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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Eine offene Frage in der Entwicklungsneurobiologie ist, wie Axone ihre synaptischen Partner
finden. Ohne ein gerichtetes Auswachsen von Axonen kann sich kein funktionierendes
Nervensystem bilden. Die Mechanismen mit denen Axone auf Signalmolekiile reagieren sind
weitgehend unbekannt. Deshalb fiihrten wir einen Screen in C. elegans durch mit Tieren, die GFP
in den Kommandointerneuronen des Motorschaltkreises exprimierten. Wir isolierten zwei Allele
mit Punktmutationen in dem bisher unbekannten Gen ast-/ (axonal steering). In Wildtyptieren
verliefen die GFP exprimierenden Axone dicht gebiindelt im rechten Ventralstrang. In ast-1
Mutanten waren die Interneuronaxone im Ventralstrang defaszikuliert und kreuzten vom rechten in
das linke Biindel oder erreichten den Ventralstrang gar nicht. Die VC Motoneurone hatten &hnliche
Faszikulierungsdefekte. Die Mutanten konnten sich normal fortbewegen, trotz der Defekte in den
Kommandointerneuronen des Motorschaltkreises. Demnach kann der Motorschaltkreis bis zu einem
gewissen Grad gestort werden, ohne dass er seine Funktionalitidt verliert. Das zielgerichtete
Auswachsen anderer Axone war nicht beeintrachtigt. Zellschicksal, Zellwanderung oder nicht-
neuronale Gewebe waren unbeeinflusst. Allerdings zeigten as¢-1 Deletionsmutanten zusétzlich zu
den neuronalen Defekten noch spéte Differenzierungsdefekte des Pharynx.

Ast-1 kodiert fiir einen Transkriptionsfaktor mit einer ETS DNS-Bindedoméne und ist eng mit der
Fli-1 Unterfamilie in S&dugetieren verwandt. Astz-1::YFP Expression begann wéhrend der
Embryonalentwicklung in sensorischen Neuronen und Interneuronen, genau zu dem Zeitpunkt wenn
sich Neurone differenzieren. Anschlieend wurde die Expression schwécher bis in adulten Tieren
nur noch wenige Neurone ast-1::YFP exprimierten.

Wir konnten zeigen, dass ast-/ genetisch mit den Transkriptionsfaktoren zag-7 und lin-11
interagiert. AST-1 ist demnach Teil eines transkriptionellen Netzwerkes, das neuronale
Differenzierung kontrolliert. As¢-/ interagiert zudem mit Genen, von denen bekannt ist, dass sie an
axonaler Wegfindung beteiligt sind. Beispiele sind der UNC-6/Netrin Rezeptor UNC-40/DCC, das
Aktin-modulierende Protein UNC-34/ENA und die extrazellulire Matrixkomponente Nidogen.
AST-1 konnte direkt die Expression von Genen steuern, die fiir Signalmolekiile oder Rezeptoren
des axonalen Auswachsens kodieren, wobei die Zielgene bisher noch nicht identifiziert wurden.
AST-1 reguliert sowohl in der neuronalen Differenzierung als auch bei der Morphogenese des
Pharynx einen spéten Schritt. Bemerkenswert bei der neuronalen Differenzierung ist die Spezifitat
von AST-1. Es agiert nur in einer bestimmten kleinen Untergruppe von Neuronen, wo es wiederum
nur einen Teilaspekt der neuronalen Differenzierung, namlich das zielgerichtete Auswachsen von

Axonen, kontrolliert.



SUMMARY

Summary

One of the major unsolved problems in developmental neurobiology is the question of how axons
find their way to their specific synaptic partners, which is crucial for the function of every nervous
system. The mechanisms through which axons respond to guidance cues are poorly understood.
Therefore we performed a screen in C. elegans based on animals expressing GFP in the command
interneurons of the motor circuit and recovered two alleles of the novel gene ast-1 (axonal steering).
In wildtype animals GFP labelled axons formed a tightly fasciculated subbundle within the right
ventral cord. In ast-/ mutants interneuron axons in the ventral cord were defasciculated and axons
crossed from the right to the left bundle or occasionally did not even reach the ventral cord. Similar
fasciculation defects were found in VC motoneurons. The mutants were able to move normally
despite these defects in the command interneurons of the motorcircuit. This leads to the conclusion
that the motorcircuit can be disturbed to a certain degree without abolishing its general
functionality. There were no obvious defects in the navigation of other axons. Non-neuronal tissues
and cell migration appeared unaffected in these mutants. However in ast-/ deletion mutants late
pharynx differentiation defects were found in addition to the neuronal defects. 4s¢-1 codes for a
novel transcription factor with an ETS DNA-binding domain and is closely related to the
mammalian fli-/ subfamily. As¢-1::YFP expression was dynamic in sensory neurons and
interneurons and started during embryonic development when neurons differentiate and decreased
afterwards till only few neurons expressed ast-/ in adult animals. We showed that as¢-1 genetically
interacts with the transcription factors zag-/ and /in-11, suggesting that it is part of a transcriptional
network controlling neuronal differentiation. In addition, as¢-1 interacts with genes known to play
roles in axon guidance, for example the UNC-6/netrin receptor UNC-40/DCC, the actin-regulating
protein UNC-34/ENA and the extracellular matrix component nidogen. AST-1 may directly
modulate the expression of genes coding for axon guidance molecules or receptors, although target
genes have not been identified so far.

AST-1 is acting at a very late step in neuronal differentiation and it also controls a late step in
pharynx morphogenesis. In neurons AST-1 is specifically regulating one subaspect of neuronal

differentiation, namely the axon outgrowth of only a distinct subset of neurons.



1 EINLEITUNG

1 Einleitung

Genetische Variation fithrt zur Vielfalt biologischer Systeme, die durch eine Vielzahl
individueller Zelltypen charakterisiert ist. Besonders das Nervensystem in Vertebraten
enthdlt die wahrscheinlich reichhaltigste Auswahl an Zelltypen. Die urspriingliche
Schétzung von wenigen hundert Neuronenklassen in Sdugetieren scheint sehr konservativ
zu sein (Stevens, 1998). Diese vielen Neuronenklassen bilden ein komplexes Netzwerk, das
fiir die Funktion des Nervensystems essentiell ist. Die Determinierung des neuronalen
Zellschicksals sowie das zielgerichtete Auswachsen von Axonen sind dabei zwei Aspekte,
die zur Zeit im Mittelpunkt des Interesses stehen. Die grofle Anzahl und Komplexitét der
neuronalen Zelltypen und synaptischen Verbindungen machen eine Untersuchung
schwierig, weshalb sich einfachere Organismen als Modellsysteme sehr gut eignen. Vor
allem weil die Mechanismen, die eingesetzt werden um die neuronale Zellvielfalt in

Vertebraten zu generieren, hdufig evolutionir konserviert sind.

