gene)
C33FL0.50

B | ] S gy | | [ | 6 g Y
(curated coding genel

C33F10.5d

] | | I || gl B
(curated coding gene)
SNPs, Knockouts & Other Alleles

Ow.ﬁunmmmpom:
SNP (predicted)

pronoter

C35F10.5¢c_promotor (4271 bp) C33F10.5a_promotor (2642 bp) C33F10.5b_promotor_(OH) (3976 bp)
FCR_fragnent

2/3 (4271 bp) 273 (2642 bp) DH330,/0H331 (3976 bp)
left_priner

u.munmumuo.unﬁcum <Tm C33F10.5afu_2 _Wamo

ght_priner

%mlnwﬁpc DSofu3 A(Mlnmwmno Hafu_3 ‘_“!muH
Y5_C33F10,5efu_1 Y5_C33F10.5afu_1
4 <
8656k 8657k 8658k 8650k BB60K 8661k B662k 8663k 8664k 8665k 8666k 8667k B66ak 8660k B670k 8671k 8672k
Gene Hodels
rig-1 (KO9E2.da.1) o
(curated coding gene) Cour

5NPs, Knockouts & Other Alleles

rig-1 (KOSEZ2.4a.2)

(curated coding gene)

rig-1 (KO9EZ.db)

(curated coding gene)

_urvgmm ﬁhmmlﬁowp ““x_ummuw
transposon insertion SNP (verified) transposon insertion
deletion
heil5_deletion (327 bp)
———
pronoter
rig-1_promotor (4849 bp)
PCR_fragnent
172 €4849 bp) ] RRRNRRNY , PL/HE (1192 bp)
dxl/dx2 (1968 bp)
—_—
m;\%w (1861 bp) L
left_priner
sv_KO9EZ .41 HH_KOSEZ.4_dlx1
Lg >
HH_KO9EZ .4_di1
>
HH_KOZEZ .4 _dpl
| 3
right_priner

sv KOJEZ.4 2 HH_KO9EZ.d_di2
L] -

HH_KO9EZ .4_cc2
4
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Ncam-1

689k 690K £91K 692k 693K 69k B9tk 69tk 697k 696k 690k 700K, 701K 702k, 703K
Gene Hodels
F0263.10
=  ———— s |y gy B | g
(curated coding genel
F0263.1a
neural cell adhesion molecule Courated coding gened
F0263.1c
il =

SNPs, Knockouts & Other Alleles

deletion

pronoter
nen-1a_promotor (3950 bp)

{curated coding genel

hxnm“_.ao Om:un_uowﬂﬁmu

SNP (werified) SNP (predicted)
Ou:uwmcmnmﬁmu Ow%t_..ommmz_
SNP (predicted) SNP (predicted)

ncn-ic (8046 wmu

PCR_fragnent
372 (3950 bp)

372 (6046 bp)

mxu\nxm (1813 bp)

heid8_deletion (695 bp)

mxu\&m (1123 umv

mﬁ\&m (1722 bp)

.

left_priner
YW3_FO263.1_1 HH_F02G3.1 bl
» >
WS_F0263.1Fu_3 HH_F0263.1_dil
3 >
right_priner
vS_FO263.1aku_2 VS_FO263.10ku_2 HH_F0263.1_dp2
q 4 b
HH_FO263.1_di2
-
HH_FOZ63.1_dk2
L |
i B4BK 847K B4BK 849K 890k 891K 892K 853K 54K a5k a6k 57k
Gene Hodels
FasH12.4

(curated coding gene)
SNPs, Knockouts & Other Alleles

k711
I
deletion

Omznuwumz—mﬁﬁ

SNP Cpredicted)

F39H1Z.4_promotor (4405 bp)

,nxgum

transposon insertion
uCES-557
*
SHP Cverified)
uCEG-558
*

SNP Cwerified)

2/3 (4405 bpd

WS_F39H1Z . dfu_2
[

pronoter
PCR_fragnent
okxl/okxZ (3527 bpl
okil/oki2 (2828 bpl)
left_priner
ﬁummu:ﬁ.au%x»
HH_F39H12 .4 _okil
>
right_priner

Az:.mmmxu_.m A_okiz
Axxnmum:nm 4 okxZ

‘c.o,lﬂum:u.m.»ﬁ:lm
WS_FIoHL1Z .4 1
-
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Icam-2

6379k 6361k

Gene Hodels
s 1

. L I iy [N g I ooy W U N gy F o IO I I e 0 S s [ g A |

neural cell adhesion protein (curated coding genel
SHPs, Knockouts & Other Alleles

deletion

hd32_deletion (777 bp)
e

pronoter

55501.1_promotor-gene (5580 bp)

6362k

633k

6364k 335K 6356k

T22ES.3

tourated coding genel

PCR_fragnent
ox2/dxl (1946 bpd

dxz/dpl (1281 bpd
diz/dil (1810 bp)
2/3 (5980 bp)

left_priner
HH_SSS01.1_dx2 WS_SSS01.1Fu_2

[ =
HH_55501.1_di2
| 3
right_priner
HH_SSSD1.1_cpd HH_SSSO1.4_dli1 YS_S5501.4U_3
< - -
HH_S5501 .4 _elxd YS_55501.1_1
- -
14652k 14653k 14654k 14655k 14656k 14657k 14658k 14659 14660k 14661k 14662k 14663k

Gene Hodels

mmmlm (C26G2.1)
§ I iy I I g N N oy B g

Immunoglobulin domain ; Fibronectin type III domain

SNPs, Knockouts & Other Alleles

deletion

pronoter
sug-2_promotor (3553 bpl

PCR_fragnent
pri/pre (3553 bp)

left_priner
Ce_neph_prl
[ d

right_priner
hmuzmujuuwm

cxPE162

tcurated coding gened

Mos insertion

tma56
I
deletion

wxuuoom
tranzposon insertion

hd50_deletion (338 bp)
e

dxl/dx2 (2229 bp)
mxpxnuw ﬂmmm bpd
dil/di2 (1768 bp)

HH_C26G2.1_dxl

[ d
HH_Cz6G2.1_dii
4

HH_C2662 .1_dp2 HH_Cz26G2.1_diz

- -
HH_C26G2.1_dx2
-
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8357k B35ak 8365k 3390k 8391k Baszk. B3%aK B354k 395k 8396k B3S7K
Gene Hodels
mn_bm.-.m wrk=1 (F4i08.3b.1)
ERNA-Arg C(curated coding gened
wrk-1 (F4109.5h.2)
(curated coding gened
urk=1 (F4109.3c)
(curated coding gened
wrk=1 (F4109,3e)
L oy T i P | 0 e | S I e T |
Courated coding gened
wrk=1 (F4109,3a)
o iy U e —— gy | o —— g
Ceurated coding gened
wrk=1 (F4109.3c2
B —
(curated coding gens)
SHPs, Knockouts & Other Alleles
Om:ﬂ-mapao_mu tmlos9 M:uumnpnunnu 0«3?2523
|
SHP (predicted) deletion SHP (predicted) SHP (predicted)
ok695 %zuumap_um:._
|
deletion SHP {predicted)
hx_umu..,ﬂ Qmsﬁuﬂﬁ_,_um_”m“_
SHP (verified) SNP (predicted)
%sun_...—“_._um_”m_ Ow:_,..u_uﬁ._um_”m“_
SNP (predicted) SNP (predicted)
deletion
hdl7 deletion (647 bp) :n&m-n_..v_.mﬂu_.. (268 bpd
hode_deletion (714 bod
. ]
pronoter
wrk-1_promotor (4680 bp)
PCR_fragnent
dxd/da3 (1672 bpo dxb/daS (2284 bpa
did/di3 (1635 bpo . dig/did (2028 bpd
muaxaxu (1152 bpd L mum\nxm 367 bp)
241 (daB0 bpd
left_priner
_._‘_._l_uhn_um Ot E._u_uﬁ_um «3_dxb _._Y_._l_uﬁ_._um Aodpe
HH_F4109 .3 _di4 HH_F4105.3_di& sv_F4105.3_2
L4 4 L
HH_F4109 .3
> o
right_priner
h-._u_uﬁ._uw.munmu .h__._u_unEw.munmm sw_F4109.3 1
HH_F4103 ,3_dx3 HH_F41D0%.3_d=5
- -

-
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Rig-3

G850k 6851k Ga52k 6853k G854k 6655k
Gene Hodels
rig-3 (C5387.1)

6856k 6857k 6856k 6859k 6860k 6361k 6862k

0—
(curated coding gene)
SNPs, Knockouts & Other Alleles

M:nwnmumwmpu
SNP (predicted)

deletion

pronoter
rig-3_promotor (4337 hpy

PCR_fragnent
1/2 (4337 bp)

R 5 i O U | S oy W g

hdi9_deletion (554 bp)
hdSi_deletion (1521 bp)

C5387.7
s ) ) i gy S | W iy B |
(curated coding gene)

dxd/dx2 (1872 bpd
dil/diz (1744 bp)
s e
dpl/ohe2 (1053 bp)
St S
dx3/dxd (2157 bpd

di3/did (1962 bpd

mum\axn (1576 bp

“

left_priner
¥S_C53B7.1.1 HH_CS387.1 el HH_CS3B7.1_dbe3
> L Ld
HC3367.10i1  pH CS367.1043
HH_CS367.1_dpd HH_CS387 .1_d)
> gt W
right_priner
kmlnuuwu.ulm .Azzlﬂa@&u.»l&m lzll_...uum..__.pln:
HH_CS3E7 .1 _dx2 HH_CS367 .1 _dbed
- -
250 2510k 511k 2512k 2513k 2514k 2515k 2516k 2517k 2516k 2519k
Gene Hodels
ROZELD.7
~f

protein kinase (curated coding gene)

“mlﬁ (KOZE10.8)

(curated coding gene)
SNPs, Knockouts & Other Alleles

_nun_u»n.om ’_Gmmm
transposon insertion deletion
deletion
holS_deletion (1008 bpd
e
pronoter
syg-1_promotar (3523 bp)
PCR_fragnent
dxZ/dxl (2038 bp)
diz/dil (1762 bp)
mumxnx._. (305 aumv
2/1 (3523 bp)
left_priner
qlxaNmHo.mluxN I'IIxommHo.mluuN
HH_KOZELD .8 _diZ KOZELD .8 _aag_2
L d L
right_priner

HH_KOZEL0.6_dil

o
HH_KOZEL10.8_dx1
-

KOZE10.8_aag_1
-
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Icam-3

2695k 2696k 2697k 2698k 2690k 2700k
Gene Hodels
TO2C5.1a
[ 11171 sy 1 ) I iy | iy B

{curated coding genel
TO2C5.1k To2C5.3

n— i I - o e Emesee——— 0 o 1

(curated coding gene) (curated coding gene)

pronoter

2701k 2702 2703k 2704k 2708k

2707k 2708k 2708k 2710k

TO2CS.3_promotor (5754 bp)

2711k

2712k

unc-2_(T02C5.5d.3)
-l

tcurated coding genel

unc-2_(TO2CS.5¢
4.
(curated coding
unc-2_(TOZCS.5¢
4 3
(curated coding
unc-2_ (TO2C5.5¢
e i
(curated coding
unc-2_(T02C5.5¢
43

(curated coding

Rig-5

9573k 9574k

Gene Hodels
rig-3 (C36F7.4a.1)

9578k 9579k

Drosophila amalgam protein like (curated coding gene)

rig-5 (C36F7.4a.2)

Drozophila amalgam protein like C(curated coding gene)

rig-5 (C36F7.db)

(curated coding gene)
SNPs, Knockouts & Other Alleles

deletion
hddS_deletion (928 bp)

L]
pronoter

PCR_fragnent
dx2/dx1 (1833 bp)

rig-5_dth_intron (3712 bp)

9533k

C36F7.5

| | — )

tcurated coding genel

rig-G_C0H) (2210 bpd

2/3 (3712 bp)

ONAEZ/ONASE (2210 bpd

diz/dil (1603 bp)

dp2/cbed (884 bp)

left_priner
_._qu_ummmw Ada_dx2 IY_._un 36F7 .da_dp2
HH_C36F7 .4a_di2
[ 4

right_priner

YS_rig-9fu_2
| 2

HH_C36F7 .da_dil
HH_C36F7 .da_dx1

o
|

VE_rig=5fu_3
-

Y5_rig-5fu_l
-

ONASE
-
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2.2 Expressionsanalyse der IgCAMs

Mit den GFP-Reporter Konstrukten wurden jeweils mehrere unabhingige transgene Linien
hergestellt (siche Mat. und Meth. 4.2 und 4.3). Als Koinjektionsmaker wurde entweder pha-1,
rol-6 oder lin-15 verwendet (Kramer et al. 1990; Clark et al. 1994; Granato et al. 1994). Alle
transgenen Linien enthalten das GFP-Reporter Konstrukt als extrachromosomales DNA-
Element. Da extrachromosomale DNA-Elemente nicht gleichmdBig vererbt werden, fiihren
sie zu einer mosaikartigen Expression, so dass die folgenden Abbildungen nicht das komplette
Expressionsmuster darstellen. In allen Abbildungen liegt der Kopf links. Zur Orientierung

sind nicht erkennbare Umrisse der Tiere mit einer gelb punktierten Linie dargestellt.

2.2.1 Rig-4

Embryo: Im 3-fach Stadium des Embryos ist erstmals schwache Expression im Pharynx zu
sehen.

Larve: Ab dem L1 Larvenstadium ist Expression in DA Motorneuronen zu sehen. Vor allem
die Motorneurone posterior der Vulva, insbesondere DA8 und DAY exprimieren stark. Oft
kann man 1-2 Zellkérper von DD oder VD Motorneuronen sehen. Die Kommissuren
exprimieren schwach aber der Dorsalstrang ist durchgehend zu sehen. Im Kopf findet man
Expression in RMDL/R Motorneuronen, in mindestens zwei weiteren Neuronen und in den
Glia Zellen AMso. Die Expression im Pharynx bleibt in allen Larvenstadien und im adulten
Wurm erhalten. Expression setzt auBerdem in den Saumzellen, im Darm sowie in der H-Zelle
ein.

Adultes Tier: Die Expression in den Motorneuronen ist kaum mehr zu sehen, es dominiert
die Expression im Pharynx und im Darm. Die uv3 (uterine ventral) Zellen und das Vulva

Epithelium exprimieren, letzteres nur schwach. Vereinzelt exprimieren Korpermuskelzellen.
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Pharynx post. Bulbus

S &
N

.---y--A......Rqﬁ--..‘..-.vAA-~‘ b

Abb. 2.3: Expression von rig-4. Expression ist erst im 3-fach Stadium zu beobachten, was wahrscheinlich
auf die lange Reifung des Fluoreszensmarkers DsRed?2 zuriick zu fiihren ist. A (Seitenansicht) zeigt eine L4
Larve. Die Motorneurone liegen auf dem Ventralstrang. Der Wurm ist verdreht, da der Koinjektionsmarker
rol-6 verwendet wurde. B (Aufsicht) und C (Ventralansicht) zeigen den Kopf bzw. die Vulva eines jungen
Adulten. Balken: 20um.

2.2.2 Lad-2a/b

Embryo: Ab dem spiten Komma-Stadium bzw. frithen 1,5-fach Stadium ist im Kopfbereich
Expression in SMB und SMD Motorneuronen sowie in wenigen weiteren Neuronen sichtbar.
Zwei Gliazellen von sensorischen Neuronen im Kopf sind erkennbar. Auflerdem exprimieren
die DB6 und DB7 Motorneurone im Schwanz.

Larve und adultes Tier: Hier ist die Expression entsprechend der Beschreibung von Aurelio
und Mitarbeiter (Aurelio et al. 2002) in SMD Motorneuronen, SDQ Interneuronen, in ALN
und PLN Neuronen sichtbar.

In /ad-2a gibt es ein groBes Intron. Dieses Intron als Promotor erzeugt im 1,5-fach Stadium
Expression in einer Pharynxzelle. Im adulten Tier ist nur sehr schwache Expression in zwei

Pharynx Neuronen sowie in den Spermatheken und im Darm zu sehen.
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k

G

PLN axon

Kopfganglion und Nervenring ALNR/L

Abb. 2.5: Expression von lad-2a/b. A Embryo im 2-fach Stadium, und Larve (B), (Seitenansicht). Balken:
20um.

Pharynx Zelle
Vg

Abb. 2.6: Expression mit dem 9. Intron von lad-2a als Promotor A Embryo, 1,5 fach Stadium B L4
Larve, C adultes Tier, Seitenansicht, Balken: 20um.
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2.2.3 Rig-6a

Embryo: Die Expression beginnt in der spiten Gastrulation in Kérpermuskelzellen. Im 1,5 -
fach Stadium ist Expression in Motorneuronen zu sehen und sehr schwach in Neuronen im
Kopf. Nicht neuronale Expression ist stark in der exkretorischen Zelle.

Larve und adultes Tier: Die DA, DB und D-Typ Motorneurone exprimieren, sowie viele
Neurone im Kopfganglion. Darunter sind einige Interneurone mit Axonen im rechten Biindel
des Ventralstranges. Selten sieht man auch ein oder zwei Axone im linken Biindel. Durch die
starke Expression in Koérpermuskeln und in der Hypodermis ist eine eindeutige Bestimmung
der Neurone nicht moglich. In adulten Tieren kommt zusétzlich Expression in der Spermathek

und der Vulva (vim1/2) hinzu.

Muskelzellen

"

Muskelzelle
Kopfganglion

Ventralstrang mit Motorneronen

Muskelzelle

Spermathek )

Abb. 2.7: Expression von rig-6a
Die Expression in Motorneuronen beginnt im 1,5-fach Stadium des Embryos (Bild B, *). A Embryo, spéte
Gastrulation, A, B Seitenansicht, C, D Ventralansicht. Balken: 20pum.
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2.2.4 Rig-6b/d

Embryo: Ab dem 1,5-fach Stadium ist Expression in den DD Motorneuronen, CAN, NSM,
URX und in einigen weiteren Kopfneuronen zu sehen.

Larve und adultes Tier: In L1 Larven setzt sich die Expression aus dem Embryo fort. Die
Beschreibung der Expression von Aurelio und Mitarbeitern (Aurelio et al. 2002) konnte
bestitigt werden (URX und wenige Kopfneurone). In L2-3 Larven kommt Expression in
weiteren Motorneuronklassen dazu. Die Expression nimmt aber in allen Motorneuronen sowie
in den CAN und ALN Neuronen stark ab und ist im adulten Tier nicht mehr zu sehen. Nicht

neuronale Expression konnte nicht beobachtet werden.

Abb. 2.8: Expression von rig-6b
Die Expression in DD Motorneuronen beginnt im 1,5-fach Stadium des Embryos und ist sehr schwach (A,
*). B L1 Larve, Seitenansicht, Balken: 20pum.

2.2.5 Rig-6¢C

Fiir rig-6¢ konnte keine Expression festgestellt werden.
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2.2.6 Rig-l1a

Embryo: Wihrend der spiten Gastrulation exprimieren wenige Neurone im Kopfbereich. Im
Schwanz exprimiert PVC und ein weiteres Neuron stark. Ebenfalls starke Expression zeigen
der Pharynx, sowie die Hypodermis.

Larven: Viele Interneurone im rechten Biindel des Ventralstranges und Glia der inneren und
duleren labial -sensorischen Neurone zeigen Expression. Der Pharynx zeigt vor allem
wihrend des L1 Stadiums starke Expression, die in den weiteren Larvenstadien rasch
abnimmt. Schwache Expression, die ebenfalls in den folgenden Larvenstadien abnimmt, ist in
der Hypodermis zu sehen.

Adultes Tier: In adulten Tieren verstérkt sich die Expression in Interneuronen mit Zellkdrper
im Kopfganglion und Axon im Ventralstrang, in weiteren Neuronen des Kopfganglions und in
den Pharynxneuronen I2. Die Expression in einigen Kopfneurone kolokalisiert mit dem
Marker glr-1::GFP (Hart et al. 1995; Maricq et al. 1995). Mit diesem Marker konnte die
Expression im PVC Interneuron verifiziert werden. Expression ist weiterhin in Gliazellen der
inneren und dufleren labial-sensorischen Neurone zu sehen.

Die Expression in Pharynx und Hypodermis ist nicht mehr zu sehen, aber das Vulvaepithel

exprimiert.
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Hypodermis

Pharynx

..... \-\--““'“""v--....-....-....--,.........._

Ll

Ventralstrang
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hY

Kopfganglion

Abb. 2.9: Expression von rig-1

Mit dem Marker glr-1::GFP konnte die Expression von rig-1 in PVC (¥) verifiziert werden. A Embryo spéte
Gastrulation, B L1 Larve Kopf, C adultes Tier Schwanz, D adultes Tier Kopf. A und B Dorsalansicht, C-D
ventral-laterale Ansicht, Balken: 20pum.

2.2.7 Ncam-1a/b

Embryo: Wihrend der Gastrulation ist eine starke Expression in den Darmzellen zu sehen.
Am Ubergang zum Komma-Stadium wird Expression in URYV, NSM und Zellen, die ihrer
Position nach Neurone des Kopfganglions sind sichtbar.

Larve und adultes Tier: In Larven und in adulten Tieren ist eine ausgepragte Expression in
allen DA und DB Motorneuronen, sowie in weiteren Motorneuronenzellkdrpern sichtbar.

AuBerdem exprimiert AVG, URYV, NSM, PHC sowie wenig weitere Kopfneurone.
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Darmzellen

SAL A1/ DR
URYV NSML/R DA1/DBZ

Abb. 2.10: Expression von ncam-la/b
A Embryo, 1,5-fach Stadium (Seitenansicht), B adultes Tier, MN Kommissur eines Motoneurons im Kopf
(Dorsalansicht), Balken: 20pm.

2.2.8 Ncam-1c

Der Ncam-1c Promotor umfasst den Promotorbereich von Ncam-1a/b und hat zusitzlich das
erste Intron von a und b. Die Expression in den Motorneuronen ist schwicher, zusétzlich sind
noch weitere Neurone im Kopfganglion markiert. Aulerdem ist im Pharynx Expression zu

sehen (ohne Abbildung).

2.2.9 [cam-1

Embryo: Neuronale Expression ist im Embryo erst kurz vor dem Schliipfen der Larve zu
erkennen. Nicht neuronale Expression ist vor allem in den Hypodermis zu sehen, sowie im
Darm und schwach im Pharynx.

Larve und adultes Tier: Die neuronale Expression beschrinkt sich auf labial sensorische
Neurone sowie Gliazellen im Kopfbereich. Interessant ist, dass die CAN Neurone eine starke
Expression zeigen. Der Pharynx exprimiert stark, wie auch die Saumzellen (laterale

Hypodermis). Im Schwanz sieht man zwei Phasmidgliazellen (PHsh).
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Saumzellen CANL/R

ILs und Ols Pharynx post. Bulbus

Abb. 2.11: Expression von icam-1
A, B Embryo spite Gastrulation (Aufsicht), C, D L4 Larve(Seitenansicht), E, F Kopf eines adulten Tieres
(Seitenansicht), und G, H Schwanz eines adulten Tieres (Aufsicht), Balken: 20pm.

2.2.10 Icam-2

Dieses Reporter-Konstrukt besteht aus einem 0,8kb gro3en Promotorbereich und dem Gen, an
welches das GFP anschlieB3t (Fusionsprotein). Wihrend der spéten Gastrulation ist Expression
in der Hypodermis zu beobachten, wobei man die so genannten /eading cells sehen kann
(siehe Expression von icam-3 fiir eine genaue Beschreibung) (Williams-Masson et al. 1997).
Allerdings ist die Expression meist sehr schwach. In adulten Tieren ist ebenfalls nur eine
duBerst schwache Expression in wenigen Kopfneuronen, der Hypodermis und dem Pharynx
zu sehen. Eine Expression in PVT, wie sie von Aurelio und Mitarbeitern beschrieben ist,

konnte ich nicht bestétigen.
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Hypodermis

Mo W
fihrende Zellen

Nervenring und Kopfneurone

Abb. 2.12: Expression von icam-2 (Fusionsprotein)
A, B Embryo, spite Gastrulation-Komma-Stadium (Ventralansicht), C, D Kopf eines adulten Tieres
(Aufsicht), Balken: 20pum.

2.2.11 Syg-2

Embryo: Wihrend der spiten Gastrulation beginnt die Expression in Kérpermuskelzellen. Ab
dem 1,5-fach Stadium kommt Expression in Neuronen im Kopfganglion hinzu. Zwei dieser
Neurone haben Axone im Mundbereich, zwei weitere ventral liegende Neurone senden Axone
in den Nervenring. Die Expression in Motorneuronen ist vor allem in der Embryonalphase
sichtbar.

Larve und adultes Tier: Eine starke Expression ist in den ALN und PLN Neuronen zu
sehen. Ein Neuron im Schwanz ist wahrscheinlich PVT. Selten sind Kommissuren zu sehen,
wobei die Zellkorper meist nicht zu sehen sind. Das Konstrukt ist schwach in Kopfneuronen
exprimiert, die meistens von der Expression der Kopfmuskulatur tiberdeckt ist. Sehr starke
Expression ist auch in den Korpermuskeln, in Vulva Muskelzellen (vim1/2) und Vulva

Epidermiszellen zu sehen (fiir die Vulva Expression siehe auch Shen et al. 2004).
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Vulva Epithel vm1 Muskelzelle
C \ 1
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‘Pharynxzelle

Kopfneurone

D - Mervenring
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Abb. 2.13: Expression von syg-2

Im Embryo (A, 1,5-fach Stadium Seitenansicht) ist Expression in Motorneuron zu sehen (*), die im weiteren
Verlauf der Entwicklung kaum mehr zu erkennen ist. B Kopf (Seitenansicht), C Vulva (Ventralansicht), D
ganzes Tier (Seitenansicht), Balken: 20um.

2.2.12 Wrk-1

Embryo: Wihrend der spiten Gastrulation beginnt die Expression im Darm, wobei am
vorderen Ende des Darms ein Band aus Zellen stirker exprimiert. Im 1,5-fach Stadium
kommen dann Motorneurone sowie Gliazellen von sensorischen Neurone im Kopfbereich
dazu.