1.1 Neuronale Differenzierung

In neueren Untersuchungen wurde eine Anzahl von Genen identifiziert, die die
Differenzierung einzelner Zelltypen regulieren. Dies fiihrte zur Erkenntnis, dass die
neuronale Identitdt unter der Kontrolle eines komplexen Netzwerkes von
Transkriptionsfaktoren steht, die gleichzeitig oder nacheinander ihre Funktion ausiiben
(Ubersichtsartikel von Jurata et al. 2000; Lee und Pfaff, 2001). Die regulatorischen
Transkriptionsfaktoren werden ihrerseits von Signalen kontrolliert, die von Nachbarzellen
stammen konnen. Zwei wesentliche Mechanismen steuern die Zelldifferenzierung: die
autonome Differenzierung und die Wechselwirkungen zwischen Zellen. Das Schicksal
mancher Nervenzellen hingt ausschlieBlich vom Teilungsplan ab, dem die Zelle unterliegt.
Dabei werden zytoplasmatische oder nukledre Proteine an die Nachkommenschaft einer
sich teilenden Vorlduferzelle weitergegeben, wodurch unterschiedliche Tochterzellen
entstehen (Bardin et al., 2004). Die Differenzierung der meisten Nervenzellen hdngt jedoch
nicht nur von ihrem Zellstammbaum ab, sondern auch von Signalen anderer Zellen in ihrer
Umgebung. Die Molekiile, die diese extrinsischen Signale vermitteln, konnen sezerniert
werden oder Bestandteil der Zelloberfliche sein. Zahlreiche Rezeptoren iibertragen das

Signal tiber die Zellmembran hinweg und aktivieren in der Zelle sogenannte Second-
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Messenger-Systeme, die direkt oder indirekt die Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren
regulieren. Andere Rezeptoren fiir diffusionsfihige Signale, wie zum Beispiel

Steroidhormone, befinden sich im Zellkern und regulieren selbst die Gentranskription.

Von keinem einzigen Organismus haben wir bislang ein komplettes Bild von all den
bekannten Signalmolekiilen, die der neuronalen Entwicklung zugrunde liegen. Im

Folgenden werden die unterschiedlichen Strategien beispielhaft erklart.

1.1.1 Spezifikation des Zellschicksals im frithen Embryo von Caenorhabditis elegans

Der am besten untersuchte neurale Zellstammbaum ist der des Fadenwurms Caenorhabditis
elegans. Die Teilungsfolge einer jeden Kdrperzelle ist bekannt und der Zellstammbaum ist
invariant (Sulston und Horvitz, 1977; Kimble und Hirsh, 1979; Sulston, Schierenberg et al.,
1983). Die Spezifikation des Zellstammbaums im C. elegans Embryo ist eng an das Muster
der Zellteilungen gekniipft. Es illustriert die Verbindung zwischen zytoplasmatischen
Unterschieden, die maternal festgelegt wurden, und lokalen Zell-Zell Interaktionen. Die
erste Zellteilung verlduft asymmetrisch und es entstehen eine grofere anteriore Somazelle
(AB) und eine kleinere posteriore Keimbahnzelle (P1). In der Zygote sind das maternale
Protein PAR-1 und die P-Granula im posterioren Teil der Zelle konzentriert, was eine
Etablierung der anterior-posterioren Achse im Embryo zur Folge hat (Kemphues et al.,
1988; Guo und Kemphues, 1995). Die gesamte P-Zellinie differenziert sich zu
Keimbahnzellen durch asymmetrische Teilungen, wobei die P-Granula unterschiedlich auf
die Tochterzellen aufgeteilt sind (Strome und Wood, 1983). Im Vierzellstadium
exprimieren zwei Zellen das Protein GLP-1. Aber nur eine Zelle ist benachbart mit einer
APX-1 exprimierenden Zelle. APX-1 ist der Ligand, der den Rezeptor GLP-1 aktiviert
(Mello et al., 1994). Die beiden Proteine dhneln den Vertebraten- und Insektenproteinen
Notch und Delta. Somit wird nur eine GLP-1 exprimierende Zellen von APX-1 aktiviert
und nimmt einen anderes Zellschicksal an. Auch wenn die Genprodukte wihrend der ersten
Teilungen asymmetrisch verteilt sind, ist das Zellschicksal im frithen Embryo doch

entscheidend von lokalen Zell-Zell Interaktionen abhingig.
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1.1.2 Neuronale Differenzierung der Motoneuronen in Vertebraten

Das Nervensystem der Vertebraten entsteht wihrend der Embryonalentwicklung aus dem
duBersten Keimblatt, dem Ektoderm. Durch Wechselwirkungen von Mesoderm und
Ektoderm beginnt die neuronale Induktion, die zur Bildung der Neuralplatte fiihrt. Diese
faltet sich anschlieBend zum Neuralrohr, das sich schlie3t, und aus dem das Gehirn und
auch das Riickenmark entstehen. Im sich entwickelnden Riickenmark findet man ein
definiertes dorso-ventrales Muster an Neuroblasten. In der ventralen Region bilden sich
zukiinftige Motoneuronen wéhrend sich im Dorsalbereich Kommissurneuronen
differenzieren, deren Axone die beiden Seiten des Riickenmarks miteinander verbinden.
Die neuronale Differenzierung erfolgt in mehreren Entwicklungsschritten. Wenn
Neuroblasten den Zellzyklus verlassen, dann sind sie bereits determiniert fiir eine
bestimmte Neuronenklasse. Die weitere Differenzierung fithrt zu spezifischen
Eigenschaften, wie zur Position des Somas, zum Muster der axonalen Projektionen, zur
dendritischen Morphologie, zur Expression von lonenkanidlen und Rezeptoren fiir
Neurotransmitter, sowie zur Produktion bestimmter Neurotransmitter. Viele dieser
Merkmale sind koordiniert reguliert und werden wéhrend der Entwicklung ausgebildet

(Ubersichtsartikel von Edlund und Jessell, 1999; Jessell, 2000).

Wihrend der frithen Entwicklung des Zentralnervensystems in Vertebraten nehmen
Vorlduferzellen in der Ventrikularschicht regional unterschiedliche Eigenschaften an, die
spiter den neuronalen Zelltyp ihrer Nachkommen bestimmen. Die Charakteristika der
Vorlauferzellen werden durch sezernierte Molekiile bestimmt, die Gradienten bilden. Im
dorsalen Teil des Riickenmarks werden beispielsweise BMPs (,,bone morphogenetic
proteins®) von der Ektodermoberfliche und der Deckplatte produziert. Die BMPs
kontrollieren die Entwicklung der dorsalen Zellklassen, wie sensorische Neuronen und
Neuralleistenzellen (Ubersichtsartikel von Lee und Jessell, 1999). Im ventralen Horn des
Riickenmarks hingegen wird das Glykoprotein Sonic Hedgehog (Shh) vom Notochord und
von der Bodenplatte sezerniert. Die Entstehung verschiedener Neuronenklassen, wie
Motoneurone und ventrale Interneurone, wird tiber die Konzentration von Shh kontrolliert
(Ubersichtsartikel von Briscoe und Ericson, 2001). Die Vorliuferzellen reagieren auf den
Shh-Gradienten, indem sie konzentrationsabhingig unterschiedliche Gruppen von
Transkriptionsfaktoren exprimieren (Ubersichtsartikel von Gurdon und Bourillot, 2001).

Die kombinatorische Expression von Lim (lin-11, islet und mec-3 waren die ersten
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Vertreter dieser Klasse) und Hox (,,Homoobox*) Transkriptionsfaktoren unterteilt das
ventrale Horn des Riickenmarks in fiinf Vorlduferdominen, die jeweils einen
unterschiedlichen Neuronentyp hervorbringen (Briscoe et al., 2000). Die Transkriptions-
faktoren konnen anhand ihrer Reaktion auf Shh in zwei Klassen unterteilt werden. Die
Klasse I Transkriptionsfaktoren werden von Shh reprimiert, wihrend die Expression der
Klasse II Transkriptionsfaktoren von Shh aktiviert wird (Briscoe et al., 2000; Mizuguchi et
al., 2001; Novitch et al., 2001; Vallstedt et al., 2001). Gegenseitige inhibitorische
Wirkungen von benachbarten Transkriptionsfaktoren bilden scharfe Grenzen zwischen den

Vorldauferdoménen (Briscoe et al., 2000).

Zellzyklusende

Projektionen zu

NB —>» MN . gg&?{;ﬁme — » verschiedenen
Muskelgruppen
LIMHD TF LIM HD TF ETS TF
NeuroD Hox HD TF
bHLH TF

Abb.1: Differenzierung der Motoneurone in Vertebraten

Schematische Darstellung des Differenzierungsprozesses von Motoneuronen im Riickenmark. Verschiedene
Kombinationen von Transkriptionsfaktoren (TF) steuern die einzelnen Schritte. Ein Gradient des Proteins Shh
16st die kombinatorische Expression von Lim- und Hox-Homdodoméne (HD) Transkriptionsfaktoren aus, was
wiederum die Entwicklung von Neuroblasten (NB) zu Motoneuronen (MN) steuert. Die Differenzierung zu
motorischen Séulen wird zusdtzlich von bHLH (,,basic Helix-Loop-Helix*) Transkriptionsfaktoren gesteuert.
Einer der letzten Differenzierungsschritte, ndmlich das Auswachsen der Nervenfortsitze zu den Zielmuskeln,
wird von ETS Transkriptionsfaktoren reguliert.

Die postmitotischen Motoneurone bilden im nédchsten Differenzierungsschritt motorische
Sdulen, die eine Funktionseinheit darstellen. Die Bildung dieser Sédulen wird ebenfalls von
Lim Transkriptionsfaktoren reguliert. Der Lim Code wird anhand der kombinatorischen
und zeitlich genau regulierten Expression von Lim HD Transkriptionsfaktoren wie Isll,
IsI2, Lim1, Lim3, Lhx3 und Lhx4 etabliert. Die Gene des Lim Codes werden exprimiert
lange bevor die Zielmuskeln erreicht und innerviert werden. In C. elegans besitzt das Gen
mec-3, das ebenfalls zur Lim Familie gehort, eine wichtige Rolle in der Differenzierung
von mechanosensorischen Neuronen (Duggan et al., 1998). Es agiert nicht in Kombination
mit anderen Lim Transkriptionsfaktoren, sondern alleine. Ein Grund dafiir konnte sein, dass
in C. elegans weniger verschiedene Zelltypen vorhanden sind.

Die motorischen Sdulen werden weiter unterteilt in Pools, die spezifische Muskeln

innervieren. Diese Pools unterscheiden sich durch die Expression von unterschiedlichen
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Mitgliedern der ETS- (,,E-twenty-six*) Transkriptionsfaktoren (Lin et al., 1998).
Beispielsweise wird das ETS Gen ERS8I in Motoneuronen exprimiert, die den
Extremitdtenmuskel im Huhn innervieren, wohingegen ein zweites ETS Gen, PEA3, in

einer zweiten Gruppe von Motoneuronen exprimiert wird.

Die Expression von LIM Homoobox Transkriptionsfaktoren ist beschrénkt auf wenige
Neuronenklassen, so dass damit die Entstehung von hunderten verschiedener
Neuronenklassen nicht erkliart werden kann. In den letzten Jahren sind einige weitere
Transkriptionsfaktoren identifiziert worden, die eine Rolle in der Differenzierung von
neuronalen Subtypen spielen (Brunet und Pattyn, 2002; Dubois und Vincent, 2001; Lee und
Pfaff, 2001; Marquardt und Pfaff, 2001). Dennoch ist die Anzahl der identifizierten
Proteine, die in der neuronalen Differenzierung wichtig sind, zu klein um einen solch
komplexen Vorgang zu regulieren. Vor allem die transkriptionelle Kontrolle der

Differenzierungsgene ist weitgehend unbekannt.

1.2 Zielgerichtetes Auswachsen von Axonen

Das zielgerichtete Auswachsen von Axonen ist ein Schritt, der erst spdt im
Differenzierungsprozess von Neuronen stattfindet. Die neuronalen Netzwerke sind
entscheidend fiir die Funktion eines jeden Nervensystems. Eine grundlegende Frage in der
Entwicklungsneurobiologie ist, wie Nervenfortsdtze ihr charakteristisches Muster an
synaptischen Verbindungen ausbilden. Es gibt zwei Typen von Nervenfortsétzen:
Dendriten sind der rezeptive Teil des Neurons, wihrend das Axon fiir die Signalweitergabe
verantwortlich ist. Einige Neurone besitzen kurze Axone, die ihren Partner in der direkten
Umgebung finden. Andere Neurone senden ihre Axone zu weit entfernten zentralen oder
peripheren Zielgebieten. Die Wachstumszone liegt am distalen Ende des Axons und wichst
durch das Hinzufiigen von Zytoskelettkomponenten. An der Spitze des auswachsenden
Axons befindet sich eine spezialisierte Struktur, der Wachstumskegel (Landis, 1983). Im
Wachstumskegel findet die Aufnahme und Integration von Signalen aus der Umgebung der
Zelle statt. Der Wachstumskegel muss in der Lage sein, eine grole Anzahl extrazelluldrer
Signale zu integrieren und in entsprechende Zytoskelettverdnderungen umzusetzen, um das

weitere Auswachsen des Axons zu steuern.
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25 um

Abb.2: Der Wachstumskegel

An der Spitze des auswachsenden Axons befindet sich der Wachstumskegel, der hier aus dem
Tabakschwirmer Manduca sexta abgebildet ist. Aktin der Filopodien ist griin markiert mit fluoreszierendem
Phalloidin und die Mikrotubuli sind rot markiert mit einem fluoreszierenden Antikérper gegen Tubulin. (von
Levin und Luedemanan, aus Developmental Biology, Gilbert.)