Larve und adultes Tier: In L1 Larven exprimieren sensorische - und Interneurone im
Kopfganglion. Vor allem posterior der Vulva sind im L1 Stadium Motorneuronzellkdrper zu
erkennen, selten auch anterior der Vulva. In den folgenden Larvenstadien lédsst die Expression
in den Motorneuronen nach, das PDA Interneuron ist gut zu sehen. Des Weiteren ist
Expression in Gliazellen (AMso, CEPso) der sensorischen Neurone im Kopf sichtbar. Sehr
starke Expression ist in allen Coelomocyten, den distalen Spitzenzellen (DTC = distal tip
cells) und selten in der Gonade und der Vulva (vim1/2) zu sehen. Im zweiten Bulbus des
Pharynx ist selten schwache Expression zu erkennen. Im Darm ist die Expression in frithen
Larvenstadien noch gut zu sehen und ldsst im Verlauf der Entwicklung nach. In adulten

Tieren ist nur noch in den Coelomocyten starke Expression zu beobachten.
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D Sens. und 3t
Interneurone -~ _.--*"

Gliazellen

Abb. 2.14: Expression von wrk-1

Im Embryo, (A 1,5-fach Stadium und B, C 3-fach Stadium) ist Expression in Motorneuron zu sehen (*) die
im weiteren Verlauf der Entwicklung zunehmend schlechter zu sehen ist (D, L4 Larve). Distale
Spitzenzellen (DTC) exprimieren wéihrend die Gonade auswéchst (E). Seitenansicht, Balken: 20um.

2.2.13 Rig-3

Embryo: Ab der spiten Gastrulation sieht man Expression in RMED und in zwei Gliazellen
von sensorischen Neuronen im Kopf (ILsoVL und ILshVL).

Larve und adultes Tier: Rig-3 ist ausschlieBlich in neuronalem Gewebe und Gliazellen
exprimiert. Im Ventralstrang exprimiert ausschlieBlich AVA. Im Kopfganglion sind einige
weitere Neurone zu sehen. In einigen Tieren exprimiert auch RMED. Im Bereich des

posterioren Bulbus des Pharynx exprimiert 14 sowie AMshR/L. Im anterioren Bulbus des
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Pharynx exprimiert I1, M4 und NSM. Die Expression ist unverdndert vom L1 Stadium bzw.

dem 3-fach Stadium des Embryos bis zum adulten Tier.

ILsoVL und [LshVL

AMsh Fortsatz ILsOVLALSRVL === veveeee

Abb. 2.15: Expression von rig-3
A Embryo, Komma-Stadium (Seitenansicht), B Kopf (Ventralansicht), Balken: 20pum.

2.2.14 Syg-1

Embryo: Expression ist wihrend der Embryonalphase nicht zu sehen. Erst kurz vor dem
Schliipfen der Larven erkennt man Expression in Motorneuronen.

Larve und adultes Tier: Die Expression ist allgemein nur sehr schwach. Im Kopfganglion
sind einige Neurone sichtbar. Auffallend ist die Expression in mehreren Klassen von
Motorneuronen: Im hinteren Teil des Tieres exprimieren DA, VA und AS Motorneurone, im
vorderen Teil exprimieren zusitzlich die DB Motorneurone (Identifikation in
Zusammenarbeit mit Joseph Watson). Im Kopf exprimieren Gliazellen der sensorischen
Neurone. Nicht neuronale Expression ist in der Kopfmuskulatur und in Vulva Muskelzellen

(vm1/2) zu sehen.
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Abb. 2.16: Expression von syg-1
Seitenansicht einer Larve, Balken: 20pm.

2.2.15 Icam-3

Embryo: Wahrend der spéten Gastrulation ist Expression in den Hypodermiszellen zu sehen.
Im Komma-Stadium sieht man die zwei Paare der so genannten leading cells (anterior rechts:
ABpraappap und posterior rechts: ABpraapppa). Sie sind die ersten beiden Hypodermiszellen,
die bei der ventralen Schliefung des Embryos auswachsen (Williams-Masson et al. 1997).
Das anteriore Paar verschmilzt zum hyp6 Syncytium, das posteriore Paar ist der Anfang vom
hyp7 Syncytium, welches die Korperhypodermis bildet.

Larve und adultes Tier: Schwache Expression ist in Gliazellen im Kopf in allen
Larvenstadien und im adulten Tier zu sehen. Die nicht neuronale Expression iiberwiegt und
betrifft die Gonade, die Spermathek, Vulva-Ringmuskelzellen, Saumzellen, rektale

Driisenzellen und rektales Epithel.
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P!)arynx Sa_g_mzelle Hy;_;u_gdermis rectD, rectVL, und rect VR

Saumzelle Vulva,

rektale Driisenzelle

Abb. 2.17: Expression von icam-3

In Bild A, Embryo, Komma-Stadium (ventral-lateral Ansicht) sind die leading cells (*) kurz vor der
ventralen SchlieBung zu sehen. Bild B (Larve) und C und D (adultes Tier) sind Ventralansichten. In Bild C
(Aufsicht) ist die Hypodermis mit hyp7 bezeichnet. Die Pfeilspitzen in Bild E (Dorsalansicht) deuten auf
Epithelzellen des Rektums., Balken: 20pm.

2.2.16 Rig-5a/b 4.Intron

Embryo: Im Embryo des Expressionsstammes von O. Hobert kann ab dem 1,5 fach Stadium
Expression von 4-6 Zellen im Kopfbereich (RMD Motorneurone) und manchmal wenigen
ventral liegenden Zellen (wahrscheinlich ein Motorneuron im Ventralstrang) gesehen werden.
Larve und adultes Tier: Im adulten Tier konnte die von Aurelio und Kollegen beschriebene
Expression in den RMD Motorneuronen bestétigt werden (Aurelio et al. 2002). AuBlerdem ist
Expression im Darm und in den rektalen Driisenzellen zu sehen.

In dem Stamm, in dem das vierte Intron als Promotor verwendet wurde, ist Expression ab der
Gastrulation im Kopfbereich des Embryos schwach zu erkennen. Die Expression wird
zunehmend stirker. In Larven exprimieren viele Neurone des Kopfganglions, sensorischen

Neurone, Gliazellen und Pharynxneurone (NSM, 12, M2 und M4). In wenigen Tieren sind
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zwel Axone im rechten Axonbiindel des Ventralstrangs zu sehen, deren Zellkorper im

Kopfganglion liegen. Im Schwanz exprimieren die PHA Neurone. Insgesamt macht dieser

transgene Stamm jedoch einen kranken Eindruck.

RMDD Rekt. Driisenzellen

.. Nervenring

Abb. 2.18: Expression von rig-5
Bild A, Embryo, 1,-fach Stadium (Seitenansicht), Bild B L1 Larve (Ventralansicht), Balken: 20pum.

Abb. 2.19: Expression mit dem 4. Intron von rig-5
Bild A Embryo 1,5-fach Stadium (Seitenansicht), Bild B Kopf (Ventralansicht), Bild C Schwanz

eines adulten Tieres (Dorsalansich), Balken: 20pum.
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Gen
rig-4
lad-2a/b
lad-2a/b (9. Intron)

rig-6a
rig-6b/d
rig-6¢
rig-la
ncam-la/b
ncam-1c
icam-1
icam-2
syg-2

wrk-1
a+bh.1/2+c+d+e

rig-3
syg-1

icam-3

rig-5a/b
rig-5 (4. Intron)

neuronal

DA, DD/VD, RMD, AMso

DB6/7, SAA, SMB, SMD, SDQ, ALN, PLN
2 Kopfneurone

mehrer Klassen Motorneurone, viele Neurone im
Kopfganglion, Interneurone im Ventralstrang
DD, CAN, ALN, URX, NSM, schwach in einigen weiteren
Kopfneuronen,

12 Glia von sens. Neuronen im Kopf, Intereurone mit Axon im
Ventralstrang, PVC
DA, DB und weitere Motorneurone, AVG, URYV, NSM PHC,
Kopfneurone
wie ncam-1a/b und weitere Neurone im Kopfganglion

CAN, sensorische Neurone, Gliazellen im Kopf, PHsh,
schwach in 2-4 Kopfneuronen in adulten Tieren.
PVT, ALN, PLN, Motorneurone im Embryo, Kopfneuronen,

Motorneurone stark in den Lavenstadien, sensorische
Kopfneurone und deren Glia, AMso, weiter Kopfneurone, PDA,

RMED, AVA, wenige Kopfneurone schwach, 11, 14, M4, NSM,
AMsh, llsoVL/lIshVL
Schwach in DA, DB, VA, und AS Motorneuronen,
Kopfneurone, Gliazellen von sens. Kopfneuronen
schwach in Kopfneuronen und Gliazellen der sens.
Kopfneurone

RMD, RMDV, RMDD

Kopfneurone, Inerneurone im Ventralstrang, NSM, M2; M4,
sens. Neurone, PHA, RMDs, Gliazellen

nicht neuronal

Pharynx, Vulva(uv3), Darm,
Saumzellen,einzelne Muskeln,H-Zelle

Darm, Spermathek

Vulva (vm1/2), Muskel, Spermathek,
Hypodermis, Exkret. Zelle

Pharynx, Vulvaepithel, Hypodermis,
Darm

Pharynx
Pharynx, Saumzellen, Darm
Pharynx und Hypodermis schwach
Vulva (vm1/2), Vuvla Epidermis, Muskel

Pharynx schwach, Vulva (vm1/2),
Darm, Coelomocyten, DTC, Gonade, ,

Vulva (vm1/2), Muskel im Kopf

Pharynx, Vulva (Ringmuskelzellen),
Spermathek, Saumzellen, rekt.
Drusenzellen, Gonade
Darm, Rekt. Drusenzellen

Tab. 2.3: Ubersicht und Zusammenfassung der einzelnen Expressionmuster.

Gen Embryo

ncam-la/b ++
rig-6a +
rig-la +

rig-3 +

syg-2 +
wrk-la+b.1/2+c+d+e +
lad-2a/b ++

rig-5 (4. Intron) +
icam-1 -
rig-6b/d +

rig-4 -
ncam-1c +
rig-5a/b +
icam-2 -
syg-1 -
icam-3 o
lad-2a/b (9. Intron) -
rig-6¢ =

L1-L4 Adult
+++ +++
+++ +++
++ +++
++ +++
+++ +++
+++ ++
++ ++
++ +++
++ ++
++ -
++ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +

Tab. 2.4: Expression der IgCAMs in neuronalem Gewebe wahrend der Entwicklung.

Die Angaben sind Abschitzungen mit dem Auge, und dienen nur einem groben Uberblick der
Expressionsdynamik. +++ starke Expression, ++ mittelstarke Expression, + schwache Expression, - keine
Expression. Expression im Embryo ist, wenn vorhanden, vor dem Auswachsen der Axon zu sehen (am Ende des
2-fach Stadiums/Anfang des 3-fach Stadiums (480-550 min nach der Befruchtung)).
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3. Die Deletionsbank

3.1 Die Herstellung der Deletionsbank im Uberblick

Aus der Deletionsbank konnen C. elegans Individuen isoliert werden, die in einem
bestimmten Gen eine Deletion besitzen. Damit ist sie die Grundlage zur funktionellen
Charakterisierung der hier untersuchten IgCAMs. In Kapitel 3 (Mat. und Meth.) ist die
Herstellung der Deletionsbank detailiert beschrieben.

Die Deletionsbank wurde mit fiinf unabhéngigen Mutagenesen (Chargen) hergestellt, so dass
nicht nur fiir die in dieser Arbeit untersuchten IgCAMs Deletionen gefunden werden konnten,
sondern fiir insgesamt 49 Deletionen (weitere sind in Arbeit).

Jede Charge umfasst 110 96 well Kulturplatten, mit 20 unabhégigen, mutagenisierten
Wiirmern pro well. Damit reprisentiert die Deletionsbank ca. 2,2 Mio. haploide Genome in

1100 Pools. Ein Pool entspricht ca. 2000 haploiden Genomen.

3.2 Screening nach Deletionsmutanten

Das Durchsuchen (screening) der Deletionsbank erfolgte ausschlieBlich mit der ,poison
primer PCR* (Edgley et al. 2002), die es ermoglicht, eine einzige Deletion in 2000 Genomen
so stark zu amplifizieren, dass sie auf einem Agarosegel sichtbar ist. Die Methode ist so
empfindlich, dass man auch noch Deletionen in einem Pool von 4000-5000 Genomen
detektieren kann. Die Primer zur Isolation wurden meist so gewéhlt, dass sie entweder am 5°-
oder am 3°- Ende eines Gens binden, d.h. dass die Deletion entweder schon den Genanfang
oder die Transmembrandoméne zerstort, um ein Null-Allel zu erhalten. Das Wildtyp PCR-
Fragment der externen PCR wurde mit einer Lange von 1800bp bis 2200bp gewihlt.

Um moglichst viel Deletionsmutanten zu finden, ist es einerseits wichtig, dass das Verhiltnis
von Wildtyp-Genomen zu mutanten Genomen in den Pools maximal 5000:1 ist (optimal:
2000:1). Andererseits ist die DNA Menge in den Pools der limitierende Faktor, da sobald die
Pools aufgebraucht sind, die Deletionsbank nicht mehr ohne erheblichen Mehraufwand nach
neuen Deletionen durchsuchbar ist. Ein weiterer wichtiger Punkt ist das Einfrieren: Je weniger
Wiirmer das Einfrieren iiberleben, desto geringer ist die Wahrscheinlichkeit den mutanten

Wurm zu finden.
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In Tab. 2.5 ist das Verhéltnis von reproduzierbaren Deletionsbanden in den Pools zu wieder
gefundenen Deletionsbanden in den Lysaten, sowie die Zahl der anschlieBend tatséchlich
isolierten Mutanten und der aufgetauten wells aufgelistet. Eine erhebliche Zahl von Falsch-
Positiven wird meist im ersten Schritt in den Pools gefunden, die sich nicht reproduzieren
lassen (zwischen 3 und 52). Mit sechs Primer-Sets wurden fiir die PCR zwei Pools vereinigt,
was einer Komplexitdt von 4000 haploiden Genomen entspricht. Fiir vier dieser Primersets,
die je zwei verschiedenen Genen entsprechen, wurde keine Deletion gefunden, obwohl die
ganze Deletionsbank durchsucht wurde. Fiir zwolf weitere Primer-Sets wurden die Pools mit
einer Komplexitit von 2000 haploiden Genomen eingesetzt. Dabei wurde nur mit zwei

Primer-Sets keine Deletion gefunden.

Gen Primer Genome positive positive aufget. positive
durchsucht Pools Lysate wells Wiirmer
Tabelle A
rig-3 dx3/4 2,2 mio 8 4 2 +
rig-5 dx1/2 2,2 mio 1 1 1 +
rig-6 a_dx1/2 2,2 mio 1 -
rig-6 dx3/4 2,2 mio 1 - - -
icam-1 dx1/2 2,2 mio - - - -
icam-1 dx3/4 2,2 mio - - - -
Zwischenergebnis 1 67% (4/6) 34% (2/6) 34% (2/6)
Tabelle B
rig-3 dx1/2 190000 1 1 1 +
wrk-1 dx3/4 380000 2 1 1 +
rig-4 dx1/2 380000 1 - - -
rig-1 dx1/2 380000 1 1 1 +
syg-1 dx1/2 380000 2 2+1 2 +
icam-2 dx1/2 960000 - 1 1 +
syg-2 dx1/2 960000 2 2 2 +
ncam-1 dx1/2 1150000 1 1 1 +
rig-4 dx5/6 1340000 6 4 3 +
lad-2 dx1/2 1900000 - 1 1 +
rig-6 b_dx1/2 2110000 - - - -
wrk-1 dx5/6 2,2 mio 3 1 1 +(1+1)
Zwischenergebnis 2 75% (9/12) 83% (10/12) 83% (10/12)
Gesamtergebnis 72% (13/18) 66% (12/18) 66% (12/18)

Tab. 2.5: Darstellung des screening Verlaufs in Zahlen. Tabelle A: Komplexitét der durchsuchten Pools von
4000 haploiden Genomen (Pools A und E vereinigt). Tabelle B: Komplexitit der durchsuchten Pools von 2000
haploiden Genomen. Positive Pools: Anzahl der gefundene Deletionsbanden, die in einer weiteren,
unabhéngigen PCR bestétigt wurden. Positive Lysate: Anzahl der in Lysaten wieder gefunden bzw. auch neu
gefundenen Deletionsbanden, die sich reproduzieren lieBen. Aufgetaute wells: Anzahl der aufgetauten wells mit
Wiirmern (fiir daraus erhaltene Wiirmer siche Tab. X nichste Seite). Positive Wiirmer: + aus einem, der
aufgetauten wells erhaltene mutante Wiirmer. In den Lysatplatten bzw. den Lysaten der vereinzelten Wiirmer
konnten teilweise weitere reproduzierbare Deletionsbanden gefunden werden.

Mit einem dieser Primer-Sets liegt das wahrscheinlich daran, dass nur zwei von zwolf Platten
mit Pools durchsucht wurden, mit dem zweiten Primer-Set fiir ein anderes Gen wurden

allerdings elf Platten mit Pools durchsucht. AuBerdem wurden nur mit einem dieser zwolf
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Primer-Sets alle zwolf Platten mit Pools durchsucht, mit den anderen Primer-Sets wurden
zwischen einem und zehn Platten durchsucht. Fiir die Gene lad-2 und icam-2 wurden die
Pools kein zweites Mal zur Bestidtigung durchsucht, bzw. konnte keine Deletionsbande
bestitigt werden. Trotzdem wurde auf der Ebene der Lysate weiter gesucht, was zu einer
Deletionsmutante fiihrte. Obwohl also mit der doppelten Komplexitidt im Vergleich zur
einfachen immer die ganze Bank durchsucht wurde, war die Trefferquote geringer.

Dadurch, dass meistens nicht alle zwolf 96 well Platten mit Pools durchsucht wurden,
stammen die isolierten Mutanten fiir die [gCAMs hauptsichlich aus den Chargen 1 und 2 der
Deletionsbank (Platten 1-96 und 101-196). In den aufgetauten wells sollten durchschnittlich
200-600 Wiirmer die Einfrier-Prozedur tiberleben. Fiir die Charge 1 liegt der Mittelwert der
erhaltenen Wiirmer bei 277 (hochster Wert: 477, niedrigster Wert: 85). Die Werte fiir die zwei
wells in denen die Mutante gefunden werden konnten, liegen bei 207 und 477 Wiirmern,
wobei aus einem well mit 340 {iberlebenden Wiirmern keine Mutante isoliert werden konnte.
Fiir die Charge 2 ergibt sich ein Mittelwert von 295 aufgetauten Wiirmern (hochster Wert:
715, niedrigster Wert: 0). Der Mittelwert fiir die wells aus denen Mutanten isoliert wurden
liegt bei 339 Wiirmern.

Das screnning mit einer Komplexitit von 2000 haploiden Genomen ist also tendenziell
erfolgreicher, genauso wie aus wells mit mehr iiberlebenden Wiirmern tendenziell die

Mutanten isoliert wurden.

Platte/well Gen Primer iiberlebende getestete Positive  pos/getestet
Wiirmer Wiirmer Wiirmer
126/C6 syg-1 dx1/2 0 0 0 0
125/G5 rig-4 dx5/6 56 21 2 9,5%
83/E5 rig-4 dx5/6 85 32 0 0
129/E12 syg-2 dx1/2 118 47 0 0
121/D7 rig-3 dx3/4 123 45 0 0
175/G12 rig-5 dx1/2 126 50 4 8%
439/H7 lad-2 dx1/2 150 72 1 1,4%
265/A4 icam-2 dx1/2 170 96 2 2,0%
1/D12 rig-3 dx1/2 207 75 3 4,0%
143/F9 syg-2 dx1/2 221 67 1 1,5%
172/D4 wrk-1 dx3/4 267 96 9 9,6%
136/B1 syg-1 dx1/2 270 162 2 1,2%
3/D2 rig-4 dx5/6 340 198 0 0
130/A11 rig-1 dx1/2 438 72 6 8,3%
82/G4 ncam-1 dx1/2 477 319 4 1,2%
127/D1 rig-3 dx3/4 620 188 3 1,6%
148/B1 wrk-1 dx5/6 715 180 2+2 1,1% (2,2%)
Gesamt 1720 39 (41) 2,2%
Durchschnitt 288 (+ 194)* 108

Tab. 2.6: Ergebnisse des Auftauens der wells mit den Wirmern. Durchschnittlich sind ca. 2% der getesteten
Wiirmer Tréager der gefundenen Deletion. Insgesamt konnten aus ca. 1000 eingefrorenen C. elegans Individuen
durchschnittlich 288 wieder aufgetaut werden (ca. 30%). Wobei die Standardabweichung (*) bei 194 liegt.
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4. Die Deletionsmutanten

Fiir folgende I[gCAMs wurde im Verlauf dieser Arbeit keine Deletionsmutante isoliert: rig-6

(C33F10.5), icam-1 (F39H12.4) und icam-3, (T02C5.3). Fiir alle anderen wurde eine oder

mehrere Deletionsmutanten isoliert (sieche Abb. 2.2 und Tab. 2.7). Die GroBe der Deletionen

liegt zwischen 268 und 1521bp. Die meisten Deletionen fiihren zu einem Stopcodon vor der

Transmembrandoméne (TM) bzw. entfernenen sie (lad-2). Die Deletion von rig-4 erzeugt ein

Stopcodon erst nach der TM, die Deletion von syg-2 ist neben lad-2 die einzige, die nicht zu

einer Verschiebung des Leserasters flihrt und nur die Fibronektin III Doméne deletiert. Fiir

rig-3 wurde eine Deletion isoliert, die im Leseraster ist und die 2. und 3. Ig-Doméne entfernt

und eine zweite Deletion, die das Gen ab der Fibronektin III Domaéne zerstort und zusétzlich

noch ins nichste Gen hineinreicht. Dieses Gen (C53B7.7) hat C-terminal ein Peptidase-M13

Domine, die von der Deletion betroffen ist.

Gen

rig-4
lad-2a
lad-2c
rig-la
ncam-

la
ncam-
1b
ncam-1c

icam-2
syg-2
wrk-1a
wrk-1a
wrk-1a
wrk-1b
wrk-1b
wrk-1b
wrk-1c
wrk-1c
wrk-1c
wrk-1d
wrk-1d
wrk-1e
wrk-1e
wrk-1e

rig-3
rig-3

syg-1
rig-5a

rig-5b

Allele

hd47

hd31
hd31
hd15

hd49

hd49

hd49
hd32
hd50

hd45
hd46
hd17
hd45
hd46
hd17
hd45
hd46
hd17
hd45
hd46
hd45
hd46
hd17

hd19

hd51

hd18
hd48

hd48

Deletion
in bp
742

702
702
527

698
698

698
7
338

268
714
647
268
714
647
268
714
647
268
714
268
714
647

554
1521

1008
928

928

Beschreibung der Deletion

Beginn in Exon 11 (AS 2069, nach TM), Ende in Intron 11

Beginn in Intron 20 ( AS 1078), Ende in Intron 21
Beginn in Intron 1 (AS 35), Ende in Intron 2
Beginn in Exon 2 (AS 60 = 1. |g-Doméne), Ende in Intron 3

Beginn und Ende in Exon 11 (AS 587 = 1. Fn3-Doméne)
Beginn und Ende in Exon 11 (AS 587 = 1. Fn3-Doméne)

Beginn und Ende in Exon 10 (AS 614 = 1. Fn3-Doméne)
Beginn in Intron 14 (AS 542, TM fehlt, Rest des Gens deletiert)
Beginn in Exon 18, Ende in Exon 19 (AS 977 bis 1072)

Beginn in Intron 4 (AS 155 = 2. Ig-Domane), Ende in Intron 5
Beginn in Intron 3 (AS 113 = 2.Ig-Doméne), Ende in Exon 4
Deletion im 3"-UTR
siehe wrk-1la
siehe wrk-1a
siehe wrk-1a
siehe wrk-1a
siehe wrk-1a
siehe wrk-1a
Deletion im 3" UTR
Deletion im 3" UTR
siehe wrk-1a
siehe wrk-1a
siehe wrk-1a

Beginn in Exon 5, Ende in Exon 6 (AS 165-333)

Beginn in Exon 6 (AS 346 = Fn3-Domane), Ende im letzten
Exon vom néchsten Gen (C53B7.7)

Beginn in 5°-UTR, Ende in Intron 2
Beginn in Exon 5, (AS 174 = 2. Ig-Domane,), Ende in Intron 7

Beginn in Exon 5, (AS 264 = 2. Ig-Domane,), Ende in Intron 7

Auswirkung

erzeugt Stopcodon nach AS
2098
im Leseraster, TM fehlt
im Leseraster, TM fehlt
erzeugt Stopcodon nach AS 79
erzeugt Stopcodon nach AS
600
erzeugt Stopcodon nach AS
600
erzeugt Stopcodon nach AS
627
Stopcodon bei AS 543
im Leseraster, Fn3-Doméne
fehlt
Stopcodon bei AS 159
erzeugt Stopcodon im 5 Exon
3"-UTR betroffen
siehe wrk-1a
siehe wrk-1a
siehe wrk-1la
siehe wrk-1a
siehe wrk-1la
siehe wrk-1a
3"-UTR betroffe
3"-UTR betroffe
siehe wrk-1la
siehe wrk-1a
siehe wrk-1a
im Leseraster, 2. u. 3. Ig-
Domane fehlt
Membranverankerung fehlt,
Peptidasedoméane von
C53B7.7 betroffen
ATG fehlt
erzeugt nach AS 199
Stopcodon
erzeugt nach AS 289
Stopcodon

Tab.: 2.7 Beschreibung der isolierten Deletionen. Die deletierten Sequenzabschnitte mit Positionsangaben
sind im Anhang aufgelistet. In der ersten Spalte sind unter ,,Gen* alle betroffenen Spleiflvarianten eines Gens
angegeben.

58



Ergebnisse

4.1 Analyse der Deletionsmutanten

Nach zweimaligem Auskreuzen der Deletionsmutanten wurden verschiedene neuronale GFP-
Marker hineingekreuzt, so dass die Mutanten am Ende 3-fach ausgekreuzt waren. Die Suche
nach Defekten war einerseits auf gravierende allgemeine anatomische Fehler des
Nervensystems gerichtet und im speziellen auf Fehler der Faszikulierung bzw. ektopischen
Uberkreuzung im Ventralstrang. Keine der Mutanten weist gravierende bzw. auffillige
Defekte, die zu einem wunc-Phénotyp (uncoordinated = unkoordinierte Bewegung), zu
morphologischen Verdnderungen oder zu Lethalitit fiihren, auf. Auf Fehler der
Faszikulierung und ektopische Uberkreuzung im Ventralstrang wird in der Beschreibung der
einzelnen Deletionsmutanten  eingegangen. Beziiglich der DA/DB-Motorneuron-
Kommissuren wurde kontrolliert, ob sie auf der richtigen Seite auswachsen und ob sie in
Wildtyp-Formation den Dorsalstrang erreichen. Letzteres war immer der Fall.