Die axonale Wegfindung wird durch das koordinierte Agieren von verschiedenen Klassen
von Signalmolekiilen gesteuert. Diese Signalmolekiile kdnnen einen Wachstumskegel
anziehen oder abstofen. Sie konnen iiber kurze oder lange Distanzen wirken und sowohl
membrangebunden wie auch 16slich vorliegen. Diese Eigenschaften schliefen sich nicht
gegenseitig aus. Eher ist es so, dass Axone iiber mehrere verschiedene Mechanismen, die
zusammen wirken, gefithrt werden. Die Signalmolekiile und ihre Rezeptoren werden zu
verschiedenen Zeiten wahrend der Entwicklung und oft noch spiter im adulten Gehirn
exprimiert. Die transkriptionelle Regulation von Signalmolekiilen und Rezeptoren

beinhaltet sowohl rdumliche wie auch zeitliche Kontrollen fiir das axonale Auswachsen.

1.3 Die Mechanismen der axonalen Wegfindung sind konserviert

Gerade in den letzten Jahren wurden eine Reihe von neuen Signalmolekiilen und
Rezeptoren an der Zelloberflache identifiziert, die eine wichtige Rolle beim Auswachsen
von Axonen spielen (Ubersichtsartikel von Dickson, 2002; Yu und Bargmann, 2001;
Araujo und Tear, 2003; Huber et al., 2003). Dies fiihrte zu generellen Erkenntnissen iiber
die Mechanismen der axonalen Wegfindung. Viele Signalmolekiile sind multifunktional
und ziehen bestimmte Axone an wihrend sie andere abstoBen. Verschiedene Axone kdnnen
auf dasselbe Signalmolekiil verschieden reagieren, entweder durch eine unterschiedliche
Zusammensetzung ihrer Oberflachenrezeptoren oder aufgrund von Variationen in der
Signalweitergabe ins Zellinnere. Viele Signalmolekiile sind zwischen Vertebraten und

Invertebraten evolutionir konserviert und erfiillen dhnliche Aufgaben in der axonalen
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Wegfindung. Hohere Vertebraten haben typischerweise mehrere Mitglieder einer Familie
von Signalmolekiilen, die oft {iberlappende Funktionen besitzen. In Invertebraten ist meist

nur ein Vertreter der Familie vorhanden, der dann alle Aufgaben tibernehmen kann.
1.3.1 Die Signalmolekiile Netrin, Slit, Semaphorin und Ephrin

Vier grofle Familien von Signalmolekiilen spielen eine wichtige Rolle beim gerichteten
Auswachsen von Axonen: Netrine, Slits, Semaphorine und Ephrine. Nachfolgend werden

diese vier Familien kurz beschrieben.

Das Signalmolekiil Netrin

Netrine sind Vertebraten-Homologe des Proteins UNC-6 aus C. elegans, eines der ersten
Signalmolekiile, die aufgrund ihrer Funktion beim zielgerichteten Auswachsen von Axonen
entdeckt wurden. Im Jahr 1985 identifizierten Hedgecock und Kollegen unc-6 in C. elegans
in einem Screen fiir Mutationen, die die axonale Wegfindung an der Mittellinie betrafen
(Hedgecock et al., 1985). Der Name unc kommt von ,,uncoordinated“, was von der

beeintridchtigten Bewegungsfahigkeit der Mutanten herriihrt.

=

Wachstumskegel
, mit UNC-5 und
UNC-40 Rezeptoren

Basalmembran

Neuron -
Epidermis

Wachstumskegé'I_
mit UNC-40 Neuron
Rezeptor

Abb.3: UNC-6 und axonales Auswachsen an der Mittellinie

Dieser Querschnitt von C. elegans zeigt wie UNC-6 das Auswachsen der Wachstumskegel steuert. Die UNC-
6 Konzentration ist an der ventralen Mittellinie am hochsten. Die Wachtumskegel wandern entlang der
Korperwand zwischen Epidermis und Basalmembran. Wachstumskegel, die UNC-40 exprimieren wachsen in
Richtung ventral, wihrend Wachtumskegel, die UNC-40 und UNC-5 exprimieren, nach dorsal auswachsen.
(verdndert nach Wadsworth, 2002.)
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Das Gen unc-6 kodiert fiir einen Liganden, der von den ventralen Epidermoblasten und
Pionierneuronen sezerniert wird. UNC-6 ist wahrscheinlich in einem Gradienten verteilt,
mit der hochsten Konzentration ventral und immer niedriger werdenden Konzentrationen
Richtung dorsal (Abb.3). Die Reaktion auf UNC-6 hdngt von den Rezeptoren ab, die von
den Neuronen exprimiert werden (Wadsworth et al., 2002). Es sind zwei Rezeptoren fiir
den Liganden UNC-6 bekannt: UNC-40 und UNC-5, die beide zur Immunglobulin-Familie
gehoren. Exprimiert der Wachstumskegel den Rezeptor UNC-40, dann wird er angezogen
und wichst zur ventralen Mittellinie. Wird zusédtzlich der Rezeptor UNC-5 exprimiert, dann
wird der Wachstumskegel abgestoen und wéchst in die entgegengesetzte Richtung nach
dorsal. UNC-6 ist somit ein bifunktionales Signal, das sowohl Anziehung als auch
AbstoBung vermitteln kann. Entscheidend ist dabei die Expression der entsprechenden
Rezeptoren im Wachstumskegel. In D. melanogaster sind Netrin-Homologe ebenfalls
wichtig fiir die axonale Wegfindung zur Mittellinie. Die ersten Vertebraten-Netrine wurden
als Proteine identifiziert, die eine wachstumsférdernde Aktivitit fiir Axone im Riickenmark
besitzen (Tessier-Lavigne et al., 1988; Serafini et al., 1994). In allen Organismen werden
die positiven Effekte der Netrine auf Axone iiber Rezeptoren der DCC-Familie geleitet,
wiahrend die negativen Effekte Rezeptoren der UNC-5-Familie bendtigen (Chisholm und
Tessier-Lavigne, 1999). Diese Erkenntnisse illustrieren sehr gut die beachtenswerte

Konservierung von Mechanismen der axonalen Wegfindung in der Evolution.

Das Signalmolekiil Slit

Slits sind grofle sekretorische Proteine, die eine Rolle bei der AbstoBung von Axonen
spielen und in D. melanogaster entdeckt wurden (Kidd et al., 1999). In Vertebraten kénnen
sie auswachsende Axone absto3en und zu einem Kollaps von Axonen fiihren. Die negative
Wirkung der Slit Proteine wird durch Rezeptoren der Robo-Familie vermittelt, die
Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie sind (Kidd et al., 1998). Zusétzlich zu den
abstofenden Eigenschaften gibt es in Sdugetieren ein Slit Protein, das die Verzweigung von
Axonen und Dendriten positiv regulieren kann (Wang et al., 1999). In dem Nematoden C.
elegans gibt es ein SLIT Protein (SLT-1) und einen ROBO Rezeptor (SAX-3) (Zallen et al.,
1998; Hao et al., 2001).