Die meisten Deletionsmutanten wurden mit einem Standardset von neuronalen Markern
analysiert. F25B3.3::GFP ist ein panneuronalen Marker, gl/r-I:YFP ist ein Marker fiir
Interneurone im Ventralstrang (exprimiert in folgenden Neuronenpaaren mit Zellkérper im
Kopfganglion: AVA, AVB, AVD, AVE, AVIJ, AIB, RIM, RIS, RME, RMD, in den drei
Neuronen des retrovesikuldren Ganglions AVG, RIGL/R und in den beiden Interneuronen
PVCL/R mit Zellkorper im Schwanz) (Hart et al. 1995; Maricq et al. 1995). AuBerdem wurde
der Marker sra-6::DsRed2 (Troemel et al. 1995) fiir die PVQ Interneurone und der Marker
odr-2::CFP (Chou et al. 2001) fiir die AVG und PVP Interneuron - Analyse verwendet. Die
Mutanten mit einer Expression in Motorneuronen sowie rig-1, rig-3 und rig-5 wurden
zusitzlich mit dem DA/DB-Motorneuron-Marker wunc-129::CFP analysiert (Colavita et al.
1998). Zusidtzlich wurden noch weitere Marker verwendet, um dem spezifischen
Expressionsmuster der einzelnen IgCAMs gerecht zu werden. Die Analyse der Mutanten mit
threm eigenen, spezifischen Promotor-GFP Reporter war aufgrund zu schwacher Expression
meist nicht gut moglich, wurde aber fiir einige Deletionsmutanten durchgefiihrt (siehe
Beschreibung der einzelnen Mutanten). Der Vergleich der einzelnen Deletionsmutanten in
Bezug auf die Marker: F25B3.3::GFP, gir-1:YFP, sra-6::DsRed2, odr-2::CFP und unc-
129::CFP ist am Ende der Beschreibung der einzelnen Deletionsmutanten in Tabellen
zusammengefasst. Die Ergebnisse fiir spezielle Marker fiir einzelne Gene sind nur im Text
erwdhnt. Im Folgenden sind die einzelnen Mutanten beschrieben, geordnet nach Mutanten mit
Defekten (4.1.1 - 4.1.8) und Mutanten, die keine signifikanten Defekte zeigten (4.1.9 -

4.1.11). Um sicher zu stellen, dass die vorhandenen Defekte nicht von unerkannten anderen
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Mutationen stammen, wurde fir die meisten Mutanten, zusétzlich zum Auskreuzen, die
spezifische WT-Gensequenz in Form eines Cosmids in die einzelnen Mutanten injiziert.
Dadurch werden Defekte, die aufgrund einer Deletion in einem bestimmten Gen auftreten,

behoben (,,gerettet).

4.1.1 Wrk-1 (hd45)

Die wrk-1 Mutante wurde mit folgenden Markern untersucht: F25B3.3::GFP, gir-1::YFP, sra-
6::DsRed2, odr-2::CFP und wrk-1::YFP (unc-47::DsRed2, nicht ausgewertet). Mit wrk-
1::YFP sind Neurone nur schlecht erkennbar, so dass keine Aussage gemacht werden konnte.
Mit den Interneuron Marker glr-1::YFP hatten 24% der Tiere Uberkreuzungsdefekte entlang
des Ventralstranges. Auffallend ist, dass beim Uberwechseln von mehreren Axonen in das
linke Axonbiindel, die fehlgeleiteten Axone nicht gebiindelt sondern hédufig aufgefiachert bzw.
defaszikuliert sind (Abb.: 2.21 E). Diesen Uberkreuzungsdefekt findet man auch mit dem
Marker F25B3.3::GFP in 42% der Tiere. Auffillig ist, dass die Uberkreuzungen meist direkt
posterior der Vulva bzw. im posterioren Teil des Ventralstranges stattfindet. In diesem
Bereich findet man auch des Ofteren zwei bis vier Motorneuronzellkérper, die lateral anstatt
auf dem Ventralstrang positioniert sind. Da mit diesem Marker beide Axonbiindel des
Ventralstranges sichtbar sind, kann man unterscheiden, von welchem Biindel die Axone in
das jeweils andere Biindel wechseln. Aus dem linken Biindel wechseln in 19% der Tiere
Axone in das rechte Biindel, und umgekehrt wechseln 11%. Das entspricht keinem
signifikanten Unterschied. PVQ und PVP zeigen signifikante Defekte. Dabei ist PVQL und
PVPR, die beide im linken Biindel des Ventralstranges verlaufen aneinander gekoppelt, d.h.
nur selten wechseln beide an unterschiedlichen Stellen in das rechte Biindel. Mit dem DA/DB
Motorneuron Marker wurden mit einer niedrigen Penetranz, aber statistisch signifikant,
Kommissuren auf der falschen Seite festgestellt (fiir eine Ubersicht welche Kommissuren
betroffen sind sieche Tab. 2.9). Besonders betroffen ist die Kommissur des DBS5
Motorneurons. Es wurden nur Tiere mit einer falsch verlaufenden Kommissur gefunden.
Aullerdem sind die DA6/DB6 Motorneuronzellkorper hdufig lateral des Ventralstranges
positioniert.

Die Defekte konnten mittels eines Rettungsexperiments, in dem F25B3.3::GFP als Marker
verwendet wurde, eindeutig auf die Deletion zuriickgefithrt werden. Gerettete Stimme (=
signifikant weniger Defekte als die Mutante): 2/7. Defekte in den geretteten Stimmen:

VH1209: 18,6% (n=59), VH1210: 13,8% (n = 58). Verwendetes Cosmid: F41D9.
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4.1.2 Wrk-1 (hd46)

Wrk-1 (hd46) wurde mit den selben Markern analysiert wie wrk-1 (hd45) auer mit glr-
1:YFP und unc-129::CFP. Dabei stellte sich heraus, dass dieses Allel tendenziell noch
starkere Defekte zeigt als hd45 (siehe Tab.: 2.8 und 2.11). Die Defekte konnten mittels eines
Rettungsexperiments, in dem F25B3.3::GFP als Marker verwendet wurde, eindeutig auf die
Deletion zuriickgefiihrt werden. Gerettete Stamme (= signifikant weniger Defekte als die
Mutante): 2/5. Defekte in der geretteten Stammen: VH1211: 13,5% (n = 52), VH1212 19,5%,
(n=46). Verwendetes Cosmid: F41D9

4.1.3 Rig-1 (hd15)

Die rig-1 Mutante wurde mit folgenden Markern untersucht: F25B3.3::GFP, glr-1:YFP, unc-
129::CFP, sra-6::DsRed2, odr-2::CFP und rig-1::YFP. Mit rig-1::YFP sind Neurone nur
schlecht erkennbar, so dass keine Aussage gemacht werden konnte.

Mit dem glr-1:YFP Marker, welcher Interneurone markiert, in denen auch rig-/ exprimiert
wird, wurden ektopische Uberkreuzung von einzelnen oder auch mehreren Axonen im
Verlauf des Ventralstranges gefunden (41% der Tiere zeigten diese Defekte, siche Tab.: 2.8).
Dabei scheint es keinen speziellen Ort zu geben an dem die Uberkreuzung bevorzugt
stattfindet. Einerseits findet sie statistisch sehr signifikant im Bereich des retrovesikuldren
Ganglions (RVG) statt, andererseits aber auch signifikant im weiteren Verlauf des
Ventralstranges. Die Uberkreuzungen gehen meist nur iiber kurze Strecken und betreffen
hiufig nur ein einzelnes Axon. Dadurch ist es schwierig, diese Defekte im panneuronalen
Marker wieder zu finden. Teilweise wachsen ein oder mehrere Axone auch fast die ganze
Strecke im linken Axonbiindel.

Die Defekte konnten mittels eines Rettungsexperiments, in dem g/r-1:YFP als Marker
verwendet wurde eindeutig auf die Deletion zuriickgefiihrt werden. Gerettete Stamme (=
signifikant weniger Defekte als die Mutante): 3/6. Defekte in den geretteten Stimmen:
VHI1201: 19,2% (n = 73), VH1202: 14,7% (n = 68), VH1203 20,9% (n = 67). Verwendetes
Cosmid K09E2.
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4.1.4 Rig-5 (hd48)

Die rig-5 Mutante wurde mit folgenden Markern untersucht: F25B3.3::GFP, gir-1::YFP, sra-
6::DsRed2, odr-2::CFP und unc-129::CFP.

Mit dem Interneuron Marker g/r-1::YFP konnten ektopische Uberkreuzungen am RVG, sowie
im weiteren Verlauf des Ventralstranges festgestellt werden. Bei Uberkreuzungen von
mehreren Axonen bildete sich nicht ein Strang, der in das linke Axonbiindel tiberwechselte
sondern die Axone verliefen hidufig defaszikuliert.

Die ektopischen Uberkreuzungen wurden auch mit dem panneuronalen Marker
(F25B3.3::GFP) gefunden. Dabei ist kein signifikanter Unterschied zwischen
Uberkreuzungen von links nach rechts bzw. umgekehrt feststellbar. Nur die Summe aller
Uberkreuzungen ist signifikant hoher als in der Kontrolle. Mit den anderen Markern waren
keine Defekte zu sehen.

Zur Rettung der Defekte wurde das Cosmid C36F7 in Mutanten mit den Markern g/r-1::YFP
und F25B3.3::GFP injiziert. Gerettete Stimme mit g/r-1::YFP (= signifikant weniger Defekte
als die Mutante): 2/7. Defekte in den geretteten Stdimmen mit glr-7::YFP: VH1206: 14,1% (n
= 92) VH:1207: 6,9% (n = 58). Gerettete Staimme mit F25B3.3::GFP: 1/3. Defekte in den
geretteten Stimmen mit F25B3.3::GFP: VH1208: 7,1% (n = 56).

4.1.5 Lad-2 (hd31)

Die lad-2 Mutante wurde mit folgenden Markern untersucht: F25B3.3::GFP, glr-1:YFP,
sowie mit dem lad-2::GFP Marker von O. Hobert (otEx231). Da die Expression von lad-
2::GFP meist schwach ist und sehr starken Mosaikcharakter aufweist, konnte mit diesen
Markern keine eindeutige Auswertung gemacht werden. Mit glr-1::YFP konnte ektopische
Uberkreuzung von einzelnen oder auch mehreren Axonen im Verlauf des Ventralstranges in
27% der Tiere gefunden werden. AuBerdem wuchsen die in g/r-1::YFP markierten zwei
sublateralen Axone anstatt parallel zum Ventralstrang von anterior nach posterior in Schleifen

aus und wechseln die Richtung oft mehrmals (66% der Tiere, n=39) (siche Abb. 2.21.F).
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4.1.6 Rig-3 (hd51)

Die rig-3 Mutante wurde mit folgenden Markern untersucht: F25B3.3::GFP, gir-1::YFP, sra-
6::DsRed2, odr-2::CFP, unc-25::snb-1::GFP (Exprimiert in synapitsichen Vesikel von DD,
VD, AVL, DVB, RME und RIS Neuronen) (Zhen and Jin 1999) und rig-3::DsRed2.

Mit dem Interneuron Marker glr-1::YFP zeigten 22% der Tiere ektopische Uberkreuzungen.
Die Uberkreuzungen finden entlang des gesamten Ventralstranges statt. Mit den anderen
Markern konnten keine Defekte festgestellt werden.

Ein durchgefiihrtes Rettungsexperiment ergab zwei aus sechs Stimmen, die sich nicht
signifikant von Ad51 unterschieden, die aber auch keine signifikanten Unterschiede zum

Kontrollstamm aufweisen, so dass eine eindeutige Aussage nicht moglich ist.

4.1.7 Syg-1 (hd18)

Die syg-1 Mutante wurde mit folgenden Markern untersucht: F25B3.3::GFP, glr-1::YFP, sra-
6::DsRed2, odr-2::CFP, lin-11::GFP (VC Motorneurone), unc-4::GFP (DA, VA, VC, SAB
Motorneurone) und him-4::GFP (Koérpermuskelzellen). Syg-1::YFP wurde in die Mutante
hineingekreuzt, allerdings war die YFP Fluoreszenz in dieser Kombination nicht mehr zu
sehen.

Mit dem Marker glr-1::YFP konnte ektopische Uberkreuzungen hauptsichlich im Bereich des
RVG festgestellt werden. AuBBerdem wachsen Kommissuren der DA/DB Motorneurone auf
der falschen Seite aus (siehe Tab. 2.9). In jedem Tier ist nur eine Kommissur fehlgeleitet.
Dabei sind die gemeinsam verlaufenden Kommissuren von DA2/DB3 am stirksten betroffen.

Mit einem Rettungsexperiment mit gl/r-/::YFP als Marker konnten die Defekte behoben
werden. Gerettete Stimme (= signifikant weniger Defekte als die Mutante): 1/7. Defekte im

geretteten Stamm: VH1205: 9,8% (n = 92). Verwendetes Cosmid: C54A10.

4.1.8 Ncam-1 (hd49)

Die ncam-1 Mutante wurde mit den Markern: F25B3.3::GFP und unc-129::CFP untersucht.

Mit dem unc-129::CFP Marker, der die DA/DB Motorneurone markiert, in denen ncam-1
auch exprimiert ist, wurden Defekte gefunden. Die Motorneuron-Kommissuren wachsen nicht
auf der richtigen Seite in Richtung Dorsalstrang. Die Kommissur des DB6 Motorneurons

wichst dabei am haufigsten falsch aus (siehe Tab. 2.9). Insgesamt wurden in ncam-1 (hd49)
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neun falsch verlaufende Kommissuren in 114 Tieren gefunden. Davon waren in zwei Tieren

die DB6 und DA6 Motorneurone gemeinsam betroffen.

4.1.9 Icam-2 (hd32)

Die icam-2 Mutante wurde mit den Markern: F25B3.3::GFP und g/r-1::YFP untersucht.
Icam-2::GFP ist zu schwach, um als Marker zu dienen. Mit keinem Marker konnten Defekte

festgestellt werden.

4.1.10 Rig-4 (hd47)

Die rig-4 Mutante wurde mit folgenden Markern untersucht: F25B3.3::GFP, glr-1:YFP, unc-
129::CFP, lin-11::GFP (VC Motorneurone) (Hobert and Ruvkun 1998), wunc-47::GFP
(DD/VD Motorneurone) (MclIntire et al. 1997), unc-4::GFP (DA, VA, VC, SAB
Motorneurone) (Miller and Niemeyer 1995), sra-6::DsRed2 und odr-2::CFP.

Mit keinem Marker konnten statistisch signifikante Defekte im Nervensystem festgestellt

werden.

4.1.11 Syg-2 (hd50)

Die syg-2 Mutante wurde mit den Markern: F25B3.3::GFP und him-4::GFP (Vogel and
Hedgecock 2001) (Korpermuskelzellen, entspricht der Expression von syg-2) untersucht. Mit

keinem Marker konnten Defekte festgestellt werden.
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% Tiere mit Defekten

Gen panneuronal® Interneurone® DA, DB Motorneurone® PVQ® PVP® Liste anderer Marker'
WT 9,0 8,0 1,3 27,3 22,4
wrk-1 (hd45) 41,77 23,9" 8,8" 57,1" 55,6~ wrk-1::YFP
wrk-1 (hd46) 51,8" - - 60,7" 55,97 wrk-1::YFP
rig-1 15,6 41,2 4,0 11,3 124 rig-1::YFP
rig-5 20,8 28,5" 1,9 13,2 109 -
lad-2 13,5 27,8" - - - lad-2::GFP
rig-3 7,3 21,6™ 1,5 29,3 23,2  unc-25::snb-1::GFP, rig-3::DsRed2
syg-1 13,8 22,7 10,0™ 358 37,7 unc-4:GFP, him-4::GFP, syg-1::YFP
ncam-1 4,8 - 6,1" - - -
icam-2 7,9 12,0 - - - -
rig-4 7,6 6,1 4,0 22,0 20,3 unc-47:GFP,unc-4:GFP, lin-11::GFP
syg-2 - - - - - him-4::GFP
fié%l((}:‘gj%); - 11,6 185" 171 147 :
e : 28,2" 19,3 523" 49,2 :
ot Lol : 278" 53 449 411 :
::g:é Eﬂgéig 263" 303" - 258 258 :
rig-3 (hd51); 88 - - 14,9 17,6 -

cdh-1 (hd44)

Tab. 2.8: Vergleich der Defekte mit verschiedenen Markern. - nicht ausgewertet, * F25B3.3::GFP,
Uberkreuzungen von Neuronen im Ventralstrang wurden gezdhlt. ° glr-1::YFP, Uberkreuzungen von
Interneuronen im Ventralstrang wurden gezéhlt. © unc-129::CFP, die DA und DB Motorneurone erreichen alle
den Dorsalstrang, als Defekt wurde das Auswachsen auf der falschen Seite gewertet. ¢ sra-6::DsRed2,
Uberkreuzung von PVQ wurde gezihlt. ¢ odr-2::CFP das Uberkreuzen von PVP wurde gezihlt. " weitere Marker
die zur Analyse in die Mutante hineingekreuzt wurden (mit keinem dieser zusitzlichen Marker konnten
signifikante Defekte festegestellt werden) * p<0.05, ** p<0.01. Fiir rig-1 (hd15); cdh-1 (hd44) wurde anstatt von
hdls26 (sra-6::DsRed2, odr-2::CFP), hdls29 verwendet. Die Kontrolle hat folgende Werte: PVQ: 14,3%, PVP:
12,2%.

Motorneurone
DA2/DB3 DA3 DB4 DA4 DB5 DA5 DB6 DA6 DB7 Defekte Tiere n

r | I | I I r I r gesamt B
WT (unc-
129::CFP) 0 0 0 0 0.3 0 0 1,0 0 1,3 308
syg-1 (hd18) 7.1 1,0 03 0 06 06 06 0 0,6 10,0” 310
wrk-1 (hd45) 0,8 16 03 03 44 08 05 0 0 8,8” 365
ncam-1 (hd49) 0 1,7 0 0 0 0 35 1,7 09 6,1 114
rig-4 (hd47) 0,3 14 09 03 03 0 0,9 0 0 4,0 348
syg-1 (hd18); o
rig-4 (hd47) 14,4 08 1.2 0 0 0 1,2 04 04 18,5 243
syg-1 (hd18); -
wrk-1 (hd45) 11,2 4,6 0 1,0 15 0 05 05 0 19,3 197
rig-4 (hd47); 0 34 05 0 14 0 0 0 0 53" 208

wrk-1 (hd45)

Tab. 2.9: Analyse der DA/DB Motorneuron-Kommissuren.
Angaben in %, r: in Wildtyp rechts verlaufend, I: in Wildtyp links verlaufend, * p<0.05, ** p<0.01
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Defekte am RVG L\J/Zi?:;?slif::g Defaszikulierung Def;:éz;itere n=
WT (glr-1::YFP) 1,0 7,0 0 8,0 100
rig-1 (hd15) 23,7 17,5 0 41,27 114
rig-5 (hd48) 10,2 10,9 73 285" 137
lad-2 (hd31) 16,2 11,6 0 27,8 198
wrk-1 (hd45) 7,6 12,3 4,1 23,9" 171
syg-1 (hd18) 17,3 5,4 0 22,7 75
rig-3 (hd51) 10,8 7.9 2,9 21,6™ 139

Tab. 2.10: Uberkreuzungs- und Defaszikulierungsdefekte in glr-1::YFP exprimierenden Interneuronen.

RVG: Retrovesikular-Ganglion, Angaben in %, * p<0.05, ** p<0.01.

Uberkreuzung Uberkreuzung mehrere Defaszikulierun Defekte Tiere n=
L—-R R—-L Uberkreuzungen 9 gesamt B
WT
(F25B3.3::GFP) 6,2 2,8 0 0 9,0 177
wrk-1 (hd46) 27,8 3,7 11,1 11,1 51,8" 54
wrk-1 (hd45) 19,4 11,1 11,1 0 M7 72
rig-5 (hd48) 10,8 6,6 2,5 0,9 20,8” 212
Tab. 2.11: Uberkreuzungs- und Defaszikulierungsdefekte mit dem panneuronalen Marker F25B3.3::GFP.
L—R bzw R—L: Uberkreuzung vom linken Axonbiindel des Ventralstranges ins rechte Axonbiindel bzw.
umgekehrt. Angaben in %, * p<0.05, ** p<0.01.
PVQL PVQR AVG PVPR PVPL _
defekt  defekt  defekt  defekt  defekt v 9esamt  PVPgesamt n=
WT (hdis26) 26,5 1,0 1,0 21,4 1,0 27,3 22,4 98
wrk-1 (hd46) 52,4 8,4 2,4 51,2 5,9 60,7 55,9 84
wrk-1 (hd45) 44,4 3,8 4,5 36,8 3,8 57,17 55,6 33

Tab. 2.12: Uberkreuzungsdefekte von PVQ und PVP sowie AVG. PVQL und PVPR verlaufen in WT im
linken Axonbiindel des Ventralstranges, PVQR und PVPL im rechten. Wenn PVQL/PVQR defekt ist, verlduft es
ein kurzes Stiick oder auch génzlich im kontralateralen Axonbiindel des Ventralstranges, meistens zusammen

mit PVPR. Angaben in %, * p<0.05, ** p<0.01.
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_Ainkes Axonbiindel

-
-

Abb. 2.20: Defekte mit dem panneuronalen Marker F25B3.3::GFP. Bild A zeigt einen Abschnitt des
Ventralstranges. Das linke Biindel besteht aus 4 Axonen, das rechte aus mehr als 40. Entlang des Ventral-

stranges sind Zellkorper von Motorneuronen zu sehen. Bild B zeigt wrk-1(hd46). Axone wechseln in das
rechte Biindel (Dreieck). Motorneurone posterior der Vulva befinden sich oft an falschen Positionen seitlich
des Ventralstranges (Pfeile). In wrk-1(hd46) ist Defaszikulierung zu beobachten (C, *). Im Gegensatz zu wrk-
1, wo die Uberkreuzung bevorzugt posterior der Vulva zu sehen ist, findet sie in rig-5(hd48) verteilt iiber den

Ventralstrang statt (Bild D, Dreiecke zeigen Uberkreuzungen anterior der Vulva). Balken 20pum.
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Retrovesikularganglion

el
Kopfganglion

Abb. 2.21: Defekte mit dem Marker glr-1::YFP. Im WT (A) verlaufen Interneurone im rechten Axonbiindel
des Ventralstranges und zwei Axone verlaufen sublateral links und rechts parallel zum Ventralstranges (*). B
zeigt ein Beispiel (rig-5,(hd48)) fiir eine Uberkreuzung am Retrovesikularganglion, wie sie in rig-1(hd15), syg-1
(hd18), und weniger oft in rig-3 (hd51), lad-2 (hd31), und wrk-1 (hd45) vorkommt (Dreieck). Dabei ist zu
beachten, dass einige Axone, die links aus dem Nervenring austreten und in den rechten Strang kreuzen sollten,
im linken Strang bleiben. C zeigt rig-I (hd15) wo ein oder zwei Axone stindig im linken Biindel des
Ventralstranges verlaufen (Dreiecke). Uberkreuzung kommt auch posterior der Vulva vor (D, rig-5 (hd48),
Dreieck). Mehrfaches Wechseln einzelner oder mehrerer Axone zwischen den Axonbiindeln des Ventralstranges
ist selten (E, wrk-1 (hd45), Dreiecke) und wurde in der Auswertung nicht extra beriicksichtigt. Defaszikulierung
ist nur in rig-5(hd48) ein statistisch signifikantes Ereignis (E (*)). Lad-2 (hd31) zeigt neben
Uberkreuzungsdefekten (F, Dreieck), Defekte der beiden sublateralen Axone (Pfeile). Balken 20um.
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Abb. 2.22: Auswachsdefekte mit dem Marker unc-129::CFP. Die Kommissuren der Motorneurone
(hier die exzitatorischen Motorneurone DA/DB) wachsen reproduzierbar auf der gleichen Seite Richtung
Dorsalstrang (Bild A: WT). Die Kommissur des DB5 Motorneurons wichst in wrk-1 (hd45) hiufig auf der
falschen Seite (B, Dreieck) In wrk-1 (hd45) ist auBerdem die Position von Motorneuronzellkdrpern posterior
der Vulva gestort *. In syg-1 (hd18) sind meistens die Kommissuren der DA2/DB3 Motorneurone betroffen
(C, Dreieck), In ncam-1(hd49) ist es die Kommissur von DB6, die, bezogen auf die andern Kommissuren

am héufigsten betroffen ist (D, Dreieck). Balken 20um.

4.1.12 Analyse von Doppelmutanten

Einige IgCAMs haben ein teilweise liberlappendes Expressionsmuster. Daraus ergibt sich die
Frage, ob diese IgCAMs zusammen oder unabhdngig voneinander agieren. Es wurden
Doppelmutanten hergestellt, um zu untersuchen, ob sich Defekte verstirken, addieren oder ob
qualitativ andere Defekte auftreten. Folgende Doppelmutanten wurden hergestellt: Syg-
1(hd18)/rig-4(hd47), syg-1(hd18)/wrk-1(hd45), wrk-1(hd45)/rig-4(hd47), rig-1(hdl5)/rig-
3(hd51). AuBerdem wurde eine Doppelmutante mit cdh-1(hd44) und rig-3(hd51) erzeugt.
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Cdh-1 ist wie rig-3 in AVA Interneuronen exprimiert und gehort zur Familie der Cadherine,
die ebenfalls Zelladhdsionsmolekiile sind.

Alle Doppelmutanten auBler rig-3/cdh-1 wurden mit dem Marker gl/r-1::YFP analysiert. Die
Defekte blieben, verglichen mit den Einzelmutanten, qualitativ und quantitativ gleich. Es
wurden die Defekte wieder gefunden, die der Einzelmutante mit den stidrkeren Defekten
entsprachen (wrk-1/rig-4, wrk-1/syg-1 und rig-1/rig-3). Das wiirde auf eine Interaktion
hindeuten (nicht additiv = gemeinsame Funktion), allerdings hat rig-4 alleine gar keine
Defekte und auch in der syg-/ Einzelmutanten sind die Defekte zwar signifikant aber doch
sehr schwach, so dass eher davon auszugehen ist, dass die wrk-1 Defekte wieder gefunden
werden. Die geringern Defekte in (syg-1/rig-4) konnten allerdings auf eine Interaktion an der
noch ein weiterer Faktor beteiligt sein miisste, hinweisen (siche Disskussion 3.3). Rig-1/rig-3
und rig-3/cdh-1 wurden mit dem panneuronalen Marker F25B3.3::GFP analysiert. Fiir die
Doppelmutante rig-3/cdh-1 konnten, wie auch fiir rig-3 alleine im Vergleich zu WT, keine
Defekte festgestellt werden. Rig-1 zeigt mit dem panneuronalen Marker zwar Defekte, aber
nicht statistisch signifikant. Rig-3 zeigt gar keine Defekte mit diesem Marker. Im Doppel
zeigen 26% der Tiere Defekte, was einen statistisch sehr signifikanten Unterschied (p < 0,01)
verglichen mit WT darstellt. Mit den Markern sra-6 und odr-2 wurden alle Doppelmutanten
untersucht. Dabei zeigten nur wrk-1/syg-1 signifikante Defekte, die denen von wrk-1 als
Einzelmutante entsprechen. Wrk-1/rig-4 zeigte tiir PVQ schwach signifikante Defekte und fiir
PVP gerade nicht signifikante Defekte.