Die Semaphorin-Familie
Die Semaphorin-Familie besteht sowohl aus extrazelluldren als auch membrangebundenen

Mitgliedern, die wahrscheinlich in der direkten Umgebung der Zelle, die sie herstellt, ihre

10
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Abb.4: Konservierte Familien von Signalmolekiilen und ihren Rezeptoren

A: Familien von Signalmolekiilen, die sezerniert werden oder membrangebunden sind. B: entsprechende
Rezeptoren, die transmembran oder in der Membran verankert sind. P1 bis P3, DB, CCO bis CC3, SP1 und
SP2 sind konservierte Regionen in den cytoplasmatischen Doménen der entsprechenden Rezeptoren DCC,
UNC-5, Robo und Plexin Rezeptoren. (verdndert nach Dickson, 2002.)
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Funktion ausiiben (Kolodkin et al., 1993; Kolodkin und Ginty, 1997; Raper, 2000). Das
erste Semaphorin wurde in der Heuschrecke als Fasciclin IV (Semaphorin I) entdeckt
(Kolodkin et al., 1992). In Drosophila beeinflusst Semal die Faszikulierung von Axonen im
Zentralnervensystem (Yu et al., 1998). Semaphorine wirken meist als negative Signale und
fiihren zum Kollaps von Wachstumskegeln. Die erste Klasse ihrer Rezeptoren sind
Mitglieder der Plexin-Familie. In Vertebraten binden sezernierte Semaphorine an eine
zweite Rezeptorklasse, die Neuropiline, die wiederum mit Plexinen einen Komplex bilden.
Plexine besitzen eine grofle intrazellulire Doméne, die GTPasen der Rac/Rho Familie

aktivieren kann (Ubersichtsartikel von Whitford und Ghosh, 2001).

Die Ephrin-Familie

Ephrine sind Zelloberflichenproteine, die in vielen Entwicklungsprozessen eine wichtige
Rolle spielen, so auch im gerichteten Auswachsen von Axonen (Ubersichtsartikel von
Holder und Klein, 1999). Ephrine konnen anhand ihrer Membranassoziierung in zwei
Klassen unterteilt werden: Ephrine der Klasse A sind iiber einen GPI-Anker an die
Membran geheftet, wihrend Ephrine der Klasse B Transmembranproteine sind, die eine
intrazelluldre Doméne besitzen. Thre Rezeptoren sind Eph-Transmembranproteine mit einer
Tyrosinkinase-Doméne. Ephs wurden urspriinglich als Rezeptoren fiir die Ephrine definiert,
allerdings ist die Signalweiterleitung wesentlich komplexer und Ephs konnen auch als
Liganden fiir Ephrine agieren. Diese bidirektionale Signalweiterleitung ist ein interessantes
Merkmal, das eine Anziehung oder Adhision vermittelt (Ubersichtsartikel von Murai und
Pasquale, 2003). Sonst wirken Ephrine als abstoende Signale und sind zum Beispiel fiir
die korrekte Ausbildung der topographischen Projektion der Retinalganglienzellen im
Tektum wichtig (Orioli und Klein, 1997; Hansen et al., 2004). Hierbei bilden verschiedene
Ephrine Gradienten im Tektum und EphA wird in der Retina in einem entsprechenden
Gradienten exprimiert (Feldheim et al. 2000; Brown et al. 2000). In C. elegans gibt es vier
Ephrine und einen Eph-Rezeptor, die fiir die Morphogenese der Epidermis wichtig sind
(George et al. 1998; Chin-Sang et al. 1999; Wang et al., 1999), fiir die aber bisher noch

keine Funktion im Nervensystem bei der axonalen Wegfindung gezeigt werden konnte.

1.3.2 Die Adhisionsmolekiile

Fiir das heranreifende Nervensystem sind Adhéisionsproteine besonders wichtig und sie

beeinflussen das Auswachsen des Wachstumskegels stark. Die auswachsenden

12
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Nervenfortsidtze konnen sich ohne diese Molekiile nicht an die Umgebung anheften und
sich nicht vorwirts bewegen. Zelladhdsionsproteine bewirken zudem, dass die
Zellmembran des Axons in engen Kontakt mit den Oberflichen umgebender Zellen kommt.
Das Axon kann dann mit den Signalmolekiilen interagieren, die ihm letztlich die Weg- und
Zielfindung ermoglichen. Auch die Biindelung von Axonen wird iiber Adhdsionsmolekiile
vermittelt. Zu den Adhésionsmolekiilen gehéren Mitglieder der Immunglobulinfamilie,

Cadherine und Integrine, die in den folgenden Abschnitten genauer beschrieben werden.

\\ \S \‘;\ /
RN // Aktinbiindel
W\ )
Catenine

Cadherine [ ]

T N

Fibronektin

Caz‘/\l Laminin

iR

homophil heterophil

Integrine

Abb.5: Adhisionsmolekiile, die in einem Wachstumskegel exprimiert werden

Cadherine sind homophile Molekiile, die {iber Catenine mit dem Zytoskelett verbunden sind. Vertreter der Ig-
Superfamilie konnen homophile oder heterophile Interaktionen eingehen. Integrine interagieren nicht nur mit
Komponenten der extrazelludren Matrix, sondern sind auch iiber Proteinkomplexe mit dem Zytoskelett
assoziiert. (verdndert nach Sanes, Reh, Harris 2000.)

Die Immunglobulin-Familie

Neben UNC-40/DCC, UNC-5 und ROBO, gehdren weitere Oberflichenrezeptoren und
Adhidsionsmolekiile, die eine wichtige Rolle im Nervensystem spielen, zur
Immunglobulinsuperfamilie (IgSF). Sie besitzen eine Reihe von extrazelluldren Ig-
Doménen, die sich von denen der Antikdrper unterscheiden. Sonderegger stellte
exemplarisch frithere Untersuchungen {iiber neuronale IgSF Proteine zusammen

(Sonderegger, 1998). Die Gruppe der [IgCAMs (,,immunoglobulin cell adhesion molecule®)
ist auf der Zelloberflache lokalisiert (Walsh und Doherty, 1997) und folgende Mitglieder

13
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spielen eine Rolle im axonalen Auswachsen: L1/NgCAM (Brittis et al., 1995; Castellani et
al., 2000), NCAM/FaslII (Pollerberg und Beck-Sickinger, 1993; Thanos et al., 1984),
F3/Contactin (Falk et al., 2002), NrCAM (Stoeckli et al., 1997), Axonin/TAG1 (Perrin et
al., 2001) und DM-GRASP/IrreC/SYG-1 (Burns et al., 1991; Tanaka et al., 1991; Ramos et
al., 1993; Shen und Bargmann, 2003). Diese Adhisionsmolekiile sind wichtig fiir das
Auswachsen des Wachstumskegels entlang der Oberfldche anderer Zellen und Axone.
Viele CAMs konnen heterophile und homophile Bindungen eingehen. Zum Beispiel
rekrutiert eine homophile TAG-1-TAG-1 Bindung L1 in cis, das heiflt auf der Oberfliche
derselben Zelle (Malhotra et al., 1998). Ein Beispiel fiir eine heterophile Bindung ist die
Interaktion zwischen NrCAM und Axonin-1 in trans, wobei die Proteine auf der Oberflache
von verschiedenen Zellen lokalisiert sind (Fitzli et al., 2000). Axone kdnnten so in einem
Biindel auswachsen. Das zuerst auswachsende Axon wiirde dabei den nachfolgenden als
Substrat dienen.

Erst kiirzlich wurden einige neue Aspekte der IgSF Proteine entdeckt und in einem
Ubersichtsartikel von Rougon und Hobert dargestellt (Rougon und Hobert, 2003). Es wurde
gezeigt, dass Mitglieder der IgSF durch alternatives Spleiflen in sehr vielen verschiedenen
Isoformen vorkommen kodnnen. Besonders DSCAM in Drosophila bildet eine enorme
molekulare Vielfalt (Schmucker et al., 2000). Bisher sind verhéltnismédig wenige
Molekiile bekannt, die eine Rolle in der neuronalen Differenzierung spielen, so dass die
Entstehung von hunderten von verschiedenen Neuronentypen damit nicht erkldrt werden
kann. Die Existenz von sehr vielen Spleilvarianten eines einzigen Gens bietet die
Moglichkeit, eine groe Anzahl von verschiedenen Proteinen zu produzieren, die dann an
unterschiedlichen Differenzierungsaspekten beteiligt sein konnten. IgSF Proteine sind nicht
nur, wie beispeilsweise Fasll, wichtig fiir die Etablierung von Zell-Zell-Interaktionen,
sondern wie Beat-1a auch fiir die Unterbrechung dieser Interaktionen an bestimmten Stellen
und zu bestimmten Zeiten (Fambrough und Goodman 1996; Pipes et al., 2001). Neue
Aspekte der Signaliibertragung in das Zellinnere von bekannten IgSF Proteinen wurden bei
NCAM (,,neural CAM®) entdeckt. Die Interaktion von NCAM mit dem FGF (,,fibroblast
growth factor*) Rezeptor aktiviert eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase, die dann wiederum PLC
aktiviert, so dass Diacylglycerol und Arachidonsiure produziert wird (Ubersichtsartikel von
Doherty und Walsh, 1996). In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass die Akkumulation
von NCAM an der Zelloberfldche zu einer Phosphorylierung der Tyrosin-Kinase Fyn fiihrt,
die wiederum FAK (,,focal adhesion kinase*) rekrutiert (Beggs et al., 1997; Niethammer et
al., 2002). Welcher der beiden Signalwege aktviert wird, bestimmt wahrscheinlich die
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Lokalisation von NCAM. Es konnte gezeigt werden, dass eine Isoform von NCAM
auflerhalb der sogenannten ,,lipid rafts* den FGF Rezeptor-Signalweg aktiviert, wihrend

NCAM in ,lipid rafts“ die Signaltransduktion {iber Fyn aktiviert.

Die Cadherin-Familie

Eine weitere gut untersuchte Familie von Zelladhdsionsmolekiilen sind die Cadherine. Sie
gehen homophile Interaktionen ein, die Kalzium-abhdngig sind. Der zytoplasmatische Teil
interagiert mit einem konservierten Set von zytoplasmatischen Proteinen, den Cateninen,
die wiederum mit Aktinfilamenten verkniipft sind (Yap et al., 1997). Cadherine vermitteln
durch spezifische Zelladhdsion eine Modulation des Wachstumskegels in auswachsenden
Axonen (Inoue und Sanes, 1997; Riehl et al., 1996; Iwai et al., 1997, Lee et al., 2001). In
C. elegans spielt hmr-1 eine Rolle in der Biindelung von Axonen (Broadbent und Pettitt,

2002).

Die Integrin-Familie

Integrine gehdren ebenfalls zu den Zelladhdsionsmolekiilen. Sie binden an Komponenten
der extrazelluldren Matrix und sind iiber ihren zytoplasmatischen Teil mit dem Aktin-
Zytoskelett verkniipft und an der Signalweiterleitung beteiligt. Jedes Integrin besteht aus
zwel Untereinheiten (o und ), die gemeinsam die Bindeeigenschaften des Molekiils
bestimmen. Jedes Integrin erkennt spezifische Liganden, die entweder zur extrazelluldren
Matrix (zum Beispiel Laminin, Fibronektin) gehoren oder andere Mitglieder der
Zelloberflichenrezeptoren darstellen, die zur Ig-Superfamilie gehdren (zum Beispiel
ICAM). Manche Integrine binden nur an einen Liganden, wihrend andere an verschiedene
Liganden binden. Dadurch entsteht eine groe Vielfalt an Interaktionen, die dennoch sehr
spezifisch sein konnen. Die Bindung von Komponenten der extrazelluliren Matrix an
verschiedene Integrine kann unterschiedliche intrazellulire Antworten hervorrufen. In
Vertebraten besitzen Integrine verschiedene Funktionen im Zentralnervensystem,
beispielsweise bei der neuronalen Wanderung und der Synaptogenese (Emsley und Hagg,
2003; Nikonenko et al., 2003). Im sich entwickelnden Tektum in Huhn ist die neuronale
Wanderung abhingig von 31 und a6 Integrin-Untereinheiten (Gallileo et al., 1992; Zhang
und Gallileo, 1998). In C. elegans gibt es zwei a- und zwei B-Integrine, von denen INA-
l/o-Integrin mit PAT-3/B-Integrin interagiert und eine Rolle bei der Wegfindung von
Axonen spielt (Poinat et al., 2002).
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1.3.3 Die extrazellulire Matrix

Extrazelluldre Matrixmolekiile bilden ein komplexes und dynamisches Netzwerk in der
unmittelbaren Umgebung der Neurone und Nervenfortsitze. Einige der hdufigsten
Molekiile der extrazelluliren Matrix, wie Laminin, Fibronektin und verschiedene
Kollagene, wurden aufgrund ihrer Fihigkeit, das Wachstum von Neuriten in Zellkultur zu
fordern, isoliert (Bixby und Harris, 1991). In Streifenassays, wo Retina-Axone ihr Substrat
auf dem sie wachsen, aussuchen konnen, wachsen sie bevorzugt auf Laminin (Taylor et al.,
1993). Spezifische Molekiile der extrazelluldren Matrix fordern demnach das Auswachsen
von bestimmten Axonen.

Folgende Mitglieder spielen in C. elegans eine Rolle fiir die Wegfindung der Axone:
Laminin (Ishii et al., 1992), Kollagen XV/XVIII (Ackley et al., 2001), Nidogen (Kim und
Wadsworth, 2000) und Fibronektin (KAL-1, Rugarli et al., 2002). Nidogen beispielsweise
steuert longitudinale Axone in dorsoventraler Richtung und an der Mittellinie. Dabei bindet

es an Laminin und Kollagen IV (Fox et al., 1991).