Die Doppelmutanten mit wrk-/ und syg-I wurden auch darauf hin analysiert, ob die
Kommissuren der DA/DB Motorneurone auf der richtigen Seite auswachsen. Dabei stellte
sich heraus, dass in syg-1/rig-4 und syg-1/wrk-1 die DA2/DB3 Kommissuren hiufig auf der
falschen Seite auswachsen, eine Tendenz, die auch in syg-I etwas abgeschwicht zu
beobachten ist. Interessant ist, dass die Fehlerhdufigkeit von DBS, die in wrk-1 tendenziell am
hochsten ist, abnimmt so dass hier auf eine Interaktion mit wahrscheinlich weiteren

Interaktionspartner geschlossen werden konnte.
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[11. DISKUSSION

1. Funktionelle Analyse der IgCAMs in C. elegans

Die vollstidndige Sequenzierung der Genome einiger Modellorganismen sowie des Menschen
zeigt auf Gen- bzw. Proteinebene, welche Gemeinsamkeiten und auch Unterschiede in den
einzelnen Organismen vorliegen. In C. elegans gibt es eine Expansion an Kollagengenen, wie
sie bis heute flir keinen anderen Organismus bekannt ist. Die hohe Zahl an kutikuldren
Kollagenen korreliert mit dem unterschiedlichen Aufbau der Kutikula, dem ,,Exoskelett™ von
C. elegans, in den verschiedenen Larvenstadien. Oft ist der funktionale Zusammenhang aber
nicht so eindeutig und offensichtlich. Zur Funktion der in C. elegans ebenfalls stark
expandierten Astacine und Proteine mit einer C-Typ-Lektin dhnlichen Doméne ist noch kaum
etwas bekannt (Drickamer and Dodd 1999; Mdhrlen et al. 2003) Die Neuerungen und
Entwicklungen in hoéheren bzw. komplexeren Organismen spiegeln sich ebenfalls in
Genomanalysen wider. Das gesamte Gen-Repertoir fiir die Entwicklung und Funktion des
GefaBsystems scheint erst in der Vertebratenlinie evolviert zu sein. In Invertebraten fehlen
neben anderen Elastin, der von Willbrand Faktor und Selektine (Hynes and Zhao 2000).

Neben diesen Unterschieden zwischen einfachen und komplexen Organismen gibt es auch
erstaunliche Gemeinsamkeiten. Das Gen-Repertoir, welches fiir die Entwicklung des
Nervensystems notwendig ist, ist zwar den komplexeren Bedingungen in héher entwickelten
Organismen angepasst, aber vor allem Mitglieder der IgCAM Genfamilie zeigen von
C.elegans bis zu den Vertebraten eine erstaunliche Konservierung. IgCAMs gehoren zur
Immunglobulin-Superfamilie (IgSF), die wihrend der Evolution stark expandiert ist und zu
einer der groften im Vertebratengenom zéhlt: (Barclay, 2003) das menschliche Genom
enthdlt zehn Mal mehr IgSF Proteine als C. elegans (865: 80) (Drickamer and Dodd 1999;
Thiery 2003; Vogel et al. 2003) und D. melanogaster immerhin noch ca. doppelt so viele
(153) (Kamiguchi and Lemmon 2000) wie C. elegans. Die Ig-Doméne ist der Grundbaustein
aller Mitglieder der IgSF. Thre Struktur ist ideal um ein grofles Spektrum an mdglichen
Protein-Protein Interaktionen zu ermoglichen (Vaughn and Bjorkman 1996) Das wiederum ist
die Basis fliir die Entstehung einer Vielzahl von Zelloberflichenrezeptoren,
Zelladhdsionsmolekiilen und vor allem Molekiilen des Immunsystems. Die starke Expansion
von Proteinen mit Ig-Doménen in Vertebraten ist hauptsidchlich auf die Verwendung dieser

Domine im Immunsystem zuriick zu fithren. Damit ist diese Funktion im Immunsystem aber
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auch noch relativ jung. Thre urspriingliche Funktion haben Proteine mit Ig-Doméne bei der
Entwicklung und Aufrechterhaltung der Anatomie und Morphologie bestimmter Gewebetype
durch Zelladhdsion (Edelman 1987). Die IgCAMs erfiillen durch ihre Struktur die
Voraussetzungen fiir eine Rolle bei der axonalen Zielfindung. Durch die Aneinanderreihung
vieler Ig- und Fibronektin III Doménen reicht das Molekiil weit in den extrazelluliren Raum
und ermdglicht bzw. erleichtert so die Interaktion mit Liganden und Signalen in optimaler
Weise. AuBerdem konnen IgCAMs mittels der zytoplasmatischen Dominen auch der
Signalweiterleitung ins Zellinnere dienen oder direkt mit dem Zytoskelett interagieren, wie es
z.B. fiir L1, welches iiber Ankyrin an Spectrin bindet, gezeigt ist (Bennett and Chen 2001).
Die IgCAMs sind eine evolutiv alte Unterfamilie der IgSF, die erstaunlich starke
Konservierung nicht nur der Sequenz sondern auch der Funktion aufweist: SAX-3, UNC-5
und auch UNC-40 sind tiiber die Artgrenze hinaus wichtige Molekiile der axonalen
Zielfindung. AuBlerdem sind die IgCAMs in komplexeren Organismen expandiert: dem
einzigen Robo Homolog in C. elegans (SAX-3) stehen drei Robos in D. melanogaster und
vier in Vertebraten gegeniiber. UNC-5 stehen ebenfalls vier Homologe in Vertebraten
gegeniiber. Einer Vielzahl von IgCAMs in Vertebraten mit teilweise redundanter Funktion
steht damit eine kleine, gut tiberschaubare Gruppe von 17 IgCAMs (inklusive UNC-5) in C.
elegans gegeniiber. Die geringe Zahl von IgCAMs in C. elegans erlaubt eine umfassende und
vollstindige in vivo Analyse dieser Unterfamilie der IgSF und zeigt den Wert der
Sequenzierung von Genomen auf.

Viel Wissen zu IgCAMs stammt aus in vitro Analysen oder aus Analysen einzelner
Gewebetypen, wie z.B. der Retina (siehe folgende Artikel und darin enthaltene Referenzen
Kamiguchi and Lemmon 2000 Rutishauser, 2000 #250; Avci et al. 2004). In C. elegans ist es
moglich, die Expression von IgCAMs in Bezug zum ganzen Organismus zu untersuchen.
Davon ausgehend konnen funktionale Analysen einzelner Gewebe folgen. Durch die hohe
funktionelle Konservierung der [gCAMs wihrend der Evolution besteht die Moglichkeit, in
einer ersten Anndherung Ergebnisse aus C. elegans auf komplexere Organismen zu

ibertragen.

2. Die Expression der IgCAMs im Vergleich

Das zielgerichtete axonale Auswachsen ist ein rdumlich und zeitlich hoch spezifizierter
Prozess. Die Expression einzelner IgCAMs wird nicht nur in einzelnen Phasen des axonalen

Auswachsens verstirkt oder vermindert, sondern kann auch entlang des Axons dynamisch
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reguliert werden (Dodd and Jessell 1988). So kann das zeitliche und rdumliche Muster schon
erste Hinweise auf den Prozess geben, in den ein spezielles [gCAM involviert ist. Das
zielgerichtete Auswachsen von Axonen in C. elegans beginnt gegen Ende des 1,5-fach
Stadiums des Embryos, so dass eine Expression von darin involvierten IgCAMs ab diesem
Zeitpunkt zu erkennen sein sollte. Insgesamt zeigen die IgCAMs in C. elegans eine
Expression, die meist nicht auf einen Gewebetyp beschriankt ist und oft schon zum Zeitpunkt
des Auswachsens von Axonen zu erkennen ist. Zusammenfassend ist fest zu halten, dass die
Expression der meisten IgCAMs im Verlauf der Entwicklung tendenziell zunimmt. In Bezug
auf einzelne IgCAMs bzw. einzelne Gewebetypen ist auch das Gegenteil der Fall. Die
differenzierte Analyse der einzelnen IgCAMs ergab ein dynamisches Expressionsmuster. In
rig-4, rig-6b/d und wrk-1 nimmt z.B. die Expression in Motorneuronen im adulten Tier stark
ab.

Vergleicht man die Expressionsmuster, so ergeben sich vielfiltige Uberschneidungen, die die
Ausstattung verschiedener Gewebetypen mit unterschiedlichen Zelloberflichenmolekiilen
widerspiegeln. Das ist in Ubereinstimmung mit dem Wissen iiber IgCAMs, die in
unterschiedlichen Kombinationen in vielfdltiger Weise interagieren konnen (siche
Ubersichtsarktikel Walsh and Doherty 1997; Kamiguchi and Lemmon 2000; Brummendorf
and Lemmon 2001; Rougon and Hobert 2003). Die vielfdltigen Kombinationsmoglichkeiten
bilden die Grundlage fiir zielgerichtetes axonales Auswachsen und andere
Entwicklungsprozesse, bei denen differenzielle Adhésion wichtig ist. Durch die Kombination
des relativ kleinen Sets an [gCAMs konnen weitere unterschiedliche Signale erzeugt werden,
die neben anderen Molekiilen notwendig sind, um das zwar nur aus 302 Neuronen aber durch
Unterscheidung in 118 Klassen doch sehr komplexe und heterogene Nervensystem von C.

elegans zu etablieren.

2.1 Expression von IgCAMs in Motorneuronen

Sieben der analysierten IgCAMs, rig-4, rig-6, ncam-1, wrk-1, syg-1, syg-2 und lad-2 werden
in Motorneuronen entlang des Ventralstranges exprimiert. Die Expression von rig-4 und wrk-
1 in Motorneuronzellkdrpern zeigt eine auffallende Abnahme der Expressionsstirke von
posterior nach anterior in den einzelnen Motorneuronen. Dabei nimmt die Expression in den
Motorneuronzellkorpern besonders ab der Vulva Richtung Kopf schnell ab. Die Expression
von beiden Genen ist in Motorneuronen insgesamt nicht stark und vor allem am Ende der
Embryonalentwicklung und in den frithen Larvenstadien zu sehen. Bei den Motorneuronen,

die rig-4 exprimieren, handelt es sich neben einzelnen DD oder VD Motorneuronen um DA
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Motorneurone. In wrk-1, wo die Kommissuren nicht zu erkennen sind, ist eine Zuordnung
schwierig, es handelt sich wahrscheinlich auch um die DA oder DB Motorneurone.
Motorneurone senden Axone entlang des Ventralstranges aus. Dazu konnen sie allgemeine,
den Ventralstrang spezifizierende Signale, benutzen. Viel komplexer erscheint es, die
Anordnung individueller Motorneuronzellkdrper auf definierten Positionen entlang des
Ventralstranges zu etablieren. Die in Motorneuronen von posterior nach anterior abnehmende
Expression von wrk-1 und rig-4 konnte bei der Positionierung der Motorneurone entlang des
Ventralstranges eine Rolle spielen, oder zumindest die Identitdt von Motorneuronen anterior
bzw. posterior der Vulva festlegen.

Zusétzlich zu rig-4 und wrk-1 sind drei weitere IgCAMs in DA Motorneuronen und
verschiedenen anderen Motorneuronklassen exprimiert: ncam-1, rig-6 und syg-1. Die
Expression von syg-/ in Motorneuronen ist insgesamt sehr schwach. Syg-/ ist wahrscheinlich
in DA, VA und AS Motorneurone entlang des gesamten Ventralstranges exprimiert. Anterior
der Vulva zeigen zusétzlich DB Motorneurone Expression. Das unterschiedliche Repertoir an
IgCAMs spricht dafiir, dass verschiedene Motorneurone durch Expression von
unterschiedlichen Rezeptormolekiilen entweder ihre eigene Orientierung (zellautonom) oder
die von umgebenden Zellen bzw. Axonen definieren. Damit konnte wie auch bei rig-4 und
wrk-1 eine grobe Untergliederung in Motorneurone, die anterior der Vulva und solche die sich
posterior befinden, ermdglicht werden. Die Voraussetzung fiir ein spezifisches Rezeptor
Repertoir ist die Spezifizierung der unterschiedlichen Identitit der Motorneurone. In C.
elegans wie auch in D. melanogaster und auch der Maus sind dabei Homeodoménenproteine
von Bedeutung. Vor allem das even-skipped (Eve) Homolog (vab-7 in C.elegans) spielt eine
Rolle bei der Spezifizierung verschiedener Zellschicksale, in dem es eine Klasse von
Motorneuronen daran hindert, die Identitit einer anderen Klasse anzunehmen. Die
gemeinsame Funktion der Eve Homologen ist die Unterdriickung eines weiteren
Homeodoménenproteins in einer der beiden Motorneuronklassen. In C. elegans verhindert
vab-7 die Expression des DA Motorneuron-spezifischen Gens unc-4 in DB Motorneuronen
(Esmaeili et al. 2002).

Nur in ncam-1 ist die Expression in DA Motorneuronen so stark, dass die Kommissuren gut
zu erkennen sind. Allerdings unterscheiden sich die SpleiBlvariante: ncam-Ila/b exprimiert
stark und gleichmiBig und ncam-1c etwas schwécher. Vergleicht man das Expressionsmuster
von ncam-I mit dem Homolog NCAM in der Maus bzw. Huhn, welches im gesamten
Zentralen Nervensstem bzw. auch im periferen Nervensysem exprimiert ist (siche

Ubersichtsarktikel) (Briimmendorf 1995), ist zwar vor allem die SpleiBvarinate ncam-1c auch
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in vielen Teilen des Nervensystems exprimiert. Es fehlen aber die meisten Interneurone im
Ventralstrang und auch sensorische Neurone. Im Vergleich mit einem panneuronalen Marker
wird die auf Teile des Nervensystems beschrinkte Expression noch einmal deutlicher, so dass
nicht von einer panneuronalen Expression gesprochen werden kann. Ncam-1 ist auch noch in
weiteren Motorneuronen exprimiert, die entweder keine Kommissuren ausbilden (z.B. AS
oder VC Motorneurone) oder die Expression ist aufgrund der Expressionsstirke nur in den
Zellkorpern sichtbar. Da die Expression erst im Larvenstadium einsetzt, ist von einer
Funktion wihrend der Entwicklung bzw. wihrend des Auswachsens von Axonen eher
abzusehen und von einer Adhésionsfunktion im Komplex mit anderen Molekiilen auszugehen,
wie es auch fiir das Vertebraten- Homolog NCAM der Fall ist (Crossin 2000).

Eine sehr deutliche Expression in Motorneuronzellkdrpern und schwache Expression in
Kommissuren ist bei 7ig-6 zu beobachten. Vergleicht man die Expression der Promotoren der
Spleivarianten rig-6a und rig-6b/d, ist in letzterer die Expression auf die DD Motorneurone
beschriankt, die im adulten Tier stark abnimmt. Durch differenzielles Spleilen wird die
funktionelle Vielfalt der IgCAMs erhoht. Allerdings bleibt die Zahl der Spleiflvarianten in
C.elegans (meist zwei bis vier Spleiflvarianten) verglichen mit DSCAM aus D. melanogaster
(ca. 38 000 mogliche Spleiflvarianten) tiberschaubar (Wojtowicz et al. 2004).

In syg-2 dominiert zwar die Expression in Muskelzellen und in Vulvaepithelzellen, aber
wihrend der Embryonalphase ist eindeutig Expression in Motorneuronen zu erkennen, so dass
neben anderem auch eine Funktion von syg-2 wihrend der axonalen Wegfindung von
Motorneuronaxonen plausibel erscheint. Lad-2 zeigt Expression in wenigen Motorneuronen
(vor allem DB6 und DB7) ausschlieBlich wiahrend der Embryonalphase, so dass in Bezug auf
die Funktion zielgerichtetes Auswachsen, aber vor allem auch die Positionierung der

Zellkorper, moglich ist.

2.2 Expression von IgCAMs in Interneuronen

Fiir sechs IgCAMs wurde Expression in einzelnen bzw. einigen Interneuronen mit Axonen im
Ventralstrang gefunden: rig-1, rig-3, rig-5, rig-6, ncam-1 und syg-2.

Der Ventralstrang besteht aus zwei Axonbiindeln, eines mit mehr als 40 Axonen auf der
rechten Seite und eines mit vier Axonen auf der linken Seite. Das erste Axon, welches im
rechten Biindel wihrend der Entwicklung auswéchst, ist AVG, dessen Zellkorper im
Retrovesikularganglion lokalisiert ist. Dem AVG Axon folgen dann Motorneuron- und
weitere Interneuronaxone. Im linken Biindel wichst das PVPR Axon, dessen Zellkorper im

Preanalganglion liegt, als erstes aus (Durbin 1987). Die meisten Interneuronaxone wachsen
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im Nervenring aus und verlaufen von dort in den Ventralstrang. Thre Zellkdrper sind meist
symmetrisch im Kopfganglion angeordnet. Die Asymmetrie des Ventralstranges entsteht erst,
wenn die Axone den Nervenring verlassen. Dabei kreuzen die meisten Axone in den rechten
Strang. Das heil}t, in dem Bereich nach dem Verlassen des Nervenrings und vor dem
Retrovesikularganglion miissen dem Axon Signale zur Verfiigung stehen, die die Etablierung
des asymmetrischen Ventralstranges bedingen.

Im weiteren Verlauf miissen Axone dann nur noch im richtigen Strang weiter wachsen. Dazu
verwenden sie unterschiedliche Kombinationen an extrazelluldren Signalen und Adhésion an
spezifische, friih ausgewachsene Axone (Hutter 2003).

Drei IgCAMSs zeigen Expression in mehreren Interneuronaxonen: rig-1, rig-5 und rig-6a. Die
Expression der Interneurone in rig-/ nimmt im Laufe der Entwicklung bis zum adulten Tier
zu. Im Embryo ist nur Expression in den PVC Interneuronen mit Zellkdrper im
Lumbarganglion im Schwanz eindeutig zu erkennen. Auch im L1 Larvenstadium ist die
Interneuronexpression noch schwach, so dass nicht von einer Funktion von rig-/ wihrend der
Entwicklung ausgegangen werden kann. Vielmehr deutet die Expression auf eine
Adhésionsfunktion im adulten Tier hin. Die exprimierenden Interneurone entsprechen
teilweise den Interneuronen in denen auch g/r-1 exprimiert wird. Eine genaue Identifikation
der Neurone war aber im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich.

Die Interneuronexpression von rig-5 bezieht sich ausschlieBlich auf die Verwendung des
vierten Intron von rig-5 als Promotor und ist erst nach dem Auswachsen der Axone deutlich
zu sehen. Selten exprimieren ein oder zwei Axone auch im linken Biindel des Ventralstranges.
Der 5°- Bereich von rig-5 resultiert in der Expression in RMD Neuronen. Auch die
Expression von rig-6a ist, neben Interneuronen im rechten Axonbiindel, selten in Axonen im
linken Axonbiindel des Ventralstranges zu sehen, allerdings erst nach dem Auswachsen der
Axone.

Die folgenden IgCAMs exprimieren jeweils nur in einem Interneurontyp: Rig-3 (AVA),
ncam-1 (AVG) und syg-2 (PVT).

Die Expression von IgCAMs in Interneuronen kann aufgrund ihres spéiten Einsetzens wihrend
der Entwicklung nur eine Funktion im ausgebildeten Nervensystem erfiillen. Das kann
entweder die Aufrechterhaltung der Axonbiindelung mittels Adhésion sein, aber auch die
Spezifikation von Synapsen. Fertig ausgebildete Axone sind mit einer Vielzahl von
moglichen synaptischen Partner konfrontiert und nur spezifische Rezeptor-Ligand

Interaktionen fiihren zu einer spezifischen Verschaltung.
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Fiir [gCAMs die nur in einzelnen Neuronentypen exprimiert sind, ist eher eine Funktion bei
der Spezifizierung von synaptischen Kontakten vorstellbar, solche die in mehreren Axonen
exprimiert sind, spielen voraussichtlich eher eine Rolle bei der Biindelung von Axonen durch
homophile oder auch heterophile IgCAM Interaktionen im Ventralstrang. Allerdings konnen
auch IgCAMs, die nur auf einzelnen Axonen exprimiert sind, eine adhisive Wirkung ausiiben.
In rig-3 wurde die Anordnung der Synapsen der VD und DD Motorneurone analysiert. Es

konnten jedoch keine Verdnderungen festgestellt werden.

2.3 Expression von IgCAMs in anderen Neuronen

Neben der Expression einzelner IgCAMs in einzelnen Neuronen wie PDA, PHA, PHC, PVC,
RMD, RMED, SDQ, URX, URY und Pharnxneuronen, sind in den folgenden Neuronen
mindestens zwei [gCAMs exprimiert: ALN, PLN, CAN und NSM. ALN und PLN bilden
Synapsen mit SMB, SAA und SMD. In /ad-2 exprimiert auch SMB sowie SMD, so dass es
moglich ist, dass lad-2 iiber homophile Interaktionen die Synapsenbildung und Stabilisierung
zwischen ALN, PLN und SMB und SMD vermittelt. Die zelluldre Lokalisation mit Hilfe von
translationellen Gen-GFP Fusionsreportern konnte dariiber Aufschluss geben, wo genau lad-2
seinen Funktionsort hat. Aber auch syg-2 ist in ALN und PLN exprimiert und rig-6b/d in
ALN alleine, so dass auch Kontakte iiber heterophile Interaktionen zustande kommen kénnen.
CAN Neurone, die fiir das Uberleben von C. elegans notwendig sind, zeigen Expression von
rig-6b/d und icam-1. Sie verlaufen zusammen mit ALA und PVD entlang des exkretorischen
Kanals (White et al. 1986). Die NSM Neurone exprimieren rig-3, rig-3, rig-6b/d, und ncam-
la/b. Zur Klarung von reduntanten Funktionen von IgCAMs, die in ein und demselben
Neuronentyp exprimiert werden, konnen Doppelmutantenanalysen in Zukunft Aufschluss

geben.

2.4 Expression von IgCAMs in nicht- neuronalem Gewebe

Die Expression der IgCAMs beschrinkt sich meist nicht auf neuronales Gewebe. Nur rig-3,
rig-6b/d, und lad-2 sind ausschliellich neuronal exprimiert. Prinzipiell ist davon auszugehen,
dass IgCAMs durch ihre Struktur auch in anderen Geweben eine Rolle bei der Zelladhésion
und auch bei der Signalaufnahme und Weiterleitung spielen. Viele IgCAMs sind im Pharynx
exprimiert (rig-1, rig-4, ncam-1c, icam-1, icam-2 (schwach), icam-3, wrk-1 (schwach)). Des
Weiteren sind einige IgCAMs in der Hypodermis bzw. den Saumzellen (rig-1, rig-4, rig-6a,
icam-1, icam-2 und icam-3), in Muskel (rig-4 (wenig), rig-6a, syg-1 und syg-2), in der Vulva
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(rig-1, rig-4, rig-6, syg-2 und icam-3), im Darm (rig-4, rig-5, ncam-1a/b, wrk-1, icam-1, und
lad-2) und in der Spermathek (rig-6b/d, lad-2 und icam-3) exprimiert. Daraus ergibt sich eine
Vielzahl an moglichen Interaktionen zwischen den Geweben. Fiir die Hypodermis ist
wahrscheinlich vor allem Zelladhdsion von Bedeutung. Die Hypodermis bildet fiir viele
Axone eine Oberfldche auf der sie auswachsen konnen. Die Expression in Muskeln kann
einerseits der Adhdsion aber auch dem Auswachsen der Muskelfortsitze, die am
Ventralstrang inserieren, dienen. Die Expression von wenigen I[gCAMs in der Spermathek
konnte einerseits der Interaktion von Ei und Spermium dienen oder aber auch nur der
Adhision der Spermathek im Gewebeverband des Uterus bzw. der Gonade.

Im Zusammenhang mit dem Nervensystem stellt sich aber insbesondere die Frage, ob z.B. auf
Muskeln oder in anderem Gewebe wie der Vulva exprimierte IgCAMs zur Etablierung von
synaptischen Kontakten wichtig sind, wie es fiir das Interaktionspaar syg-1/2 in C. elegans
gezeigt wurde (Shen and Bargmann 2003; Shen 2004; Shen et al. 2004).

Vergleicht man die Lokalisation der [IgCAMs mit den Homologen in anderen Organismen,
fallt auf, dass sie zwar iiberwiegend neuronal exprimiert sind, aber wie auch in C. elegans
nicht nur auf das Nervensystem beschrinkt sind. Man findet Expression in der Lunge, dem
Pankreas, im Herz, in Muskeln, im Darm, im Knochenmark und in anderen Geweben (siche

Ubersichtsartikel Briimmendorf 1995).

3. Die IgCAM Deletionsmutanten

Fir 10 von 13 IgCAMs wurde in dieser Arbeit eine Deletionsmutante isoliert. Die
Sequenzanalyse der Deletionen ldsst den Schluss zu, dass die meisten Deletionen zu einem
Funktionsverlust des Genproduktes fithren, da ein vorzeitiges Stopcodon im Leseraster
entsteht bzw. die Transmembrandoméne fehlt. Nur ein Deletionen ist im Leseraster (syg-2),
was wahrscheinlich zu teilweise funktionalem Protein fiihrt. Die 10 IgCAM
Deletionsmutanten konnen in solche mit Defekten im Nervensystem (rig-1, rig-3, rig-3,
ncam-1, wrk-1, syg-1 und lad-2) und solche ohne Defekte (rig-4, icam-2, syg-2) unterteilt
werden. Erstere zeigen entweder nur Ventralstrangdefekte (rig-1, rig-3, rig-5, lad-2) oder
zusitzlich Defekte der Kommissuren (wrk-1, syg-1). Nur Kommissurdefekte zeigt ncam-1.

Weitere Defekte im Nervensystem zeigt lad-2.
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3.1 Deletionsmutanten mit Ventralstrangdefekten

Im panneuronalen Marker zeigen nur wrk-1 und rig-5 signifikante Uberkreuzungsdefekte im
Ventralstrang. Der panneuronale Marker erlaubt im Ventralstrang vor allem aufgrund der
zahlreichen Motorneuronzellkérper und Kommissuren nicht die Auflésung von einzelnen,
fehlgeleiteten Axonen. Dazu eignen sich Marker, die nur eine bestimmte Klasse von
Neuronen markieren. In wrk-1 und rig-5 kreuzen oft mehrere Axone in den kontralateralen
Strang, wohingegen Uberkreuzungen in rig-I, rig-3, und syg-I meist nur einzelne Axone
betreffen, die im panneuronalen Marker nicht eindeutig zu erkennen sind. Daraus kann man
schlieen, dass es Signale gibt, die nur spezielle Axone betreffen und solche die generell
wichtig zu sein scheinen fiir axonale Wegfindung im Ventralstrang oder zumindest mehrer
Axone betreffen, wie rig-5 und wrk-1. Auffallend ist, dass liberkreuzende Axone in wrk-1 und
rig-5 nicht immer gemeinsam gebiindelt verlaufen, sondern defaszikuliert sind. Das deutet
darauf hin, dass diese Axone die Adhésion zueinander verloren haben, aber der anterior-
posterior Achse noch folgen kénnen.

Erstaunlich ist, dass wrk-1 nicht in Interneuronen im Ventralstrang exprimiert ist, sondern nur
in Motorneuronen. Diese Motorneurone konnten, da ihre Axone sehr frith auswachsen, mittels
wrk-1 als adhésives Substrat und fiir spiter auswachsende Interneurone dienen und so zur
Faszikulierung des Ventralstranges beitragen. Dadurch entsteht die Frage, welche
Interaktionspartner auf den Interneuronaxonen das von wrk-1 vermittelte Signal aufnehmen.
Die Wirkung von wrk-1 auf Interneurone kann auch durch das Vorhandensein eines GPI
Ankers erkldrt werden. GPI Verankerungen konnen aktiv durch PI-PLC (Phosphatidylinositol
spezifische Phospholipase C) von der Membran geldst werden. Wrk-1 muss dadurch nicht
zwangsliufig an der Membran der exprimierenden Zelle verankert bleiben, sondern kann
durch Diffusion an einem anderen Ort seine Funktion ausiiben (siehe Einleitung 1.1.2.1).
Damit konnte seine Wirkung eine allgemeine bei der axonalen Wegfindung oder der
Aufrechterhaltung der Axonbiindelung durch Adhésion sein, die nicht auf einzelnen Axone
beschrinkt ist. Auch die ZIG Proteine, die aus zwei Ig-Doménen bestehen, sind sekretiert und
spielen eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der Biindelung von Axonen im Ventralstrang. Im
Gegensatz zu wrk-1 sind sie aber spezifisch im L1 Larvenstadium exprimiert. In L1 Stadium
werden durch Zellteilung weitere Motorneurone in den Ventralstrang eingefligt. Dieser
Prozess fiihrt ohne spezifische Adhdsion der Axone zu Defaszikulierung des Ventralstranges
(Aurelio et al. 2003). Ein weiterer Faktor der bei axonalen Wegfindung und bei der
Aufrechterhaltung der Axonbiindelung eine Rolle spielt, ist EGL-15. EGL-15 ist das einzige
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FGF-Rezeptor Homolog in C. elegans, welches in zwei Spleilvarianten vorkommt: EGL-
15(54) und EGL-15(5B). Nur EGL-15(54) hat eine Funktion bei der Aufrechterhaltung der
Axonbiindelung und betrifft vor allem PVP und PVQ Axone, die auch in wrk-I Defekte
aufweisen. Die Aufrechterhaltung der Axonbiindelung kann dabei ausschlieBlich von der
extrazelluliren Domidne von EGL-15(54), die zwei Ig-Dominen enthilt, vermittelt werden
(Bulow et al. 2004). Es ist bekannt, dass NCAM mit dem vertebraten FGF-Rezeptor
interagiert um axonale Auswachsen und Zelladhdsion zu vermitteln (Kiselyov et al. 2003).
Allerdings treten in wrk-I Mutanten auch einzelne fehlplazierte Motorneuronzellkorper auf
und zwar nur posterior der Vulva, was wiederum auf eine zellautonome Funktion, die auch
mit der Expression in Motorneuronzellkorpern korreliert, hinweist.

Die Uberkreuzungsdefekte von Interneuronen in rig-5 im Ventralstrang sind in
Ubereinstimmung mit der Expression, so dass von einer zellautonomen Funktion ausgegangen
werden kann. In wrk-1 und rig-5 erfolgt die Uberkreuzung tendenziell eher von links nach
rechts, wobei diese Tendenz in wrk-1 stirker ausgeprégt ist als in rig-5. Im linken Strang
befinden sich genau vier Axone der folgenden Neurone: PVP, PVQ, AVK und HSN. In wrk-1
konnte gezeigt werden, dass PVPR und PVQL, die im linken Axonbiindel des Ventralstranges
verlaufen, signifikante Defekte aufweisen. In rig-5 konnten keine signifikanten Defekte der
Axone von PVP und PVQ gefunden werden, was auf eine Fehlleitung bzw. ein
Adhisionsproblem der Axone von HSN und AVK hinweist.

Rig-1, rig-3 und syg-I zeigen mit dem Interneuronmaker gl/r-1::GFP ektopische
Uberkreuzungen entlang des Ventralstranges. In syg-I findet man, verglichen mit dem Rest
des Ventralstranges, die meisten Defekte zwischen dem Austreten der Axone aus dem
Nervenring und dem RVG. Bei rig-1 und rig-3 ist kein bevorzugter Punkt der Uberkreuzung
feststellbar. In keiner der oben erwéihnten Mutanten verlassen Axone den Ventralstrang und
wachsen vollig orientierungslos aus, so dass davon ausgegangen werden kann, dass [gCAMs
in der Feinpositionierung von Axonen eine Rolle spielen, aber das Fehlen einzelner [gCAMs
nicht ausreicht um die Gesamtanatomie des Nervensystems zu beeintridchtigen. In /ad-2 findet
man neben Uberkreuzungsdefekten im Ventralstrang, dass zwei sublateral verlaufende Axone,
die in WT parallel zum Ventralstrang von anterior nach posterior verlaufen und noch vor der
Vulva enden, vollstindig fehlgeleitet sind und oft jegliche Orientierung vermissen lassen. Da
lad-2 in PLN Neuronen exprimiert ist, welche ebenfalls sublateral verlaufen, ist anzunehmen,
dass PLN bzw. die lad-2 Expression in PLN an der Orientierung der beiden sublateralen

Axone beteiligt ist.
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3.2 Deletionsmutanten mit Kommissurdefekten

In allen Deletionsmutanten erreichen Kommissuren der DA und DB Motorneurone den
Dorsalstrang in WT-Formation. Allerdings verlaufen Kommissuren in wrk-1, syg-1 und
ncam-1 zum Teil statistisch signifikant auf der falschen Seite. Im WT wachsen Kommissuren
individuell hoch reproduzierbar immer auf derselben Seite aus. In wrk-1 ist hauptsichlich
DBS5 betroffen, in syg-/ DA2/DB3 und in ncam-1 DB6. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
dass einzelne Kommissuren jeweils unterschiedliche Signale benutzen, um auf der richtigen
Seite auszuwachsen. Wrk-1, syg-1 und ncam-1 sind zwar in Motorneuronen exprimiert,
allerdings ist unklar, wie sie dazu beitragen, dass Kommissuren auf einer bestimmten Seite
auswachsen, da die Expression keine Seiten spezifischen Unterschiede erkennen lédsst. Der
molekulare Mechanismus, der zum Auswachsen von Kommissuren auf einer bestimmten
Seite fiihrt, ist noch nicht bekannt. Allerdings gibt es eine auffillige anatomische Korrelation
zwischen der Position von DA Motorneuronen und der ventralen Hypodermis in Embryos.
Letztere besteht aus sechs so genannten P-Zellen, die links-rechts paarig angeordnet sind. Die
P-Zellen grenzen am Vorder- und Hinterende von C. elegans an die Korperhypodermis
(hyp7). DA3-DA7 Motorneurone sind an der Grenze zwischen zwei P-Zellen lokalisiert, an
der auch die Kommissuren dieser Motorneurone einzeln auswachsen. Auffillig ist, dass nur
die Kommissur des DA2 Motorneurons, welches an der Grenze zwischen P-Zelle und hyp7
liegt auf der rechten Seite, zusammen mit der Kommissur des DB3 und DD2 Motorneurons
auswichst. Ahnlich verhdlt es sich mit der Kommissur des DA1, DA8 und DA9
Motorneurons, welche auch nicht an einer Grenze zwischen zwei P-Zellen liegen und
zusammen mit anderen Kommissuren ein Biindel bilden. Die Kommissuren dieser
Motorneurone wachsen im Fall von DA1 zusammen mit der von DB2 und von DD1 bzw. im
Fall von DA8 und DA9 zusammen mit Lumbarkommissuren im Schwanz aus. Fiir die
Spezifizierung der Seite auf der Kommissuren der DB Motorneurone auswachsen, gibt es
keine vergleichbaren anatomischen Strukturen. Diese Kommissuren verlaufen im Gegensatz
zu DA und DD Kommissuren, die fast alle auf der linken bzw. rechten Seite auswachsen auf
der linken und rechten Seite (Durbin 1987). Auffallend ist, dass in ncam-1, syg-1 und wrk-1
immer DB Motorneuronkommissuren betroffen sind. Das weist darauf hin, dass DB
Kommissuren, die individuell reproduzierbar links oder rechts auswachsen am meisten von
spezifischen Signalen abhingig sind.

Im Gegensatz zu Kommissuren der DA und DB Motorneurone verlaufen Kommissuren der

DD Motorneurone erst anterior entlang des Ventralsstranges und wachsen an einem
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bestimmten Punkt Richtung Dorsalstrang. Einiges weist darauf hin, dass die DD
Kommissuren sobald sie einen DB Motorneuronzellkdrper erreicht haben Richtung
Dorsalstrang wachsen. Diese Kommissuren wachsen fast alle auf der rechten Seite aus, da sie,

bevor sie Richtung Dorsalstrang auswachsen im rechten Biindel des Ventralstranges verlaufen

(Durbin 1987).

3.3 IgCAM Doppelmutanten

Die untersuchten I[gCAMs zeigen teilweise iiberlappende Expression, was entweder auf eine
redundante Funktion oder auf die Bildung von funktionalen Komplexen, wie sie bereits fiir
[gCAMs beschrieben sind, hinweist (Kamiguchi and Lemmon 2000). Im Falle von
funktioneller Redundanz wiirde man erst in Doppelmutanten Defekte erkennen kdnnen bzw.
wiirden vorhandene schwache Defekte der einzelnen Mutanten verstirkt auftreten. Da
IgCAMs abhidngig vom Komplex, in dem sie vorkommen, unterschiedliche Funktionen
ausiiben konnen, kdnnte man in Doppelmutanten unter Umsténden auch vollig andere Defekte
erwarten als in Einzelmutanten. Es wurden Doppelmutanten mit IgCAMs, die in
Motorneuronen exprimiert sind, hergestellt (syg-1/rig-4, syg-1/wrk-1 und rig-4/wrk-1), sowie
eine Doppelmutante mit rig-/ und rig-3, da beide Gene Expression in Interneuronen des
Ventralstranges zeigen. AuBlerdem wurde eine Doppelmutante mit 7ig-3 und cdh-1 (Cadherin-
1) hergestellt, da letzteres wie rig-3 in AVA Interneuronen exprimiert ist.

Die Analyse der Interneurone (glr-1::YFP) in den verschiedenen Doppelmutanten zeigte, dass
Defekte der Einzelmutante wrk-1 im selben Ausmal} in den Doppelmutanten vorhanden sind,
so dass weder von Redundanz noch von Komplexbildung ausgegangen werden kann.

Die Reduktion von Defekten in der syg-1/rig-4 Doppelmutante konnte darauf zuriick gefiihrt
werden, dass Axone ohne diese beiden Adhésionsmolekiile andere adhésiven Interaktionen
nutzen konnen, wobei syg-/ in Anwesenheit von rig-4 notwendig ist um Adhésion zu
vermitteln. Umgekehrt ist das aber nicht der Fall, so dass die rig-4 Mutante keine Defekte
zeigt.

Die rig-1/rig-3 Doppelmutante zeigte im Gegensatz zu den Einzelmutanten, die nur Defekte
im Interneuronmarker (g/r-1::YFP) zeigen, auch Defekte mit dem panneuronalen Marker. Da
die Expression von rig-/ in AVA nicht eindeutig nachgewiesen ist, so dass man nicht von
einer gemeinsamen Expression ausgehen kann, deuten diese Defekte auf eine heterophile
Interaktion zwischen rig-/ und rig-3 hin, die der Biindelung von Axonen dient. Die Defekte

dieser Doppelmutante in Interneuronen (g/r-1::YFP) entspricht den Defekten der
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Einzelmutanten. Beide Einzelmutanten zeigen signifikant Uberkreuzungsdefekte, wobei rig-1
signifikant mehr Defekte aufweist als rig-3 und die Anzahl der Defekte der Doppelmutante
dazwischen liegt. Das heiit bezogen auf rig-/ sind es weniger Defekte, aber verglichen mit
rig-3 sind es mehr.

Die rig-3/cdh-1 Doppelmutante wurde mit dem panneuronalen Marker untersucht und es
konnten keine Defekte festgestellt werden. Das deutet darauf hin, dass rig-3 und cdh-1 keine

redundante Funktion haben und auch nicht interagieren.

4. Die Deletionsbank und andere Methoden zur Herstellung
von Mutanten

C. elegans ist das erste Tier dessen Genom vollstindig sequenziert wurde. Damit war eine
Ressource fiir spezifische Geninaktivierung und damit fiir Genfunktionsanalyse gegeben. In
C. elegans ist homologe Rekombination, wie sie in der Maus durchgefiihrt wird, nicht
effizient moglich. Geninaktivierung mittels RNAi (Fire et al. 1998) ist eine viel verwendete
und schnelle Methode zur Evaluierung von Genfunktionen. Allerdings ist das Ausmal, der
durch RNA Interferenz erreichten Geninaktivierung kaum nachzuvollziehen und der Effekt ist
nicht erblich, so dass weiterfilhrende, genetische Analysen nicht durchfiihrbar sind. Die
Geninaktivierung mittels zufdlliger Transposon 7c/ Insertion flihrt zwar zu stabilen
Deletionsmutanten, allerdings konnen solche Mutanten nur mit erheblichem Aufwand isoliert
werden. Die Insertion alleine fiihrt nicht zwangsldufig zu einer Geninaktivierung. Meist ist ein
Gen nur dann inaktiv, wenn das Transposon und die flankierende genomische DNA
Sequenzen durch Transposon Exzission deletiert ist, was aber ein seltenes Ereignis ist (Zwaal
et al. 1993). Des Weiteren sind Transposon Insertionen kein zufilliges Ereignis, da es
bestimmte Stellen im Genom gibt, an denen Transposons hdufiger inserieren. Chemische
Mutagenese dagegen ist ein zufdlliges Ereignis und mutagenisierte Tiere kdnnen mit PCR
schnell und einfach nach Deletionen in einem Gen iiberpriift werden (Yandell et al. 1994;
Jansen et al. 1997). Dadurch, dass die chemische Mutagenese ein seltenes Ereignis ist, ist die
Wahrscheinlichkeit eine Deletion in einem bestimmten Gen zu finden hoher je mehr
mutagenisierte Genome die Deletionsbank umfasst. C. elegans eignet sich besonderes gut zur
Herstellung von Deletionsbanken in grolem MaBstab, da er einerseits in groBen Mengen in
Fliissigmedium kultiviert und andererseits bei -80°C eingefroren werden kann. Die Suche
nach Deletionen kann dann nach und nach erfolgen. Es ist bekannt, dass mit UV-TMP
(Trimethylpsoralen) Mutagenese die Rate an detektierbaren Deletionen am hochsten ist,

allerdings ist die Quote an isolierten Deletionsmutanten nach dem Auftauen schlecht (Liu et
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al. 1999). Bei der in dieser Arbeit erstellten Deletionsbank wurde EMS als Mutagen
verwendet, welches tendenziell eher kleinere Deletionen erzeugt, aber eine relative gute Rate
an wieder aufgetauten Tieren ergibt (ca. 300 von 1000 eingefrorenen Tieren). Ein Nachteil der
zufdlligen Mutagenese im Vergleich zur Homolgen Rekombination ist, dass je nach
Konzentration des eingesetzten Mutagens meist mehr als eine Mutation pro Genom induziert
wird. Das bedeutet, dass isolierte Deletionsmutanten ausgekreuzt werden miissen, um
Sequenzveridnderungen in anderen als dem gewiinschten Bereich gegen die WT-Sequenz
auszutauschen. Auflerdem miissen auftretende Defekte (Phénotypen) mittels Injektion von
WT DNA z.B. in Form von Cosmiden gerettet werden, um den Defekt eindeutig auf die
Deletion zuriickfiihren zu konnen.

Auch andere Arbeitsgruppen haben beobachtet, dass revers genetische Ansdtze oft zu keinem
Phénotyp fithren. Es gibt Schitzungen, dass Mutationen in mehr als der Hailfte aller C.
elegans Gene keinen offensichtlichen Phinotyp zeigen (Park and Horvitz 1986; Liu et al.
1999). Das kann an der Deletion liegen, die nicht ausreicht um das Gen zu inaktivieren. Gene
konnen aber auch funktionelle Redundanz haben oder ein Phénotyp tritt nur unter bestimmten
Umweltbedingungen ein, bzw. ist nur minimal und damit schwer zu entdecken (Liu et al.
1999).

Insgesamt ist eine Deletionsbank eine effiziente Methode zur funktionellen Charakterisierung
von Genen, vor allem im Vergleich zu direkten genetischen Ansdtzen, bei denen ausgehend
von einem Defekt das Gen aufwendig kartiert werden muss.

Kann fiir eine Deletion kein Phédnotyp gefunden werden, so hat man mit der Deletionsbank die
Moglichkeit schnell nach weiteren Deletionen im selben oder in auch in orthologen Genen zu
suchen. Dabei kann man die Primer so wihlen, dass bestimmte funktional wichtige Doménen
getroffen werden. Meist liegen die Deletionen im Bereich des poison primer, so dass damit

sehr prizise die Deletionsregion gewihlt werden kann.

5. Ausblick

Die Analyse der Deletionsmutanten hat gezeigt, dass die in dieser Arbeit untersuchten
IgCAMs zwar an der Etablierung des Nervensystems beteiligt sind, allerdings im Vergleich
zu den bekannten Rezeptoren aus dieser Familie wie UNC-5, UNC-40 und SAX-3 keine
globale Rolle im Nervensystem spielen. Es ist bekannt, dass IgCAMs in homo- und
heterophilen Komplexen zusammenwirken. Die dynamische und differenzielle Expression der

I[gCAMs in C. elegans weist auf viele solche moglichen Kombinationen hin. Es wurden
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exemplarisch Doppelmutanten von einigen I[gCAMs, die in Motorneuronen exprimiert sind,
sowie eine Doppelmutante mit IgCAMs, die in Interneuronen exprimiert sind, analysiert.
Letztere zeigt, dass Interaktionen stattfinden, so dass eine Ausweitung der Analyse von
Doppel und auch Mehrfachmutanten in Zukunft besonders wichtig ist. Die Erzeugung von
Doppel- und Mehrfachmutanten ist gerade in C. elegans gut durchfiihrbar, jedoch liegen viele
IgCAMs auf dem X Chromosom, so dass die Herstellung von Doppel- und Mehrfachmutanten
nur durch Rekombination erreicht werden kann.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Analyse von Uber- bzw. ektopischer Expression der
I[gCAMs in WT wie auch in IgCAM Mutanten. Dazu wird ¢cDNA der einzelnen IgCAMs
hergestellt und mit unterschiedlichen Promotoren ligiert in C. elegans injiziert. Aullerdem soll
die Frage geklirt werden, welche Faktoren die Expression der IgCAMs steuern. Dazu werden
die C. elegans Stimme, die IgCAMs exprimieren, in Mutanten von verschiedenen
Transkriptionsfaktoren gekreuzt und die Expression analysiert.

In dieser Arbeit wurde hauptsichlich ein Aspekt der Nervensystementwicklung analysiert. Da
fiir [gCAMs auch Funktionen bei der Bildung und Spezifizierung von Synapsen bekannt sind,
wird die Analyse dahingehend vertieft werden. Die Expression in Muskel, Hypodermis,
Pharynx und weiteren Geweben, weist auch auf Funktionen der IgCAMs in anderen Organen
als dem Nevensystem hin. Die Deletionsmutanten bilden die Grundlage flir weiterfithrende
Untersuchungen in den oben genannten Geweben, so dass in Zukunft der EinfluB3 der IgCAMs
auf die Entwicklung und Aufrechterhaltung von verschiedenen Geweben aufgekldrt werden

kann.
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V. MATERIAL und METHODEN

1 Material

1.1 Chemikalien, Enzyme und sonstige Verbrauchsmaterialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien (Reinheitsgrad p.A.), Enzyme und Verbrauchs-
materialien wurden, wenn nicht anders angegeben, von folgenden Firmen bezogen. Difco
Labs (Detroit, USA), Invitrogen (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Qiagen (Hilden), Roche
(Mannheim), Sigma (Miinchen), Riedel de Héen (Hannover), Roth (Darmstadt), MBI-
Fermentas (St. Leon-Roth), PeqLab (Erlangen), Eppendorf (Hamburg), Serva (Heidelberg),
BioMol (Hamburg), New England Biolabs (Beverly, MA, USA), Steinbrenner Laborsysteme
(Wiesenbach), Eurogentec (Koln).

Primersequenzen und C. elegans - Staimme sind im Anhang aufgelistet.

1.2 Primer

Alle Primer sind in 5°-3" Richtung angegeben. In der Regel liegen Primer mit einer ungeraden
Zahl am Ende des Namens auf dem Sinnstrang und solche mit einer geraden Zahl auf dem
Gegenstrang. Die Primer wurden bei Invitrogen mit einem Synthesemallstab von 50nmol
bestellt. Aus den lyophylisierten Proben wurden Stammldsungen mit einer Konzentration von
100pmol/ul in TE, pH 7,4 hergestellt und bei -20°C gelagert. Die Konzentration der

Gebrauchslosung betrug, wenn nicht anders vermerkt, 10 pmol/pl.

1.3 Plasmide

Plasmide, die mit pVH bezeichnet sind, stammen aus dem eigenen Labor.

Name Beschreibung

pPD95.77 GFP-Vektor aus dem Fire Lab Vektor Kit

pBX pha-1 - Koinjektionsplasmid (Granato et al. 1994)

unc-122 Plasmid  unc-122 — Koinjektionsplasmid (Loria et al. 2004)S

pRF-4 rol-6 — Koinjektionsplasmid (Mello et al. 1991)

pVH10.45 5754bp Promotorregion von icam-3 in pVH20.01 (pVHI12.15)
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pVH13.01 3553bp Promotorregion von syg-2 in pVH20.01 kloniert (Xbal/BamHI)
pVHI13.04 3523bp Promotorregion von syg-/ in pVH20.01 kloniert (Pstl/BamHI)
pVH14.05 DsRed2-Vektor ohne Promotor

pVH20.01 YFP-Vektor ohne Promotor

pVHI16.10 4337bp Promotorregion von rig-3 in pVH14.05 kloniert (Sphl/BamHI)
pVHI16.11 4380bp Promotorregion von rig-4 in pVH14.05 kloniert (Kpnl)
pVHI16.13 4337bp Promotorregion von rig-3 in pVH20.01 kloniert (Sphl/BamHI)

1.4 Cosmide und YACs (yeast artificial chromosome)

Die folgenden Cosmide und YACs wurden vom Sanger Center, Hinxton Hall, Cambridge von

Dr. A. Fraser erhalten. Sie wurden fiir Rettungsexperimente verwendet.

Cosmide: F02G3, F12D9, F40BS5, F41B3, F42H11, KO9E2, F41D9, C26G2,
C38D1, C36F7, C53B7, C54A10, M02A10, R0O4A4
YAC: Y54G2

1.5 Bakterienstamme

Escherichia coli OP50  Uracil-auxotropher Stamm, dient als Nahrungsquelle fiir C. elegans
Kulturen (Brenner 1974)

Escherichia coli HB101 fiir Fliissigkultur von C.elegans (M. Kolle Lab, Yale University
School of Medicine)

Escherichia coli DH50  Subcloning Efficiency, chemically competent cell (Invitrogen).

1.6 Hefestamme

AB 1380 Uracil-auxotroph, Trager der YACs (Burke et al. 1987)

1.7 C. elegans Stamme

Die Stimme mit einem VH-Namen wurden in unserem Labor generiert. Alle anderen Stimme
wurden entweder vom C. elegans Genetic Center (CGC) an der Universitit von Minesota
(USA) oder direkt von dem Labor, in dem der Stamm hergestellt worden war, bezogen. Fiir
die Herstellung der Deletionsbank wurde als Wildtypstamm N2 ancestral vom CGC bestellt
und als VH811 bezeichnet.
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1.8 Puffer und Medien

Fiir die Herstellung von Puffern und Medien wurde deionisiertes, autoklaviertes Wasser
verwendet. Spezielle Puffer und Medien fiir die Herstellung der Deletionsbank sind im
Kapitel 3 (Material und Methoden) separat beschrieben.