1.3.4 Die Morphogene Sonic hedgehog und BMPs

Es wurde erst vor kurzem gezeigt, dass die bekannten Morphogene Sonic hedgehog (Shh)
und BMPs (,,bone morphogenetic protein®) in Vertebraten auch das gerichtete Auswachsen
von Axonen regulieren. Diese Proteine haben, wie schon beschrieben, wichtige Funktionen
in Entwicklungsprozessen, die dem Auswachsen von Axonen vorangehen. BMPs
regulieren die friihe Entwicklung und Spezifizierung des Zelltyps. BMP7 wird im
Riickenmark in einer Region exprimiert, die dorsal zu den Kommissuraxonen liegt und dort
eine AbstoBung dieser Axone vermittelt (Augsburger et al., 1999; Butler und Dodd, 2003).
Das C. elegans Protein UNC-129 ist nahe verwandt mit den BMPs und vermittelt eine
Abstoung beim Auswachsen von Pioniermotoraxonen entlang der dorsoventralen Achse
(Colavita et al., 1998; Nash et al., 2000). Shh ist wichtig fiir die Anlage vieler Gewebe. Vor
kurzem konnte gezeigt werden, dass es eine neue Funktion besitzt, ndmlich dass es

anzichend auf Kommissuraxone wirkt (Charron et al., 2003).
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1.3.5 Intrazellulire Signaltransduktion

Trotz groBer Fortschritte bei der Identifizierung von Signalen und Rezeptoren fiir die
axonale Wegfindung ist immer noch unklar, wie diese Signale im Neuron integriert werden
und in Verdnderungen des Zytoskelettes und damit zu Richtungsidnderungen des
Wachstumskegels umgesetzt werden. Nur in wenigen Féllen sind einzelne Komponenten
des Signaliibertragungsweges bekannt. Ephrinrezeptoren sind selbst Protein-Tyrosin-
Kinasen (Drescher, 1997) und auch Protein-Tyrosin-Phosphatasen spielen eine Rolle bei
Auswachsvorgédngen von Axonen (Stoker und Dutta, 1998). Héufig sind intrazellulire
Proteinkinasen an der Signaliibertragung beteiligt, wie pp60 oder p59 bei den I[gCAMs L1
und NCAM (Maness et al., 1996).

Die Rolle von GTPasen der Rho-Subfamilie bei der Modulation des Aktinskeletts ist
vergleichsweise gut untersucht. Mitglieder der Rho-Subfamilie sind bei der Entstehung
verschiedener Aktinstrukturen beteiligt. Vereinfacht dargestellt stimuliert Rho die Bildung
von Lamellopodien, Rac die Entstehung von sogenannten ,,stress fibers® und CDC42 die
von Filopodien (Tapon und Hall, 1997). Im Wachstumskegel kann die selektive
Stabilisierung einzelner Filopodien die Richtung des weitern Auswachsens bestimmen, so
dass iiber die Regulation der durch Rho, Rac und CDC42 induzierten Aktinstrukturen eine
Steuerung des Wachstumskegel denkbar ist. In C. elegans wurde fiir ein Mitglied der Rho-
Subfamilie gezeigt, dass es fiir das korrekte Auswachsen von Axonen und fiir
Zellwanderungen gebraucht wird (Zipkin et al., 1997). Wie diese GTPasen die
Aktinpolymerisation beeinflussen und wie Signale von ausserhalb der Zelle in diese
Regulation eingebunden werden, ist noch weitgehend unbekannt. Insbesondere die
intrazelluldren Komponenten, die dabei beteiligt sind, sind nur unvollstdndig bekannt. Auch
die Regulation der Expression von Signalmolekiilen sowie die Verkniipfung

unterschiedlicher Signalwege ist bisher nur unzureichend bekannt.

1.4 Die Regulation von Signalmolekiilen und Rezeptoren in der axonalen Wegfindung

Die Expression von Signalmolekiilen und ihren Rezeptoren ist rdumlich und zeitlich
reguliert. Transkriptionsfaktoren steuern die axonale Wegfindung indem sie die Expression
von Genen aktivieren oder reprimieren. Komplexe Auswachsentscheidungen werden durch
komplexe Expressionsmuster gelenkt. Einige Mutanten, deren Axone fehlerhaft

auswachsen und die in genetischen Screens in D. melanogaster, C. elegans oder dem Huhn
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identifiziert wurden, sind Mutationen in spezifischen Transkriptionsfaktoren (Lundgren et
al. 1995; Thor und Thomas, 1997; Landgraf et al, 1999; Thor et al., 1999; Baran et al.,
1999; Erkman et al., 2000; Wacker et al., 2003; Clark und Chiu, 2003; Thanos et al., 2003;
Zhang et al., 2004).

Mutationen im LIM HD Gen islet in Drosophila fiihren zu Defekten im axonalen
Auswachsen aber auch in der Dopamin- und Serotoninsynthese in Unterklassen von Inter-
und Motoneuronen, wobei keine Zelltyptransformation stattfindet (Thor und Thomas,
1997). Die Neuronen entstehen und ihre Axone wachsen zum richtigen Zeitpunkt aus,
konnen dann aber keine Biindel bilden. Islet steuert in einigen Interneuronen die Serotonin-
Synthese und in anderen die Dopamin-Synthese. Diese zweite Funktion von Islet ist
zelltypabhéingig je nachdem welche weiteren Transkriptionsfaktoren in einem einzelnen
Neuron vorhanden sind. Das Gen islet kontrolliert demnach zwei Aspekte in der spiten
Stufe der neuronalen Differenzierung. In C. elegans gibt es ebenso mehrere
Transkriptionsfaktoren, die zwei Aspekte der Differenzierung steuern. Die
Transkriptionsfaktoren UNC-86, UNC-30 und SEM-4 beeinflussen die Synthese von
Neurotransmittern und regulieren Aspekte des zielgerichteten Axonauswachsens (Desai et

al. 1988; Jin et al., 1994; Basson und Horvitz, 1996).

Es stellt sich die Frage, wie die Transkriptionsfaktoren das gerichtete Auswachsen von
Axonen regulieren. Viele der Transkriptionsfaktoren die fiir die neuronale Differenzierung
wichtig sind, wirken frith in der Entwicklung von Neuroblasten. Deshalb ist es
unwahrscheinlich, dass sie direkt die Expression der terminalen Differenzierungsgene
kontrollieren. Allerdings gibt es auch einige Beispiele von Transkriptionsfaktoren, deren
Expression auf postmitotische Neuronen beschrénkt ist. Das Gen apterous ist in Drosophila
in einem Teil der Interneurone exprimiert und kontrolliert deren axonales Auswachsen
(Lundgren et al., 1995). In Bezug auf das axonale Auswachsen ist es durchaus denkbar,
dass Transkriptionsfaktoren wie Apterous direkt die Expression von
Zelloberflachenproteinen regulieren, die fiir die Axonbiindelung notwendig sind.