Medien und Ldsungen fir Bakterien

Ampizillin 50 mg/ml in H,O, Stammlésung (50pg/ml Endkonzentration)
Kanamycin 10 mg/ml in H,O, Stammlosung (10pg/ml Endkonzentration)
LB-Medium 1,0% Bacto-Trypton, 0,5% Hefeexrakt, 1,0% NaCL
LB-Platten LB-Medium, 1,2% Bacto Agar

Medien und Lésungen fur S. cerevisiae

YPD Medium 10 g Hefeextrakt

20 g Bacto-Pepton

900 ml H,O autoklavieren

100 ml 20% Glukose zugeben, separat autoklavieren
10 x Aminosdure Stammldsung 0,3 g Isoleucin

1 g Valin

0,2 g Adenin

0.2 g Methionin

0,5 g Phenylalanin

2 g Threonin

0,3 g Tyrosin

0,2 g Arginin

ad 1 | H,O

Synthet. Uracil-Mangelmedium 6,7 g Hefe Stickstoffbasis
100 ml 10 x Aminosédure Stammldsung (siche oben)
0,1 gLeucin
0,02 g Histidin
0,03 g Lysin
0,02 g Tryptophan
2% Glukose
ad 1 l H,O

Hefe-Platten entsprechendes Medium, 2,0% Bacto-Agar

Lyticase-Stammldsung 1000 u/ml

Medien und Losungen fur C. elegans

NGM Agar 3 g NaCl
17 g Agar
2,5 g Pepton
1 ml Cholesterol (5 mg/ml in EtOH) autoklavieren

88



Material und Methoden

Nach dem Autoklavieren zugeben:

M9 Puffer

I ml 1 M CaCl,
1 ml 1 M MgSO;4

22 mM KH2PO4

42 mM NazHP 04

86 mM NaCl

1 mM MgSO; (nach Autoklavieren zugeben)

Medien und Losungen fur molekularbiologische Arbeiten

6 x Ladepuffer

TE (Tris-EDTA)

TAE (Tris-Acetat-EDTA)

NTE-Puffer

CTAB Plasmid Miniprip
Losung I:
Losung II:
Losung II1:

Lysepuffer mit Proteinsase K

RNase Losung

0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylen Cyanol FF
30 % Glycerin in H,O

1 mM Tris/HCI pH 7,4 (oder pH 8,0)
1 mM EDTA

40 mM Tris/HCI pH 8,3
20 mM Na-Acetat
2mM EDTA

100 mM NacCl

50 mM Tris pH 8,0
20 mM EDTA pH 8,3
ad 50 ml H,O

50 mM Glukose

25 mM Tris pH 8,0
10 mM EDTA
Lagerung bei 4°C

0,2 N NaOH
1% SDS
frisch ansetzen

3 M K-Acetat pH 5,2

aus Losung I11 0,3 M K-Acetat pH 5,2 herstellen
5% CTAB

500 pg/ml Proteinas K (Stammldsung 10mg/ml)
1% SDS

in NTE
Img/ml in H,O
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2 Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

Fiir die Aufreinigung und Isolierung von DNA (PCR-Fragemente, Plasmide, Cosmide,
Restriktionsverdaus) wurden neben den unten beschriebenen Methoden folgende Kit-Systeme
benutzt: QIAquick® PCR Purification Kit, QIAprep” Spin Miniprep Kit, QIAquick™ Gel
Extraction Kit, HiSpeed  Plasmid Maxi Kit (alle von Qiagen, Hilden). Die
GroBenbestimmung und Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte auf Agarosegelen mit
dem GrdBen - und Konzentrationsstandard SmartLadder™ von Eurogentec (Koln).

Molekularbiologische Standardmethoden, wurden, wenn nicht anders angegeben, nach dem

Laborhandbuch Molecular Cloning (Sambrook und Russell 2001) durchgefiihrt.

2.1.1 Isolierung von genomischer DNA aus C. elegans

Zur Isolierung von genomischer DNA wird auf 20 grofen Kulturplatten (8,5 cm
Durchmesser) C. elegans solange kultiviert, bis die Futterbakterien gerade aufgebraucht sind.
Die Population wird mit M9 Puffer abgespiilt und in Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Nach 3
min. Zentrifugation bei 5000 upm wird der Uberstand abgenommen und das Wurmpellet noch
einmal mit M9 Puffer gewaschen.

Das saubere Wurmpellet wird mit 10 ml NTE Puffer resuspendiert. Nach einer weiteren
Zentrifugation (3 min. 5000 upm) wird der Uberstand abgenommen und das Pellet in ein 1,5
ml Reaktionsgefd3 iiberfiihrt. Es folgt eine Zentrifugation bei 13000 upm fiir 3 min. Der
Uberstand wird abgenommen und das Pellet in einem Ethanol-Trockeneis-Bad eingefroren.
Nach Auftauen des Pellets folgt nach Zugabe von 0,5 ml Lysepuffer mit Proteinase K (500
ng/ml) eine Inkubation bei 65°C fiir eine Stunde. Im Anschluss werden 500 pl Phenol
zugegeben, gevortext und bei 13000 upm 2 min zentrifugiert. Die obere, wissrige Phase wird
in ein neues Reaktionsgefdl iiberfithrt und es wird ein Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
Mix (25:24:1) zugegeben, gevortext, und noch einmal wie oben zentrifugiert. Die obere Phase
wird wieder abgenommen und 1 ml Ethanol (absolut, eiskalt), zugegeben. Die Lésung wird
10 min bei 4°C und 13000 upm zentrifugiert. Danach sieht man ein weifles Pellet. Der
Uberstand wird verworfen, und das weiBe Pellet mit 1 ml EtOH (absolut, eiskalt) gewaschen.

Nach 5 min. Zentrifugation bei 13000 upm wird der Uberstand wieder verworfen und das
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Pellet getrocknet. Zum trockenen Pellet werden 400 pl NTE sowie 10 pl RNase hinzugefiigt
und das ganze 30 min bei 37°C inkubiert. Es folgt wieder eine Phenol/Chloroform
Aufreinigung wie oben. Nach der Ethanolfillung entsteht wieder ein weiles Pellet, das wieder
getrocknet wird.

Das trockene Pellet wird in TE pH 7,4 aufgenommen.

2.1.2 Plasmid Minipraparation mit der CTAB-Methode

Eine Bakterien-Ubernachtkultur (1,5 ml - 2 ml) wird fiir 2 min. bei 13000 upm zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Bakterienpellet in 100 ul Lésung 1 (4°C) resuspendiert.
Dazu kommen 200 pl Loung II, das ganze wird vorsichtig gemischt und 5 min auf Eis
inkubiert. Danach werden 150 pl Losung III zugegeben, wieder vorsichtig gemischt und 5
min auf Eis inkubiert.

AnschlieBend werden die Bakterieniiberreste abzentrifugiert (10 min, 13000 upm, 4°C), der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und 50 ul einer 5%-igen CTAB Lsung
zugegeben und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Die ausgefallene DNA wird abzentrifugiert (10 min, 13000 upm, RT), der Uberstand
verworfen und 400 pl 0,3 M K-Acetat pH 5,2 und 800 pl absolutes Ethanol zugegeben. Es
folgt eine weitere Zentrifugation (10 min, 13000 upm, 4°C), danach wird der Uberstand
verworfen und das Pellet mit absolutem Ethanol gewaschen. Das erhaltene Pellet wird

getrocknet und in 50 pl TE pH 7,4 aufgenommen.

2.1.3 PCR zur Amplifizierung von Promotorfragmenten fiir Klonierungen

Fir die Herstellung von Promotorfragmenten wurde folgende PCR durchgefiihrt (alle
Komponenten auller der Matrizen-DNA und den Primern sind von MBI Fermentas, St. Leon

Roth):

50 ul Ansatz PCR Programm

5 ul Puffer mit (NH4),SO4 (10 x) 94°C 2 min

5 ul ANTP Mix (jedes 2 mM) 94°C 30s <

4 upl MgCl, (25 mM) 50-68°C* 30s 34 Zyklen
1 pl sense Primer (10 uM) 72°C 4 min**_|

1 ul antisense Primer (10uM) 72°C 10 min

1 pl Tag-DNA Polymerase (5 u/pl) * abhingig von der Schmelztemperatur der Primer
2 ul genomische DNA (50 ng-500 ng)  ** abhingig von der Linge des zu amplifizierenden
3 Ml H,0 Fragmentes (~1kb/ min)
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Die Primer waren so konstruiert, dass sie jeweils am Ende des PCR Fragementes noch
spezielle Restriktionsschnittstellen wihrend der PCR anfiigten. Die PCRs wurde mit dem
PCR Purification Kit von Qiagen aufgereinigt und in 30 ul TE eluiert.

2.1.4 Klonierungen

Aufgereinigte PCR Fragmente wurden verdaut und in einen, mit denselben
Restriktionsenzymen verdauten Vektor ligiert. Die Restriktionsenzyme sowie die Puffer
wurden von New England Biolabs (Schwalbach) bezogen. Die Reaktionsbedingungen fiir den
sequenzspezifischen DNA Restriktionsverdau (DNA Hydrolyse) wurde entsprechend den
Angaben des Herstellers gewéhlt. In der Regel wurde die Enzymmenge fiir eine Reaktionszeit
von einer Stunde berechnet (1 u Enzym hydrolysiert 1 ng DNA pro Stunde). Fiir analytische
Proben wurde 0,5 - 1 pg und fiir praparative Zwecke mit folgender Ligation 1-10 ug DNA in
einem Gesamtvolumen von 20 - 100 pl eingesetzt.

Fiir Ligationsreaktionen wurde ausschlielich Gel-eluierte oder Phenol - Chloroform -
gereinigte DNA verwendet. Die Ligation erfolgte mit T4 - Ligase (New England Biolabs,
Schwalbach), nach Angaben des Herstellers. Fiir die Ligationsreaktion wurde 20 - 100 ng
gesamt DNA in einem Volumen von 10-20 pl verwendet. Das molare Verhéltnis von Vektor
zu Insert wurde wie folgt berechnet und lag je nach Ligation zwischen 1:3 und 1:6: (ng
Vektor x kb Insert/kb Vektor) x molares Verhiltnis. Die Ligation wurde entweder 2-3 h bei
RT inkubiert oder iiber Nacht bei 15°C.

Eine mogliche anschlieBende Transformation wurde laut Hersteller der kompetenten

Bakterien (Invitrogen, Karlsruhe) durchgefiihrt.

2.1.5 Fusions-PCR zur Herstellung von Promotor-GFP Konstrukten

Mit der Fusions-PCR kann die aufwendige und arbeitsintensive Klonierung umgangen
werden. In einem ersten Schritt werden zwei zu fusionierende DNA Fragmente mittels PCR
erzeugt. Im zweiten Schritt werden die beiden DNA Fragmente in einer weiteren PCR
fusioniert. Die Fusions-PCR wurde nach den Angaben von (Hobert 2002) ausgefiihrt. Das
GFP kodierende PCR Fragment wurde mit den Primern HH GFPfu 2 und HH GFPfu 3
(entsprechen den Primern C und D in Abb. 4.1) aus dem Vektor pPD95.77 (Fire Lab Vector
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Kit) amplifiziert. Mit genspezifischen Primern wurde der Promotorbereich synthetisiert,
wobei der Primer mit der Endung fu 2 in der Primerbezeichnung den Primer B darstellt. Am
3"-Ende des Pimers B sind 24 Nukleotide angehédngt, die dem GFP im Vektor pPD95.77
entsprechen. Fiir die zweite PCR wurde der GFP- spezifische Primer HH GFPfu 4 (Primer
D*) verwendet sowie der genspezifische Primer mit der Endung fu_3 (Primer A¥).

Fiir die Fusions PCR wurde vor allem die high fidelity DNA Polymerase Phusion  von
Finnzymes verwendet. Die PCR wurde wie folgt duchgefiihrt:

PCRI PCRII
Primer A Primer C unc-54
— > __ Promotor — 3 -UTR
— «—
Primer B Primer D
Fusions PCR
Primer A*
—
4—
Primer D*
Promotor-GFP-Fusion

Abb.: 4.1 Schematische Darstellung der Fusions-PCR
1.) Herstellung der PCR Fragmente:
50 pl Ansatz PCR Programm
10 pl Puffer HF (5 x) 98°C 30s
5 ul ANTP Mix (jedes 2 mM) 98°C 5 s €
2,5 ul sense Primer (10 uM) 60°C* 10 s 34 Zyklen
2,5 ul antisense Primer (10 pM) 72°C 3 min**_|
0,5 ul Phusion (2 u/ul) 72°C 5 min
2 ul genomische DNA (50 ng/ul) * abhingig von der Schmelztemperatur der Primer
27,5 ul H,O ** abhingig von der Linge des zu amplifizierenden

Fragmentes (15-30 s/1 kb)

2.) Herstellung der PCR Fusions-Fragmente: der Ansatz wurde wie oben gewahlt und

anstelle der genom. DNA das GFP Fragment sowie das genspezifischer Promotorfragment als
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Matrize verwendet. Das Programm wurde entsprechend der Léinge des erwarteten

Fusionsfragmentes angepasst.

2.1.6 Praparation von Cosmiden aus E. coli

Die Aufreinigung von Cosmid DNA aus E. coli wurde nach einem modifizierten Protokoll
von Birnboim und Doly (1979) durchgefiihrt. Es wurden die Puffer aus dem Plasmid —Mini-
Prép Kit von Qiagen verwendet.

Eine 15 ml Ubernachtkultur wird abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in
1,2 ml Puffer P1 resuspendiert. Die Bakteriensuspension wird auf zwei 2 ml Reaktionsgefil3e
aufgeteilt und jeweils 600 pl Puffer P2 zugegeben. Nach vorsichtigem Mischen und 5 min
Inkubation bei RT werden 600 ul gekiihlter Puffer P3 zugegeben, gemischt und 5 min auf Eis
inkubiert. Es folgt eine Zentrifugation fiir 10 min, 13000 upm bei 4°C. Der Uberstand wird
abgenommen und auf eine mit 1 ml Puffer QBT &4quilibrierte Qiagen-Tip 20 Séule geladen.
Nach dem vollstindigen Durchlaufen der Losung wird mit 4 ml Puffer QC gewaschen, die
DNA mit 0,8 ml Puffer QF (auf 65°C vorgewédrmt) eluiert und mit 0,7-fachem Volumen
Isopropanol gefillt. Die DNA wird durch eine Zentrifugation bei 13000 upm, 30 min, RT
pelletiert und mit 70% EtOH gewaschen und anschlieend wieder pelletiert und getrocknet.
Zur Kontrolle werden 1-2 pl der DNA auf einem Agarosegel (0,5%) analysiert.

2.1.7 Praparation von YACs aus Hefe

Die Kultivierung der Hefezellen erfolgte unter Standardbedingungen, nach dem Clontech
Yeast Protocol Handbuch (PT3024-1, Clontech, Palo Alto, CA, USA).

Die Hefestimme mit YACs wurden als Schriagagarkulturen geliefert. Daraus wurden mit einer
Impfose Hefezellen entnommen, in eine Einfrierlosung (100 pl 50%Glycerin und 100 pl
Uracil-Mangelmedium) iiberfiihrt und in einem Trockeneis-EtOH Bad schockgefroren. Dieser
Vorrat wird bei -80°C gelagert.

Zur Priparation der YACs werden Hefezellen auf selektiven Hefe-Platten ohne Uracil (SD.y,)
ausgestrichen, bei 30°C inkubiert und nach drei Tagen kénnen 20 ml YPD - Fliissigkulturen
mit einer Einzellkolonie beimpft werden. Fliissigkulturen werden bis zu einer Zelldichte von 3
x 10® Zellen/ml bei 30°C auf einem Schiittler inkubiert. Die Zelldichte wurde mit einer Fuchs-

Rosenthal Zahlkammer (Tiefe: 0,2 mm, Volumen 0,0625 mmz) bestimmt. Die Aufreinigung
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erfolgt mit dem Genomic DNA Kit von Qiagen laut Handbuch. Die Inkubation mit Lyticase -
und Proteinase K Losung (20mg/ml Stammlosung, davon 100 pl pro Midi-Ansatz) erfolgt
jeweils 90 min lang. Um dem Verstopfen der Séulen vorzubeugen, wurde die Losung vor dem
Aufbringen auf die Sédule ein zweites Mal zentrifugiert. Das Pellet wird nach der
Saulenaufreinigung in 150ul TE pH 7,4 aufgenommen und fiir zwei Stunden inkubiert
(55°C). Die aufgereinigte DNA (1-2 ul) wird zur Mengenabschidtzung und Qualitdtskontrolle
auf ein 0,5% Agarosegel aufgetragen. Das YAC ist auf dem Gel nicht von der genomischen
Hefe DNA zu unterscheiden, deshalb ist es notwendig mittels PCR zu iiberpriifen ob das YAC

bzw. ein bestimmter DNA Abschnitt vorhanden ist.

3 Die Herstellung der Deletionsbank

Die Deletionsbank wurde in fiinf Chargen hergestellt, wobei jede Charge einer Mutagenese
entspricht. Fiir je eine Charge wurde die F1 Generation von EMS mutagenisierten Wiirmern
synchronisiert und in 100 96-well Mikrotiterplatten kultiviert (20 Fl/well in 50ul
Kulturmedium). Nach fiinf Tagen waren die Futterbakterien in den wells aufgebraucht und ca.
2000 F2/well vorhanden.

Die Deletionsbank wurde erstellt, indem die Kultur der mutagenisierten Wiirmer in drei Teile
aufgeteilt wurde: 50% der Wiirmer wurden in 96-well Mikrotiterplatten bei -80°C
eingefroren, 25% der Wiirmer wurden so vereinigt, dass die Reithen A-D sowie die Reihen E-
H einer Mikrotiterplatte je einen Pool ergaben und zu den restlichen 25% Wiirmern wurde
Lysepuffer pipettiert und die Wiirmer zur DNA-Gewinnung lysiert. Aus den Pools wurde mit
Phenol-Chloroform-Extraktion sauber die DNA prépariert. Einer Charge entsprechen 192
Pools.

Die Platten der einzelnen Chargen wurden wie folgt bezeichnet. 1-96 (Charge-1), 101-196
(Charge 2), 201-296 (Charge 3), 301-396 (Charge 4) 401-496 (Charge 5). Da zu jeder Charge
noch extra Kulturen fiir Tests erzeugt wurden, die schlieBlich doch zur Deletionsbank
hinzugefiigt wurden, enthilt sie folgende weitere Platte: TO1-T69.

Insgesamt besteht die Deletionsbank aus etwa 549 Mikrotiterplatten mit eingefrorenen
Wiirmern, 549 Mikrotiterplatten mit lysierten Wiirmern und 1098 Pools mit reiner DNA, die
ebenfalls in 96 well Mikrotiterplatten aufbewahrt wird. Diese Platten sind bezeichnet mit A1l-
96 fiir vereinigte DNA von den Reihen A-D der Kulturplatten 1-96 und mit E1-96 fiir
vereinigte DNA von den Reihen E-H der Kulturplatten 1-96 (und so weiter fiir die folgenden
Chargen).
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Das folgende Protokoll bezieht sich, der besseren Ubersicht wegen, auf die Herstellung einer
Charge der Deletionsbank mit einem Umfang von 100 96-well Kulturplatten. Jedem well
entsprechen ca. 20 mutagenisierte Wiirmer, sodass eine Charge knapp 200000 Wiirmern und
damit 400000 haploiden Genomen entspricht. C. elegans Kulturen wurden fiir alle Schritte bei
20°C kultiviert. Alle Medien und Losungen fiir die Herstellung der Deletionsbank sind im
Anschluss an das Protokoll aufgelistet. Zum Pipettieren wurden 12-Kanal Eppendorfpipetten
(Eppendorf Research® pro) verwendet. Das Protokoll ist verindert nach M. Koelle
(26.04.1999), (http.//info.med.yale.edu/mbb/koelle/).

EMS Mutagenese Synchrone L1 Larven (F1 Generation) 96 well Platte

& 1234567 89101112

A =
. B )OO OSSO D
R Flussigkultur > C roe
> (20 L1/well) ° D
F >
G
H
Verarbeitung der
Flussigkultur
1/4 fur Pools 1/4 fur Lysate 1/2 der Wirmer werden
(ca. 500 wiirmer) (500 Wiirmer) eingefroren (1000 Wiirmer)
v
Je 48 wells werden zu
einem Pool vereinigt
well well
148 49-96
v v v
Erste Runde PCR PCR um ein positeves well eines positiven PCR um einen Wurm mit einer
Pools zu finden Deletion zu identifizieren

Abb. 4.2 Schematische Darstellung der Hersellung einer Deletionsbank
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3.1 Protokoll zur Herstellung der Deletionsbank

Ubersicht
1. Tag Start der Wurmkultur: L1 Larven werden auf Platten ausgeimpft (morgens).
4. Tag 1. Synchronistation: adulte Wiirmer werden mit NaOCl behandelt (morgens),

nur die Eier iiberleben und werden auf Platten ohne Futterbakterien
ausgebracht. Uber Nacht schliipfen L1 Larven.

5. Tag Start der synch. C. elegans Kultur: L1 Larven werden auf Platten mit
Futterbakterien ausgebracht.

7. Tag Mutagenese: Die Larven haben sich zu jungen adulten Tieren entwickelt.

Mutagenese mit EMS, danach kommen die Wiirmer auf Platten mit

Futterbakterien.
8. Tag 2. Synchronisation: siche 4. Tag
9. Tag Flassigkultur: Synchrone L1 Larven werden in 96-well Platten verteilt (~ 20

C. elegans/well und 50 pl Kulturmedium/well)
14. Tag Herstellung der Deletionsbank: Aufarbeitung der Fliissigkultur.
15. Tag Verarbeitung der Pools und Lyse der Teilpopulation (SchnellaufschluB).

und spéter

3.1.1 Teil I: Vorbereitung einer mutagenisierten C. elegans Kultur

1. Tag Am Morgen werden zehn mit E. coli OP50 beimpfte NGM Platten (8,5 cm
Durchmesser) mit L1 Larven beimpft und bei 20°C inkubiert.

4. Tag  Am Morgen: Die Futterbakterien auf den 10 Platten sollten noch nicht ganz
aufgebraucht und es sollten viele adulte Wiirmer mit maximal vielen Eiern in der
Gonade vorhanden sein. Die Population wird mit M9 abgespiilt und in 15 ml
Falcon-Rohrchen iiberfiihrt. Nach 1 min Zentrifugation bei 3000 upm und 4°C
sollte sich ein Wurmpellet von ca. 300 -500 pl ergeben (auf keinen Fall weniger).
Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen, 5 ml der NaOCI1 Losung zugegeben,
und das Pellet aufgemischt. Nach 90 s (nicht ldnger, da sonst auch die Eier
sterben) wird wieder zentrifugiert und zwar bis die Zentrifuge 3000 upm erreicht
hat bzw. nur solange wie es notwendig ist um die Wiirmer zu pelletieren.
Spitestens nach 4-5 min sollte das Wurmpellet in M9 Puffer aufgenommen sein.

Das Wurmpellet wird 2 - 3 mal mit M9 gewaschen, nach dem letzten Waschschritt
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5. Tag

7. Tag

8. Tag

9. Tag

auf 1 ml mit M9 aufgefiillt und jeweils 500 pl auf zwei NGM Platten (8,5 cm
Durchmesser) ohne Futterbakterien aufgebracht. Diese Platten werden iiber Nacht
bei 20°C inkubiert.

Am Morgen: die synchronen L1 Larven werden mit M9 abgespiilt, in zwei 15 ml
Falcon Rorhrchen iiberfiihrt und 3 min zentrifugiert (3000 upm, 4°C). Danach
sollte kontrolliert werden, ob der Uberstand noch L1 Larven enthilt, falls
notwendig noch einmal zentrifugieren, bis alle Larven pelletiert sind. Der
Uberstand wird bis auf 2 ml verworfen, das Wurmpellet wird aufgemischt und je
100 pl C. elegans werden auf 20 NGM Platten mit Futterbakterien verteilt. Diese
Platten werden dann bei 20°C inkubiert.

Die Population sollte aus L4 Larven, bzw. jungen Adulten bestehen. Sie werden
mit M9 abgespiilt, in zwei Falcon R6hrchen iiberfiihrt und pelletiert (3 min, 3000
upm, RT). Der Uberstand wird verworfen, das Volumen des Pellets mit M9 auf 1
ml aufgefiillt und je 3 ml EMS Losung zugegeben. Danach gut mischen und in 2
Petrischalen (3 cm Durchmesser) iiberfithren und 4 Stunden mit gelegentlichem
Mischen inkubieren. Nach der Inkubation werden die Wiirmer von je einer
Petrischale in zwei 2 ml Reaktionsgefdf3e tiberfiihrt und 10 s zentrifugiert (bis die
Zentrifuge 10000 upm erreicht hat). Das Pellet wird 3 x mit M9 gewaschen und
jedes Pellet wird auf 3 NGM Platten mit Futterbakterien (8,5 cm Durchmesser)
verteilt (4 Pellets = 12 Platten). Es folgt eine Inkubation iiber Nacht bei 20°C.

Die mutagenisierten Wiirmer sollten nun adult und voll mit Eiern sein. Es folgt
eine Synchronisation wie an Tag 4.

Ansetzen von 2 x 400 ml LB Medium mit E. coli HB101 fiir eine Ubernachtkultur
bei 37°C im Schiittler (225 upm) fiir 16-17 Stunden.

Die Ubernachtkultur von E. coli HB101 wird zur Messung der OD550 1:10
verdiinnt. Die OD550 muf3 zwischen 0,4 und 0,6 der 1:10 Verdiinnung liegen. Die
Bakterien werden danach abzentrifugiert und mit S-Medium auf eine theoretische
OD550 von 13,2 gebracht.

Die synchronen, mutagenisierten L1 Larven werden mit M9 abgespiilt und in zwei
Falcon Rohrchen (15 ml) tberfiihrt. Nun sinken die Karkassen der durch die
NaOCl Behandlung abgetoteten adulten Wiirmer schneller ab, als die sich
bewegenden L1 Larven. Man lésst die Karkassen 5 min absinken und iiberfiihrt die
obersten 5 ml mit den L1 Larven. Nach weiteren 5 min werden wieder die

obersten 5 ml abgenommen und das ganze noch einmal wiederholt bis nur noch
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14. Tag

ein Pellet aus Karkassen vorhanden ist. Mit diesem Pellet wird fiir eine optimale
Ausbeute die ganze Prozedur wiederholt. Die L1 Larven werden abzentrifugiert (3
min, 3000 upm, 4°C), der Uberstand verworfen, die Pellets der beiden Falcon
Rohrchen vereinigt und 5 ml M9 dazu gegeben.

10 pl dieser Wurmsuspension werden mit 90 ml M9 versehen und 10ul davon auf
einen Objekttrager pipettiert und gezéhlt. Ich erhielt zwischen 70-140 Wiirmer in
10 pl. Fiir 100 96-well Platte benétigt man ca. 200000 Wiirmer (20/well). Man
entnimmt der Wurmsuspension das Volumen, indem sich 200000 Wiirmer
befinden und fiigt 250 ml S-Medium hinzu. Damit sollte man eine Wurmdichte
von 20 Wiirmern in 25 pl erhalten. Die Wurmdichte muf3 dahingehend tiberpriift
werden!

Nun wird die Wurmsuspension und die Bakteriensuspension 1:1 gemischt, so dass
man eine Wurmdichte von 20 Wiirmern in 50 pl und eine Bakteriendichte mit
einer OD550 von 6,6 erreicht.

Die Wiirmer in der Fliissigkultur werden in 100 96-well Platten aliquotiert (50
ul/well = 20 C. elegans/well), locker abgedeckt, in Plastikboxen gestapelt und bei
20°C inkubiert. Die Plastikboxen sind mit feuchten Papierhandtiichern ausgelegt
um ein Verdunsten der Fliissigkultur zu verhindern.

Die Futterbakterien sind aufgebraucht, so dass sich die Nachkommen der
mutagenisierten Population nicht mehr weiter entwickeln kdnnen. Es befinden sich
ca. 2000 L1/L2 Larven in jedem well. 1000 Wiirmer werden abgenommen und in
Einfrierlosung iberfiihrt und sofort eingefroren, 500 Wiirmer werden
abgenommen und fiir die Pools gesammelt. Die restlichen 500 Wiirmer werden mit
Lysepuffer versehen und laut Protokoll zum Aufbrechen eingefroren. Fiir eine
detailierte Beschreibung der Aufarbeitung der Fliissigkulturen siehe nichstes

Kapitel (3.1.2 Teil 2).

Medien und Ldsungen fir Teil |

NaOCIl Losung 9 ml 0,25 M NaOH + 1 ml ~ 10% NaOCI, Endkonzentration
NaOCl: 1%
EMS Losung 3 ml M9 + 20 pul EMS. Zu dieser Losungen wird 1 ml

Wurmsuspension hinzu gegeben. EMS Enkonzentration 50 mM
(=0,5%).

4 1S-Medium (10 x 400 ml fiir 5 Chargen)

S-Basal:
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-NaCl 0,IM (233 ¢)

-KH,PO4 0,05M 200 ml von 1M Losung (136,1 g
in 800 ml H,O, mit KOH
Pldtzchen auf pH 6,0 einstellen
(ca. 15 g), ad 1 1, autoklavieren

-4 ml Cholesterol von 5 mg/ml Stammlosung
(wenn notwendig zum Ldsen auf
37°C erwédrmen)

ad 41 H,O

- aliquotieren (400 ml), autoklavieren

vor Gebrauch Aliquots mit folgenden sterilen Substanzen vesehen:

-MgSO;4 1,2 ml von 1 M Losung
-CaCl, 1,2 ml von 1 M Losung
-K-Citrat (pH 6.0) 4 ml von 1 M Losung(21,01g

Citronenséure-Monohydrat in 80
ml H,O, mit KOH Plitzchen auf
pH 6,0 einstellen (ca. 15 g) ad

100 ml
-Spurenelemente: 4 ml
-100 x Penicillin/
Streptomycin 4 ml (100 x)
-Nystatin 200 pl  (von  100mg/ml
Stammlosung)
Spurenelemente-Lésung:  -FeSO4x7H,0 2.5mM  0.346¢
-Na,EDTA SmM 0.930g
-MnCl,x4H,0 ImM 0.098¢
-ZnSO4x7H,0 ImM 0.144¢
-CuS0O4x5H,0 0.ImM  0.012g
ad 500 ml H,O

autoklavieren und im Dunklen aufbewahren!

3.1.2 Teil ll: Aufarbeitung der Fliissigkultur

Finfrieren von

Wiimern

Wiirmer fiir

Es werden 50 pl Einfrierlosung in 96-well Einfrierplatten vorgelegt. Zur
Fliissigkultur werden 50 pl M9 hinzugefiigt und dann 50 pl von der
Kultur entnommen und in die Einfrierplatten iiberfiihrt. Die
Einfrierplatten werden mit einer Klebefolie verschlossen. Acht
Einfrierplatten kommen in eine Styroporbox der Firma New England
Biolabs (Beverly, MA, USA), werden mit Styroporflocken umgeben und
bei -80°C eingefroren. Es sollte darauf geachtet werden, dass alle acht
Platten etwa gleichzeitig fertig sind, so dass die Wiirmer, sobald sie mit
der Enfrierlosung in Kontakt sind schnellsten eingefroren werden!!

Von jeder Kulturplatte werden zwei Pools erstellt (Reihen A-D und E-H).
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pooled DNA

Ansetzen der

Einzell-well-

Lysate

Dafiir werden 25 pl der Kultur entnommen und in einen Trog tiberfiihrt
und anschlieend in ein Eppendorfgefal pipettiert. Die Wiirmer werden
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Wurmpellet
eingefroren (-80°C). Die Pellets werden gesammelt, die Aufreinigung
mittels Phenol/Chloroform erfolgt wenn alle Kulturplatten versorgt sind.
Die Pellets bleibt bis dahin eingefroren.

DNA-Préiparation: die Pellets werden aufgetaut und 0,5 ml eines

Lysepuffers mit Proteinase K dazugegeben (sieche: Losungen und Medien
fiir molekularbiologische Arbeiten, Kapitel X). Es folgt eine Inkubation
bei 65°C fiir 1 h. Danach wird 0,5 ml Phenol zugegeben, gut gemischt
und 5 min bei 13000 upm zentrifugiert. Die obere Phase wird in ein
neues Reaktionsgefal3 iiberfiihrt und 0,5 ml
Pheno/Chloroform/Isoamylalkohol  (25:24:1) zugegeben und gut
gemischt. Nach einer weiteren Zentrifugation wird wieder die obere
Phase abgenommen und in ein neues Reaktionsgefall pipettiert, 0,5 ml
Chlorofom dazugegeben und wie oben zentrifugiert. Nachdem die obere
Phase in ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt ist wird 1 ml EtOH (absolut,
eiskalt) dazu gegeben und 15 min bei 13000 upm und 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wird verworfen und noch einmal 1 ml EtOH zugegeben
und 5 min bei 13000 upm und 4°C zentrifugiert. Nachdem der Uberstand
abgenommen ist wird das Pellet getrocknet (nicht libertrocknen lassen)
und in 100 pl TE(DL) pH 7,4 aufgenommen. Es muf} kontrolliert werden
ob das Pellet sich 16st!

In jedem well der Kulturplatten sind noch 25 pl {ibrig geblieben. Die
darin enthaltenen Wiirmer werden lysiert indem 25 pl Lysepuffer
zugegeben wird und die Platten bei -80°C eingefroren werden. Danach
werden die Platten 1-1 2 h bei 65°C und anschlieBend 30 min bei 95°C
inkubiert.

Medien und Losungen fur Teil 11

Endkonzentration Stammlosung

300 ml Lysepuffer (eine Charge) -30 mM TrispH 8,0 9 ml 1 M Tris pH 8,0
-8 mM EDTA 4,8 ml 0,5M EDTA
-100 mM NaCl 30 ml 1 M NaCl
-NP-40 0,7% 2,1 ml 100% NP-40
-Tween 20 0,7% 2,1 ml 100% Tween 20
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ad 300 ml H,O

im Kiihlschranke dunkel aufbewahren

vor Gebrauch Proteinase K zugeben:

100 pg/ml 3 ml von 10 mg/ml Stammlésung

2 x Einfrierl6sung 100 mM NacCl
50 mM KI‘I2P04
30% Glycerol
mit | M NaOH neutralisieren
0,3 mM MgSOj, nach autoklavieren zugeben

TE(DL) pH 7,4 10 mM Tris
0,1 mM EDTA

3.2 Das Isolieren von Deletionsmutanten

Die Deletionsbank wird mit der poison primer PCR nach Deletionen, bzw. nach
Deltionsmutanten durchsucht (Edgley et al. 2002) (http://ko.cigenomics.bc.ca/poisonl.html,
http://ko.cigenomics.bc.ca/poison2.html). Die poison primer PCR ist eine Variante der nested
PCR. Sie eignet sich besonders zur Vervielfdltigung von seltenen DNA Matrizen (z.B. mit
einer Deletion) in einem Pool von WT DNA Matrizen. Folgende Reagenzien fiir die PCR sind
von MBI Fermentas (St. Leon Roth): 10 x Puffer, ANTPs (2mM), MgCI2 (25mM), Tag DNA
Poymerase (5u/pl).

Das Durchsuchen (im Folgenden auch als screening bezeichnet) erfolgt in drei Schritten. Im
ersten Schritt wird die vereinigte DNA (Pools) durchsucht. Diese DNA Prédparation muss von
sehr guter Qualitét sein, da Verunreinigungen das Finden und Reproduzieren von Deletionen
erschweren, wenn das Verhéltnis von WT DNA Matrize zu DNA Matrize mit Deletion hoch
ist.

Nach dem Finden eine Deletionsbande wird der positive Pool erneut getestet. Nur wenn die
Deletionsbande reproduziert werden kann, wird in einem zweiten Schritt eine PCR mit den
entsprechenden 48 wells der lysierten Wiirmer gemacht. Wenn sich die Deletion in der PCR
mit den Lysaten zweimal unabhéngig bestétigt hat, wird das entsprechende well mit der
eingefrorenen Population aufgetaut. Die Wiirmer werden vereinzelt und sobald die
Futterbakterien verbraucht sind, wird ein Teil der Population abgespiilt und lysiert. Mit den
Lysaten wird wieder eine PCR gemacht, um die Platte mit der mutanten Wurmpopulation zu
finden. Liegt die Deletion homozygot vor, kann sie mit den externen (Endung: dx) oder
internen (Endung: di) Primern sequenziert werden.
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Externe PCR mit Pools als Matrize

25 ul Ansatz PCR Programm

2,5 pl 10 x Puffer mit (NH4)2SO4 94°C 30s

2,5 upl dNTP Mix (jedes 2 mM) 94°C 30s <+

2 ul MgCl (25 mM) 61°C 30s 34 Zyklen
0,5 pl sense Primer (10 uM) 72°C 30s —

0,5 pl antisense Primer (10 uM) 4°C

0,5 ul poison primer (10 uM)

0,3 pl Tag-DNA Polymerase (5 u/pl)
2,5 ul Matrizen DNA (Pools)

13,7 ul H,O

Interne PCR mit der externen PCR als Matrize

25 ul Ansatz PCR Programm

2,5 ul 10 x Puffer mit (NH4)2SO4 94°C 30s

2,5 ul dNTP Mix (jedes 2 mM) 94°C 30s <+

2 ul MgCl, (25 mM) 55°C 30s 34 Zyklen
1 pul sense Primer (10 uM) 72°C 60 s —

1 plantisense Primer (10 pM) 4°C

0,3 ul Tag-DNA Polymerase (5 u/ul)
1 pl Matrizen DNA (ext. PCR)
14,7 ul H,O

Externe PCR mit Lysaten als Matrize

50 pl Ansatz PCR Programm

5 ul 10 x Puffer mit (NH4),SO4 94°C 30s

5 ul ANTP Mix (jedes 2 mM) 94°C 30s <+

4 ul MgCl, (25 mM) 61°C 30s 34 Zyklen
1 ul sense Primer (10 uM) 72°C 30s |

1 ul antisense Primer (10 uM) 4°C

1 ul poison primer (10 uM)

0,6 ul Tag-DNA Polymerase (5 u/ul)

1 ul Matrizen DNA (Lysate)

31,4 pl H,0

Die interne PCR auf Lysate wird wie die interne PCR auf Pools durchgefiihrt.
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Externe PCR

Primer dx1 poison Primer dpl Primer dx2
—> —> <+—
WT Produkt
_> 4_
Poison Primer Produkt -

Deletion

— > <—
Deletionsprodukt ﬁ _

Interne PCR

Primer dil Primer di2
B . +—
WT Produkt
‘—
Kein poison primer Produkt X

— > «—
Deletionsprodukt ﬁ _

Abb.: 4.3: Die Poison Primer PCR. Es wird wie bei der nested PCR eine ext. und eine int. PCR durchgefiihrt.
In der ext. PCR kommt ein dritter Primer zum Einsatz, der poison primer. Dadurch wird in der externen PCR das
lange Wildtyp-Produkt mit den ext. Primern im Verhiltnis zum kurzen poison Primer Produkt, nicht so stark
amplifziert. Das Deletionsprodukt, welches erwartungsgemil kiirzer ist als das Wildtyp-Produkt hat durch die
geringere Linge, wie das poison primer Produkt einen Vorteil. Allerdings ist die Matrize dafiir nur in sehr
geringer Konzentration im Vergleich zur Wildtyp-Matrize vorhanden, so dass es nicht ganz so stark amplifiziert
wird wie das poison primer Produkt. In der ext. PCR ist also das Verhiltnis von Wildtyp-Produkt zu
Deletionsprodukt unter Erzeugung eines weiteren Produktes durch den poison primer zugunsten des
Deltionsproduktes verschoben worden. In der int. PCR wird nun die ext. PCR als Matrize eingesetzt und kein
interner poison primer eingesetzt, so dass das poison primer Produkt nicht mehr amplifiziert wird. Da aber in der
ext. PCR das Deletionsprodukt angereichert wurde und es durch seine geringer Lénge einen Vorteil gegeniiber
dem internen Wildtyp-Produkt hat, wird es so stark amplifiziert, dass man eine Bande auf einem Agarosgel

sehen kann.
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4 Arbeiten mit Caenorhabditis elegans

4.1 Kultivierung von C. elegans

Die Kultivierung erfolgte nach dem Standardprotokoll ((Brenner 1974; Wood 1988). Die
Wiirmer wachsen auf NGM Platten mit einem Durchmesser von 3,5 cm, 5 cm oder 8,5 cm,
die mit E. coli OP50 als Futterbakterien beimpft sind. Die Kultivierungstemperatur betragt
15°C, 20°C oder 25°C. Wiirmer werden mit einem ausgegliihten Platindraht oder indem man
ein Blockchen mit einem Skalpell aus dem NGM Agar schneidet, steril auf neue Platten

transferiert.

4.1.1 Verpaarung von C. elegans

C. elegans bildet Populationen, die zu 99,7% aus Hermaphroditen, die sich selbst Befruchten
bestehen. Spermien, die von selten vorkommenden, aber unter Laborbedingungen gut
erzeugbaren Ménnchen stammen, werden bei der Befruchtung von Oocyten gegeniiber den
Spermien der Hermaphroditen bevorzug. Das ermdglicht das Kreuzen von Hermaphroditen
mit Méannchen um heterozygote F1 Nachkommen zu erzeugen. Fiir eine Kreuzung werden
vier L4 Hermaphroditen eines Stammes mit 15 Ménnchen eines anderen Stammes auf eine
Platte transferiert. Um Selbstnachkommen der Hermaphroditen von Kreuzungsnachkommen
zu unterscheiden kann ein dominanter Marker (z.B. GFP), der auch in heterozygoten F1
Wiirmern sichtbar ist verwendet werden. Die F1 Generation wird vereinzelt und die F2
Generation kontrolliert, ob sie vollstindig Triger des Markers, also homozygot ist.

Auskreuzen von C. elegans Mutanten: Mutanten die aus der Deletionsbank isoliert werden,
konnen neben der Deletion noch weitere Mutationen tragen, da EMS auf das ganze Genom
wirkt. Um sicher zu stellen, dass ein Stamm mit einer speziellen Deletion nur diese eine
Verianderung besitzt, wird er ausgekreuzt, d.h. er wird so lange mit einem WT Stamm
verpaart, bis mit einer statistisch sehr hohen Wahrscheinlichkeit nur noch die spezielle
Deletion vorhanden ist, also das Genom fast vollstdndig ausgetauscht ist. Es ist notwendig 3-4
x auszukreuzen. Nach jedem Kreuzungsschritt werden Wiirmer, die die Deletion noch tragen,

isoliert und weiter ausgekreuzt.
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4.2 Mikroinjektion zur Herstellung transgener C. elegans Stamme

Mittels Mikroinjektion von DNA in die Gonade von Hermaphroditen werden transgene C.
elegans Stimme hergestellt (Fire 1986; Mello et al. 1991). Die so eingebrachte DNA bildet
extrachromosomale arrays, die mosaikartig segregiert werden, so dass nicht jede Zelle das
array tragt.

Zur Injektion wird neben der spezielle DNA auch noch eine Koinjektionsmarker DNA zur
Selektion von transgenen Wiirmern eingesetzt. Beide DNAs werden gemischt (gesamt Konz.:
100 ng/ul) und abzentrifugiert um Partikel, die die Injektionsnadel verstopfen kdnnten zu
sedimentieren. Auf ein groBBes Deckglas wird ein Tropfen 2%-iger Agarose aufgebracht und
mit einem weiteren Deckglas flach gedriickt. Das so entstandene Agarosekissen wird eine
Stunde bei 80°C getrocknet. Zur Injektion werden junge adulte Hermaphroditen auf das
Agarosekissen gelegt und um die Dehydrierung zu kontrollieren, wird ein Tropfen Paraffindl
aufgetropft. Die so fixierten Wiirmer werden, mittels eines inversen Mikroskops und einem
Mikromanipulator zur Steuerung der Glas-Injektionsnadel, injiziert. Die Glas-Injektionsnadel
wird aus einer Glaskapillare hergestellt, indem sie mit einem mikropipette-puller unter
Erwidrmung auseinander gezogen wird (Parameter: heat: 0,6; pull: 100; vel: 50; del: 100). Die
Nadel wird mit der zu injizierende DNA beladen, in den Mikromanipulator eingespannt und
in die Gonade eines Wurms eingefiihrt. Nach erfolgter Injektion werden die Wiirmer mit M9
Puffer vom Objekttriger gelost und auf Kulturplatten transferiert. In der F1 Generation
werden Wiirmer, die den Koinjektionsmarker tragen, klonal isoliert. Einige Wiirmer bilden in
der F2 ein extrachromosomales array aus, welches weiter vererbt wird. Die Vererbungsrate
dieser arrays liegt in unabhingigen Stimmen zwischen 10% und 90%.

Mit dieser Methode wurden Promotor-GFP Konstrukte zur Expressionsanalyse sowie
Cosmide und YACs zur Rettung von Defekten in Mutanten injiziert. Die Konzentration des
Injektionsmixes betrug 100ng/ul (ca. 50ng/ul Promotor GFP Konstrukt und ca. 50ng/ul
Koinjektionsmarker, bzw. ca. 10ng/ul Cosmid oder YAC und 90ng/ul Koinjektionsmarker).

4.3 Ballistische Transformation von C. elegans

Zur Herstellung von transgenen C. elegans Stimmen wurde neben der Mikroinjektion auch
die ballistische Transformation nach (Wilm et al. 1999) verwendet. Die Methode wurde im

Labor von Prof. R. Schnabel (http://www.ifg.tu-bs.de/Schnabel/ce-home.html) weiter
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entwickelt und nach einer personlichen Mitteilung von Arend Hintze (Schnabel Labor)

durchgefiihrt.

4.3.1 Vorbereitung von C. elegans

Fiir 1-2 Schiisse benétigt man etwa eine Platte (8,5 cm Durchmesser) voll mit jungen adulten
C. elegans. Diese Platte wird mit Wurmeiern von NaOCI behandelten Wiirmern beimpft um
eine synchrone Population zu erhalten.

Fiir jeden Schufl bendtigt man eine kleine Platte (3,5 cm Durchmesser) die in der Mitte einen
20 pl groBen (8-9 mm Duchmesser) nicht zu stark angewachsenen Tropfen mit E. coli OP50
besitzt. Diese Platten werden zu Beginn des Experiments auf Eis gekiihlt, so dass die spéter
darauf pipettierten Wiirmer erstarren und sich nicht fort bewegen.

Sobald die Wiirmer im richtigen Alter sind (junge Adulte), werden sie mit M9 Puffer
abgewaschen und in ein Falcon-R6hrchen zum Sedimentieren iiberfiihrt. Der Uberstand wird
verworfen.

Fiir das Beschieflen wird C. elegans mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze (gelb) vorsichtig
aufgenommen und mit M9 Puffer verdiinnt (100 pl Wurmpellet + 50 pl M9). Nun werden mit
der gleichen Spitze 20 ul der Verdiinnung auf die Bakterien der vorgekiihlten Platten
pipettiert. Es sollten ca. 2-3 Wurmschichten iibereinander liegen. Die Platten mit den
Wiirmern werden so lange auf Eis inkubiert, bis das Wurmpellet fest ist, dann sind die
Wiirmer fertig zum BeschieBen. Nach dem BeschieBen wird jede beschossene Platte in 6
gleich groBle Stiicke geteilt. Jedes Stiick kommt auf eine gro3e Platte (8,5 cm Durchmesser)

mit Futterbakterien.

4.3.2 Vorbereitung der DNA

Die DNA wird mit Hilfe von Goldpartikeln (von Gold Chem Pur, Karlsruhe) in C. elegans
geschossen. Dafiir wird 1 mg Goldpartikel (0,3 — 3 um, 99,9%) in ein 1,5 ml Reaktionsgefif3
eingewogen. Dazu kommen 100 pl 50 mM Spermidinlésung in H,O. Das ganze wird
gemischt (vortexen) und fiir 5-10 s in ein Ultraschallbad gegeben um Goldkliimpchen zu
16sen. AnschlieBend werden 16 ug DNA (1 pg/ul) dazu gegeben und 10 min inkubiert. Das
Reaktionsgefd3 soll dabei einige Male mit dem Finger zum aufmischen ,,angeschnippt™

werden. Nach der Inkubation werden 100 pul 1 M CaCl, Losung tropfenweise zugegeben und
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fiir 10 min prézipitiert. AnschlieBend wird die Losung 15 s bei 13000 upm zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Zum SchluB zweimal mit 1 ml absolutem, nicht vergilltem EtOH
waschen und 200 ul PVP Losung (10 mg PVP, 500 ul H»O, 99,5 ml EtOH absolut nicht
vergillt) aufnehmen. Pro Schuf8 werden 20 pl eingesetzt, ein Ansatz reicht fiir 7-8 Schiisse.

Die DNA Losung wird auf das Sieb in der SchieBvorrichtung pipettiert und die Platte mit den
Wiirmern darunter gestellt. Sobald ein Vakuum von -0,4 Bar erreicht ist wird der Ausloser

gedriickt. Es erfolgt ein Schufl mit einem Druck von 8 Bar Helium fiir ca.1 ms.

4.4 Mikroskopische Untersuchungen von C. elegans mit GFP

Einerseits wurden Deletionsmutanten unter dem Mikroskop auf mogliche Defekte hin
untersucht, andererseits wurde die Expression von verschiedenen Promotoren ebenfalls unter
dem Mikroskop analysiert.

Dazu wurden Eier und Wiirmer in allen Entwicklungsstadien mit einer 10 mM Natriumazid
Losung von den Platten abgespiilt, 30 - 60 min darin inkubiert und dann zur Analyse auf
Objekttrager mit Agarkissen pipettiert (ca. 7 ul Wiirmer in Na-Azid). Die Analyse wurden an
einem Zeiss Axioplan Mikroskop unter Verwendung eines 40 x Objektives durchgefiihrt. Fiir
alle Analysen wurden verschiedene GFP Varianten als Marker eingesetzt und die einzelnen
Farbvarianten mit engen Bandpassfiltern getrennt: CFP: D436/20, 455DCLP und D480/40;
GFP: HQ480/20, Q495/20LP, und HQ510/20; YFP: HQ500/20, Q515LP und HQ535/30;
DsRed2: HQ565/30, Q585LP und HQ620/60.

Das griin fluoreszierende Protein (GFP) der Qualle Aequoria victoria und deren Derivate CFP
(Y66 W, N1461, M153T, V163A, (Heim and Tsien 1996) und YFP (S65G, V68A, S72A,
T203Y) (Ormé et al. 1996) sowie DsRed2 (Clontech” ) haben folgende Absorbtions- und

Emmissionsmaxima:
Protein Absorbtion Emmission
CFP 433 nm 475/481* nm
GFP 489 nm 511 nm
YFP 513 nm 527/531* nm
DsRed2 558 nm 583/586 *nm

* siehe (Hutter 2004)

Zur Darstellung der Expressionsmuster sowie der Defekte der Deletionsmutanten wurden

Anfnahmen an einem Leica SP2 konfokalen Mikroskop mit der dazu gehdrigen Software

108



Material und Methoden

gemacht. Das Anregungslicht wurde von Argon- und Helium-Lasern generiert. Zur klaren
Trennung der Kanidle von multi-GFP Stimmen war es ausreichend, die Daten der
verschiedenen Kanile nacheinander auf zu nehmen. Stapel von konfokalen Bildern wurden
mit einem Abstand von 0,3-0,5 pm zwischen den einzelnen Aufnahmeebenen aufgenommen.
Maximalprojektionen solcher Stapel zur Darstellung in dieser Arbeit wurden mit /mage J

Software erstellt und mit Adobe Photoshop CS und Adobe Ilustrator CS bearbeitet.

4.5 Zellidentifizierung in C. elegans

Die Identifizierung von einzelnen Zellen ist in C. elegans einerseits durch den vollstindig
bekannten Zellstammbaum und andererseits durch die invarianten Positionen der Zellen
moglich. Die Identifizierung erfolgt mit Hilfe schon bekannter Expressionsmuster. Als
Referenz wurde unc-129 (DA und DB Motorneurone), unc-47 (DD und VD Motorneurone),
glr-1 (Interneurone, vor allem im Ventralstrang), die Amphid und Phasmid Neurone (Dialkyl-
Indocarbocyanin (Dil)-Fiarbung), sowie die Darstellung von R. Durbin (Durbin 1987)
verwendet.

AuBlerdem steht im Internet unter Attp://www.wormatlas.org/index.htm ein Anatomieatlas zur
Verfiigung.

Mit Hilfe des Programms I/mage J wurden Expressionsmuster, die mit dem konfokalen
Mikroskop aufgenommen wurden, analysiert. Imag] ermoglicht durch ein von H. Hutter
geschriebenes Plugin, Bilder aller Schnittebenen zu erzeugen, sowie DIC/Normarski und
Fluoreszenzbilder {ibereinander zu legen was die Identifikation erleichtert.

In DIC/Nomarski Bildern kann man neuronale Zellkerne (klein, rund, punktiert/getiipfelt) gut
von hypodermalen (ebenfalls rund aber groB3er, mit groBem gut erkennbarem Nukleolus) und
Muskelzellkernen (eiférmig, mittelgrof3, kleiner kugelférmiger Nukleolus) unterscheiden. Die
Zellidentifikation wird am Besten an jungen L1 Larven durchgefiihrt, da in diesem Stadium
vor allem die Nervenzellen gut zu erkennen sind.

Einige Zellen sind schwierig zuzuordnen, da sie eine gewisse Variabilitit ihrer Position
zeigen: posterior- laterales Ganglion im Kopf (AIN, RIC, AIZ, ADEso, AVD), die anterioren
Gliazellen (AMso, ILsh, ILso, OLQso) sowie die post - embryonaler Neurone im Schwanz

und im Ventralstrang.
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V. ANHANG

1.1 Abkiirzungen

A

AA
Abb.
AS

C
C.elegans
cDNA
CFP
CTAB
D. melanogaster
DNA
DsRed
E. coli
EDTA
EMS

et al.
EtOH
F3

G

GFP
GPI -Anker
Ig
IgCAM
IgSF
L1-4
LB

M9
NGM
oD
p.a.
PCR
pH
RNase
RT
RTK
RVG

S. cerevisiae
SDS

T

Tab.
TAE
TE

Tris
WT
YFP
YPD
mRNA

Adenosin

Aminosédure (n) (amino acid)
Abbildung

siche AA

Cytosin

Caenorhabditis elegans

komplementdre DNA

blau (cyan) fluoreszierendes Protein
Cetyltrimethylammoniumbromid
Drosophila melanogaster
Desoyribonukleinsiure

rot fluoreszierendes Protein
Escherichia coli
Ethylendiaminotetraacetat
Ethylmethylsulfonat

und Mitarbeiter (et aliter)

Ethanol

Fibronektin

Guanosin

griin (green) fluoreszierendes Protein
Glycosyl-phosphatidyl-inositol - Anker
Immunglobulin

Immunglobulin Zelladhesionsmolekiil
Immunglobulin Superfamilie
Larvenstadien von C. elegans
Néhrmedium fiir Bakterien: Luria Broth
C.elegans Puffer

Néhrmedium fiir C. elegans

optische Dichte

pro analysis

Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
negativ dekadischer Logarythmus der H'-Inonenkonzentration
Ribonuklease

Raumtemperatur

Rezeptor Tyrosin Kinase
Retrovesikularganglion

Saccharomyces cerevisiae
Natrium-Dodecyl-Sulfatsodium-dodecyl-sufat
Thymidin

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

Tris EDTA
Tris-Hydroxymethylaminomethan
Wildtyp

gelb (vellow) fluoreszierendes Protein
Hefevollmedium (yeast extract, peptone, dextrose)
messenger RNA (Ribonukleinsdure)
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1.2 Einheiten und Vorsatze:

°C
0
bp
cm
g
h
k
kb

Grad Celcius

mikro (10°)

Basenpaare

Zentimeter

Gramm

Stunde

kilo (10%)

Kilobasen

Liter

milli (10)

molar (mol/l)

Minute

Millimeter

ca. 6,023 x 10” Molekiile
nano (107)

pico (10™%)

Sekunde(n)

Einheit der Enzymaktivitét (unit)
Umdrehungen pro Minute

1.3 Primersequenzen

Primer fiir Klonierungen und Fusions-PCR

Name

Sequenz

VS_Y42H9B2 1
HH_Y42H9B.2 2
VS_lad-2fu_1
VS_lad-2fu_2
VS_lad-2fu_3

VS_C33F10.5afu_1
VS_C33F10.5afu_2
VS_C33F10.5afu_3
VS_C33F10.5cfu_l
VS_C33F10.5¢cfu_2
VS_C33F10.5cfu_3

sv_K09E2.4 1
sv_K09E2.4 2

VS F02G3.1_1

VS _F02G3.1afu 2
VS_F02G3.1fu_3
VS_F02G3.1cfu_2
VS F39H12.4 1
VS F39H12.4fu 2
VS F39H12.4fu 3
VS_SSSD1.1_1
VS SSSD1.1fu 2
VS SSSD1.1fu 3
Ce_neph prl

Ce neph_pr2
sv_F41D9.3 1
sv_F41D9.3 2
VS_C53B7.1 1
VS_C53B7.1 2
KO02E10.8 aag 1
KO02E10.8 aag 2

ttcatttgtgtccgteegttge
cgttcctecatgtgtacttctect
aagagaatgagggaaatttgaa
aaattgaggtgtttttgttggg
agtagccgttgaaggaaaactg
aaagagataagggtagtcgct
tggaaacctatgtagtagctg
ccaaaaagaagatgtgccgac
ccatctcaaaccgcttcagcea
cacacttgtactttccagcat
cctaactccctacgcettttce
gggacgaagtaggaataatgtgga
gcaatcattgtagaattcctcatt
atctcgtgagccgtgttgttga
tcatcctgtgctttgeeggtg
gtcatgttagatcaaagatcg
tgacacatttgcgecgagttg
atgagatcttaccgacttccttatgg
ccctecc[a/gltetggttggtagaatt
caccctttccgceatgtggttt
catttctcgggaacgccaagat
[tt/ta]agatttgagactgcttgtattct
gaatacacagacgatggtagt
atcttgtgcctcecatctaaa
tggaatcactccacgtctgaa
gtctcaatactcaccacccttt
agcagaaccaatttcatcatge
ggaaaaatgtgagatcttcg
gaatgaagttcttctgcaagg
taatggtcagcececgatagaaatag
ctgccaccgtacc[a/t]tctttetgee
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VS rig-5fu 1
VS rig-5fu 2
VS rig-5fu 3
HH_GFPfu 2
HH_GFPfu 3
HH_GFPfu 4

tcctaatcegtttgetttcee
gcaaacttgtgatgtttctgg
ccgagatagtgcgaagcaagt
aagggcccgtacggecgactagtagg
agcttgcatgectgcaggtcgact
ggaaacagttatgtttggtatattggg

Primer fiir die Isolierung von Deletionsmutanten

Name

Sequenz

HH_Y42H9B.2_dx1
HH_Y42H9B.2_dx2
HH_Y42H9B.2_dpl
HH_Y42H9B.2_dil
HH_Y42H9B.2_di2
HH_Y54G2A.25 dxl
HH_Y54G2A.25_dx2
HH_Y54G2A.25 dpl
HH_Y54G2A.25_dil
HH_Y54G2A.25_di2
HH_KO09E2.4 dx1
HH_KO09E2.4_dx2
HH_KO09E2.4 dil
HH_KO09E2.4_di2
HH_KO09E2.4 dpl
HH_F02G3.1_dx1
HH_F02G3.1_dx2
HH_F02G3.1_dil
HH_F02G3.1_di2
HH_F02G3.1_dp2
HH_SSSD1.1_dx1
HH_SSSD1.1_dx2
HH_SSSD1.1_dil
HH_SSSD1.1_di2
HH_SSSD1.1_dpl
HH_C26G2.1_dx1
HH_C26G2.1_dx2
HH_C26G2.1_dil
HH_C26G2.1_di2
HH_C26G2.1_dp2
HH_F41D9.3_dx3
HH_F41D9.3_dx4
HH_F41D9.3_di3
HH_F41D9.3_di4
HH_F41D9.3_dp4
HH_F41D9.3_dx5
HH_F41D9.3_dx6
HH_F41D9.3_di5
HH_F41D9.3_di6
HH_F41D9.3_dp6
HH_C53B7.1_dxl
HH_C53B7.1_dx2
HH_C53B7.1_dil
HH_C53B7.1_di2
HH_C53B7.1_dpl
HH_C53B7.1_dx3
HH_C53B7.1_dx4
HH_C53B7.1_di3
HH_C53B7.1_di4
HH_C53B7.1_dp3
HH_KO02E10.8_dx1

ttctggecaagttggatagttt
gaaaacggcaagaattttgaac
atattggcagctgatgttcett
atgcttggcctaaagaagacag
ccttcactcgtgctatcagttg
gaaagctcaaaaacatggttcc
cacttttcacgacagctttttg
tcttggcattggtctattcaca
gtgctgttccattatggtttga
attctctacgcagcegttctctc
gccaccccactcacttttta
ttgcacatccctcattgtgt
agcgttaagtttgacggctg
tttgatctgcccatgtttga
aagctcgcatgcaatcagtt
acctcagaaaattccgaagaaac
ggactaaaaataccacctgacce
tgaacgatgaggaagaccatact
ttecttgtacgtgacagactacg
tttgaagtcaagtttggaatggt
ttgcacaagtctccatgete
tttttcggaagtcgtccate
aacgagttatgttggaccge
gggttcgaacatgcgttaat
cgccctcaaaaacgtatcag
gtttgtttgggagaaggatgag
ggatgaaaattggatagggaca
ccgacgactacaccaagaaagt
geggacttgtgttattgtttga
ctagatgcaaatcctctggeat
tgagctcacgtggactgttc
gcttttecttettcgeacac
tagcacattcttggagcacg
ccacattaccgtgtcgtcag
agaaaatggggaaatttggg
cacgaccgaattttacaactga
agatgagtgattgatggcacac
gcacgctgtacagaactgtgtt
ttgcagctttcctectatcatt
aagtccaagaatcagcagaacc
tcttccaatgaggcaaatce
atcctcatcggacactccag
cgtcatttcatcagaagcca
ccagatgatggagtgcctct
tggacaattgctggaaatga
tttctcaaggagcacatctcaa
ctgacggtcttccgtatttttc
aacgatttgggcacttacaaat
gtttaaggttcctgatgcettge
agatccagatcttccaatgacc
tgctttgtcagtgccttttg
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HH_KO02E10.8 dx2 aaaccggaggagattgtgtg
HH KO02E10.8 dil gcacttatctggtggcectte

HH _KO02E10.8 di2 attccgagatttgacaageg
HH_KO02E10.8 dp2 gtctgecaccgtaccatctt

HH C36F7.4a dx1 ttttattttggagggtgagaagag
HH C36F7.4a dx2 ttgttttaaaatagcatgectgaa
HH_C36F7.4a dil aattgacaacaacgacgatttaga
HH _C36F7.4a di2 acatacatgcgatatttgagtgct
HH _C36F7.4a_dp2 tccaaaatgagatgattgaacatt

[x/y] WT Sequenz gedndert von Nukleotid x zu y.

1.4 C. elegans Stamme

Allgemeine Stimme

Stamm Genotyp Referenz
CZ333 julsl[unc-25::SNB-GFP] Y. Jin
EG1306 oxIs12[unc-47::GFPNTX;lin-15(+)] X E. Jorgensen
GE24 pha-1(e2123ts) Il] R. Schnabel
MT9495 nls96[lin-11:GFP, lin-15(+)] V B. Horvitz
NW1229 evisl11[F25B3.3::GFP] V CGC
OH2301 pha-1(e2123ts)Ill; otEx231[lad-2::GFP, pha-1(+)] O. Hobert
OH2302 otls29[rig-5::GFP, rol-6(sul006)] O. Hobert
OH2303 pha-1(e2123ts) lll; otEx221[C33F10.5b::GFP], pha-1(+)] O. Hobert
VH1092 pha-1(e2123ts) lll; hdEx290[T02C5.3::GFP, pha-1(+)]

VH274 pha-1(e2123ts) lll; hdEx99[F41D9.3::YFP, pha-1(+)]

VH278 pha-1(e2123ts) 11I; hdEx102[K09E2.4::YFP, pha-1(+)]

VH288 hdls8[him-4::GFP, rol-6(sul 006)]

VH318 hdls10func-129::CFP, glr-1::YFP, unc-47::DsRed, hsp-16::rol-6] V

VH324 pha-1(e2123ts) Ill; hdEx132[K02E10.8::YFP, pha-1(+)]

VH33 rhis7[unc-4::GFP, rol-6(sul 006)] 111

VH414 hdls14[odr-2::CFP, unc-129::YFP, glr-1::DsRed, hsp-16.:rol6] IV

VH448 unc-6(ev400) X; hdls10 V

VH451 unc-6(ev400) X; hdls14 1V

VH489 unc-6(ev400) X; evisl11V

VH648 hdls26[odr-2::CFP, sra-6.::DsRed2] Il

VH654 hdls29[odr-2::CFP, sra-6.::DsRed2]

VH697 lin-15(n765ts) X; hdEx219[K02E10.8::YFP, lin-15(+)]

VH698 lad-2(hd31)

VH700 lad-2(hd31); evIsl11[F25B3.3::GFP] V

VH790 SSSD1.1(hd32)

VH795 hdEx239[rig-3::DsRed?2, rol-6(sul 006)]

VHS11 N2 ancestral wild type CGC
VHS813 cdh-1(hd44)

VHS862 cdh-1(hd44) 11I; hdEx238[rig-3::DsRed2, rol-6(sul006)]

VHY94 rhisl6/glr-1::CFP, dpy-20(+)] X

VHS577 hdls22[unc-129::CFP, unc-47::DsRed2] V

VHS563 rhis16/glr-1::CFP, dpy-20(+)] X; nls96 V

Eigene Stdmme

Stamm Genotyp
VH486 rig-1(hd15) X
VHS528 wrk-1(hd17) X
VH529 rig-2(hd18) X
VHS530 rig-3(hd19) X
VH566 rig-1(hd15) X
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VH620 rig-3(hd19) X

VH621 wrk-1(hd17) X

VH625 rig-2(hd18) X

VH630 rig-1(hd15) X; hdls14[odr-2::CFP, unc-129::YFP, glr-1::DsRed, hsp-16::rol6] IV
VH631 rig-1(hd15) X; evis111[F25B3.3::GFP] V

VH632 rig-1(hd15) X; hdls10[unc-129::CFP, glr-1::YFP, unc-47::DsRed, hsp-16::rol-6] V
VH667 rig-3(hd19) X; hdls10[unc-129::CFP, glr-1::YFP, unc-47::DsRed, hsp-16::rol-6] V
VH668 rig-3(hd19) X; hdls14[odr-2::CFP, unc-129::YFP, glr-1::DsRed, hsp-16::rol6] IV
VH669 rig-3(hd19) X; evisl11[F25B3.3::GFP] V

VH670 wrk-1(hd17) X; hdls10[unc-129.:CFP, glr-1::YFP, unc-47::DsRed, hsp-16::rol-6] V
VH671 wrk-1(hd17) X; hdls14[odr-2::CFP, unc-129::YFP, glr-1::DsRed, hsp-16::rol6] IV
VH672 wrk-1(hd17) X; evisl11[F25B3.3::GFP] V

VH677 rig-2(hd18) X; hdls10[unc-129::CFP, glr-1::YFP, unc-47::DsRed, hsp-16::rol-6] V
VH678 rig-2(hd18) X; hdls14[odr-2::CFP, unc-129::YFP, glr-1::DsRed, hsp-16::rol6] IV
VH679 rig-2(hd18) X; evis111[F25B3.3::GFP] V

VH717 rig-1(hd15) X ; hdEx102[KO9E2.4::YFP]

VH718 hdEx102[KO9E2.4.::YFP]; rhis16[glr-1::CFP, dpy-20(+)] X

VH720 wrk-1(hd17) X; hdEx99[F41D9.3::YFP]

VH721 hdls26[odr-2::CFP, sra-6::DsRed2] IlI; hdEx99[F41D9.3::YFP]

VH755 wrk-1(hd45) X

VH756 wrk-1(hd46) X

VH757 rig-4(hd47) IV

VH758 rig-5(hd48) 1

VH759 F02G3.1(hd49) X

VHS820 C26G2.1(hd50) X

VHS821 wrk-1(hd45) X

VH822 wrk-1(hd46) X

VHS833 rig-3(hd51) X

VH834 rig-4(hd47) IV

VH848 hdls16/glr-1::YFP, unc-47::YFP, unc-129::YFP, rol-6(sul006)]; hdEx239[rig-3::DsRed2, rol-6(sul006)]
VH857 C26G2.1(hd50) X

VHS858 rig-5(hd48); rhisi16/glr-1::CFP, dpy-20(+)] X

VHS860 ncam-1(hd49)

VH861 wrk-1(hd45) X; hdEx99[wrk-1::YFP]

VH866 wrk-1(hd46) X; hdEx99[wrk-1::YFP]

VH867 rig-4(hd47) 1V, oxIs12[unc-47::GFPNTX, lin-15(+)] X

VH869 hdEx247[rig-3::DsRed2]

VHS870 hdEx248[rig-3::DsRed2]

VH871 hdEx249[rig-3::DsRed2]

VH890 rig-5(hd48) I; evisi11[F25B3.3::GFP] V

VH891 rig-4(hd47) IV; evisl11[F25B3.3::GFP] V

VHg892 wrk-1(hd45) X; evisl11[F25B3.3::GFP] V

VH893 wrk-1(hd46) X; evisl11[F25B3.3::GFP] V

VHg94 rig-2(hd18) wrk-1(hd45) X

VH910 rig-3(hd51) X; evisl11[F25B3.3::GFP] V

VHI11 cdh-1(hd44) III; rig-3(hd51) X; evlsl11[F25B3.3::GFP] V

VH912 rig-4(hd47) 1IV; wrk-1(hd45) X

VH913 cdh-1(hd44) I, rig-3(hd51) X

VH914 rig-4(hd47) 1V; rig-2(hd18) X

VH921 C26G2.1(hd50) X; evisl11[F25B3.3::GFP] V

VH923 rig-3(hd51)X; hdEx239[rig-3::DsRed2, rol-6(sul 006)]

VH937 rig-3(hd51) X; hdls10[unc-129::CFP, glr-1::YFP, unc-47::DsRed, hsp-16::rol-6] V
VH938 ast-1(rh300) rol-6(el87)1I; rig-3(hd51) X; hdls10 V

VHO939 rig-4(hd47) IV; hdls10[unc-129::CFP, glr-1::YFP, unc-47::DsRed, hsp-16::rol-6] V
VH940 ast-1(rh300) rol-6(el87) II; rig-4(hd47) IV; hdls10 V

VH941 rig-5(hd48) I hdls10[unc-129::CFP, glr-1::YFP, unc-47::DsRed, hsp-16::rol-6] V
VH942 wrk-1(hd45) X; hdls10[unc-129.::CFP, glr-1::YFP, unc-47::DsRed, hsp-16::rol-6] V
VH943 ast-1(rh300) rol-6(el87)I1; wrk-1(hd45) X; hdls10 V

VH944 F02G3.1(hd49) X; evis111[F25B3.3::GFP] V

VH946 cdh-1(hd44) 111, rig-3(hd51) X; hdEx238[rig-3::DsRed?2, rol-6(sul006)]

VH947 ast-1(rh300) rol-6(el87) II; rig-1(hdl5) X; hdls10 V

VH949 rig-2(hd18) X; nls96[lin-11::GFP, lin-15(+)] V
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VHO985

VH986

VH987

VH988

VH989

VH990

VH991

VH992

VH993

VH994

VH995

VH996

VH859

VH1053
VH1054
VH1055
VH1056
VH1057
VH1084
VHI1085
VH1086
VH1087
VH1088
VH1089
VH1090
VH1091
VHI1104
VH1105
VH1106
VH1107
VH1108
VHI109
VHI110
VHI111
VH1144
VH1164
VH1165
VH1166
VH1167
VHI1201
VHI1202
VH1203
VH1204
VHI1205
VH1206
VH1207
VH1208
VH1209
VHI210
VHI211
VHI212
VHI1223
VHI1224
VHI1225
VH1226
VHI1227
VH1228
VH1229
VH1230
VHI1231
VHI1246
VHI1247

hdEx262[rig-4::DsRed2,rol-6(sul006)]
hdEx263[rig-4::DsRed2,rol-6(sul006)]

hdEx264[rig-4::DsRed2,rol-6(sul 006)]

hd45(wrk-1) X; hdls22[unc-129::CFP, unc-47::DsRed2] V

hd46(wrk-1) X; hdls22[unc-129::CFP, unc-47::DsRed2] V

lad-2(hd31) 1V, otEx231[lad-2::GFP, pha-1(+)]

C26G2.1(hd50) X; hdls8[him-4:GFP, rol-6(sul006)]

rig-3(hd51)X; julsl[unc-25::snb-1-GFP] IV

rig-4(hd47)1V; nls96[lin-11::GFP, lin-15(+)] V

rig-4(hd47)1V; rig-2(hd18) X; hdls10func-129::CFP, glr-1::YFP, unc-47::DsRed, hsp-16.:rol-6] V
rig-4(hd47)IV; wrk-1(hd45) X; hdls10[unc-129::CFP, glr-1::YFP, unc-47::DsRed, hsp-16::rol-6] V
rig-2(hd18) X wrk-1(hd45) X; hdls10[unc-129::CFP, glr-1::YFP, unc-47.::DsRed, hsp-16::rol-6] V
rig-3(hd51) X

wrk-1(hd46) X; hdls26[odr-2::CFP, sra-6::DsRed2] I1]

wrk-1(hd45) X; hdls26[odr-2::CFP, sra-6::DsRed2] I1]

rig-3(hd51) X; hdls26[odr-2::CFP, sra-6.::DsRed2] 111

rig-1(hd15) rig-3(hd51) X

rig-5(hd48) I; otls29[rig-5.::GFP, rol-6]

rig-1(hd15) X rig-3(hd51) X; hdlsi10[unc-129::CFP, glr-1::YFP, unc-47::DsRed, hsp-16::rol-6] V
rig-1(hd15) X rig-3(hd51) X; evis111[F25B3.3::GFP] V

rig-2(hd18) X; rhls7[unc-4::GFP]

rig-2(hd18) X; hdls8[him-4.::GFP]

rig-4(hd47) IV; rhis7[unc-4::GFP]

lad-2(hd31) IV; hdls10[unc-129::CFP, glr-1::YFP, unc-47::DsRed, hsp-16::rol-6] V
SSSD1.1(hd32) X; evisl11[F25B3.3::GFP] V

SSSD1.1(hd32) X; hdls10[unc-129::CFP, glr-1::YFP, unc-47::DsRed, hsp-16::rol-6] V
rig-1(hd15) X; hdls26[odr-2::CFP, sra-6::DsRed2] 111

rig-2(hd18) X; hdls26[odr-2::CFP, sra-6.::DsRed2] III

rig-4(hd47) IV; hdls26[odr-2::CFP, sra-6::DsRed2] II1

rig-5(hd48) I; hdls26[odr-2::CFP, sra-6::DsRed2] III

rig-2(hd18) X; wrk-1(hd45) X; hdls26[odr-2::CFP, sra-6.::DsRed2] III
rig-4(hd47) IV; wrk-1(hd45) X; hdls26[odr-2::CFP, sra-6::DsRed?2] II]
rig-4(hd47) 1V; rig-2(hd18) X; hdls26[odr-2::CFP, sra-6::DsRed2] III
rig-1(hd15) rig-3(hd51) X; hdls26[odr-2::CFP, sra-6::DsRed2] 11l
cdh-1(hd44) 1II; rig-3(hd51) X; hdls29[odr-2::CFP, sra-6::DsRed2]
pha-1(e2123ts) III; hdEx316[syg-2::YFP, pha-1(+)]

pha-1(e2123ts) I1I; hdEx317[syg-2::YFP, pha-1(+)]

pha-1(e2123ts) 11I; hdEx318[rig-3::YFP, pha-1(+)]

pha-1(e2123ts) 11I; hdEx319[rig-3::YFP, pha-1(+)]

rig-1(hd15) X; hdls10 V; hdEx320{K09E?2, unc-122::GFP]

rig-1(hd15) X; hdls10 V; hdEx321[KO9E2, unc-122::GFP]

rig-1(hd15) X; hdls10 V; hdEx322[KO9E2, unc-122::GFP]

rig-1(hd15) X; hdls10 V; hdEx323[KO9E2, unc-122::GFP]

syg-1(hd18) X; hdls10 V; hdEx324[C54A10, unc-122::GFP]

rig-5(hd48) I; hdls10 V; hdEx325[C36F7, unc-122::GFP]

rig-5(hd48) I; hdls10 V; hdEx326[{C36F7, unc-122::GFP]

rig-5(hd48) I; evisl11[F25B3.3::GFP] V; hdEx327[C36F7, unc-122::GFP]
wrk-1(hd45) X; evisi11[F25B3.3::GFP] V; hdEx328[F41D9, unc-122::GFP]
wrk-1(hd45) X; evisi11[F25B3.3::GFP] V; hdEx329[F41D9, unc-122::GFP]
wrk-1(hd46) X; evisi11[F25B3.3::GFP] V; hdEx330[F41D9, unc-122::GFP]
wrk-1(hd46) X; evisl11[F25B3.3::GFP] V; hdEx331[F41D9, unc-122::GFP]
pha-1(e2123ts) IlI; hdEx332[C36F7.4b_intron4::YFP, pha-1(+)]
pha-1(e2123ts) Ill; hdEx333[C33F10.5a::YFP, pha-1(+)]

pha-1(e2123ts) lll; hdEx334[C33F10.5a::YFP, pha-1(+)]

pha-1(e2123ts) lll; hdEx335[F02G3.1a::YFP, pha-1(+)]

pha-1(e2123ts) lll; hdEx336[F02G3.1a::YFP, pha-1(+)]

pha-1(e2123ts) Ill; hdEx337[lad-2a::YFP, pha-1(+)]

pha-1(e2123ts) Ill; hdEx338[lad-2a::YFP, pha-1(+)]

pha-1(e2123ts) Ill; hdEx339[SSSD1.1::YFP, pha-1(+)]

pha-1(e2123ts) Ill; hdEx340[SSSD1.1::YFP, pha-1(+)]

pha-1(e2123ts) Ill; hdEx341[F39H12.4::YFP, pha-1(+)]

pha-1(e2123ts) 11I; hdEx342[C36F7.4b_intron4.::YFP, pha-1(+)]
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VH1248
VHI1249
VHI1250
VHI1251

pha-1(e2123ts) II; hdEx343[F02G3.1c::YFP, pha-1(+)]
pha-1(e2123ts) [II; hdEx344[F02G3.1c:: YFP, pha-1(+)]

pha-1(e2123ts) III; hdEx345[C33F10.5¢::YFP, pha-1(+)]
pha-1(e2123ts) LII; hdEx346[C33F10.5¢::YFP, pha-1(+)]

1.5 Die deletierten Bereiche der Mutanten

Allel | Deletion | Chromosom von..bis bp Anfang..Ende der deletierten Sequenz

hd47 | 742 bp v 7992138..7992880 gcatcattccaattaaaaggaacat..taaaaaaaataaagcaagatctatt
hd31 | 702 bp v 2965097..2965799 atgttttcccagaaaatttgtagtt..tcgatggtgatcgatgtcgatgaat
hd15 | 527 bp X 8661473..8662000 gaagctcgceatgcaatcagttgtat..tcgtagttttttataaaaaactttt
hd49 | 698 bp X 700866..701564 ctacccgaactatggaaaatgttca..aatcaagtgcagctgacaaatatca
hd32 | 777 bp X 6379281..6380058 gcccattatgcattcgtattctace..tcacacaccaacttttaaaaatcgt
hd50 | 338 bp X 14660737..14661075 | cctttcaacctaacaatgacaaatt..gaatgaagatggggtaaacgtggea
hd17 | 647 bp X 8387023..8387670 tgctcccecaaatttceccatttte. . tgegattgaagagagtagaagacac
hd45 | 268 bp X 8390873..8391141 tggttcattatacccctaatctett..acatgttgetggtaageattttcaa
hd46 | 714 bp X 8391237..8391951 tgagttgtggagagaaccttgtgaa..ttgtcgtcatetctccagacactgg
hd19 | 554 bp X 6859008..6859562 | actgtggagttaaggggccatccgg..aaatgcgaagcetaacaatatcaaag
hd51 | 1521 bp X 6859601..6861122 agtttttttttgaatgttaatgttc.. gacttcatcattcttgagtcacttg
hd18 | 1008 bp X 2514383..2515391 ttctcaatattgegtgtctctettt..atattttaggectgagttttattge
hd48 | 928 bp I 9574483..9575411 atgggatgggaaaaggatggagaac..caaaagaatggtegctttttcgttt
Die Angaben ,von.bis“ bezichen sich auf die absolute Position auf dem Chromosom.
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