Die meisten Transkriptionsfaktoren, die eine Rolle im Auswachsen von Axonen besitzen,
haben noch weitere Funktionen in der Differenzierung, entweder in anderen Neuronen, zu
einem anderen Zeitpunkt (Landgraf et al., 1999; Doe et al., 1988) oder in anderen Geweben
(Lundgren et al. 1995). Wahrscheinlich sind die Transkriptionsfaktoren die spezifischen
Regulatoren, welche die rdumliche Expression der allgemeinen Signalmolekiile bestimmen.

Aber nur selten wurden Zielgene der Transkriptionsfaktoren gefunden (Erkman et al.,
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2000). Bisher ist kein Transkriptionsfaktor bekannt, der beispielsweise die Expression von
UNC-6/Netrin und seinen Rezeptoren UNC-5 und UNC-40 steuert. Die ektopische
Expression von unc-5 in dem Druckrezeptor AVM in C. elegans verursacht dramatische
Veranderungen im Auswachsen des AVM Axons. Normalerweise exprimiert das AVM
Axon nur den UNC-40 Rezeptor und wichst in ventraler Richtung aus. Wird im
Wachstumskegel zusitzlich unc-5 exprimiert, wéachst das Axon in die entgegengesetzte
Richtung nach dorsal (Hamelin et al., 1993). Dieses Beispiel stellt eindeutig heraus, dass
die Misexpression eines Rezeptors fiir ein Molekiil, das am axonalen Auswachsen beteiligt
ist, starke Fehler beim Auswachsen verursacht. Es bleibt die Frage offen, wie eine
bestimmte Klasse von Neuronen das passende Set an Rezeptoren und Komponenten der
Signaltransduktion exprimiert. Die Regulation der Expression von Signalmolekiilen und

Rezeptoren ist sehr wichtig fiir das Verstdndnis von axonaler Wegfindung.

1.5 Caenorhabditis elegans als Modellorganismus

Wie beschrieben sind fiir das zielgerichtete Auswachsen von Axonen konservierte
Mechanismen verantwortlich, fiir deren Untersuchung sich der Fadenwurm Caenorhabditis
elegans als Modellorganismus sehr gut eignet (Brenner 1974). Er zdhlt zu den derzeit
wichtigsten Modellorganismen fiir die Untersuchung von biologischen
Entwicklungsvorgingen. Als adulter Wurm ist er ungefidhr einen Millimeter lang und
besitzt einen einfachen Kdrperaufbau mit einer niedrigen Zellanzahl von 959 somatischen
Zellen. Der Bodenbewohner wird auf Agarplatten kultiviert, wo er sich von Bakterien
erndhrt (Wood 1988; Sulston und Horvitz, 1988). Unter Normalbedingungen bei 20°C
dauert die Entwicklung vom Ei {iber vier Juvenilstadien, genannt L1 bis L4, zum
fruchtbaren erwachsenen Tier nur drei und einen halben Tag (Sulston und Horvitz 1977;
Sulston et al., 1983). Die Population besteht fast nur aus Hermaphroditen, die sich durch
Selbstbefruchtung vermehren. Ménnchen treten in der Natur mit einer sehr niedrigen
Haufigkeit von 0,2% auf. Die Staimme werden normal asexuell propagiert, so dass sie
Klone bilden. Kreuzungsexperimente sind durch Verpaarung von Ménnchen mit
Hermaphroditen moglich. Dadurch sind genetische Studien einfach und viele Mutanten
konnten bisher untersucht werden. Bei 20°C legen die Hermaphroditen etwa 300 Eier, so
dass eine hohe Nachkommenzahl gewihrleistet wird (Hodgkin, 1988). Ein bedeutender
Vorteil des Fadenwurms als Modellsystem ist das Phdnomen der Zellkonstanz. Das

Schicksal jeder einzelnen Zelle, von ihrer Entstehung bis hin zu ihrer Position im
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erwachsenen Tier ist zeitlich und rdumlich festgelegt und kann am Mikroskop verfolgt

werden (Sulston und Horvitz, 1977; Kimble und Hirsh, 1979; Sulston et al., 1983).

1.5.1 Das Nervensystem in C. elegans

Das Nervensystem von C. elegans ist einfach und besteht aus 302 Zellen. Das gesamte
Nervensystem eines adulten Hermaphroditen wurde von White und Kollegen anhand von
Elektronenmikroskopaufnahmen von Serienschnitten rekonstruiert und detailliert
beschrieben (White et al. 1986). Die Entwicklung des Nervensystems und die Verschaltung
der Neurone ist invariant, das heifit von Tier zu Tier nahezu identisch. Deshalb ist C.
elegans besonders gut geeignet, um bisher unbekannte Gene zu identifizieren, die beim
Auswachsen der Axone eine wichtige Rolle spielen. Sogar kleinere Abweichungen von der

normalen Entwicklung konnen erkannt werden.

Dorsalstrang Kommissur

Kopfganglien

Schwanzganglien
Ventralstrang

Abb.6: Das Nervensystem in C. elegans
Diese konfokale Aufnahme eines Tieres zeigt alle Nervenzellen. Sie sind mit GFP markiert, das unter der
Kontrolle eines neuronenspezifischen Promotors exprimiert wurde.

In C. elegans liegen die meisten Zellkorper der Neurone in Kopf- und Schwanzganglien.
Die meisten Axone sind Teil des Nervenringes. Zwei longitudinale Axonbiindel bilden den
Ventral- bzw. Dorsalstrang. Die Motoneuronzellkorper liegen entlang des Ventralstranges
verteilt und senden ihre Kommissuren direkt zum Dorsalstrang. Die Interneuronzellkdrper
liegen in Kopf- und Schwanzganglien und senden ihre Axone in den Ventralstrang.
Sensorische Neurone liegen in Kopfganglien und ihre Dendriten verlaufen zur Nasenspitze.
Die Interneurone bilden das Zwischenglied der sensorischen Neuronen und Motoneuronen.
Der Ventralstrang in C. elegans hat ein linkes und ein rechtes Biindel, die durch einen
Epidermiswulst getrennt sind. Aber anders als in Vertebraten oder Drosophila ist der
Ventralstrang in C. elegans asymmetrisch (White et al., 1986). Die meisten Neurone, die
Axone in den Ventralstrang schicken, haben ihre Zellkdrper in bilateralen Symmetrie-
Paaren. Trotzdem beinhaltet der rechte Ventralstrang iiber 40 Axone, wihrend der linke

Ventralstrang nur aus vier Axonen besteht. Die meisten Neurone, deren Zellkorper links
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liegen, haben Axone die am vorderen Ende des Ventralstranges auf die rechte Seite
iiberkreuzen, wihrend Axone von Zellkorpern auf der rechten Seite ipsilateral bleiben.

In C. elegans ist das Kreuzen der Mittellinie nur zu beobachten, wenn das Axon zuerst den
Ventralstrang erreicht, was normaler Weise am anterioren oder posterioren Ende geschieht.
Diese einfache Entscheidung, ob das Axon die Mittellinie kreuzt oder nicht, entwickelte
sich zu einem grundlegenden Modell fiir das axonale Auswachsen. Es diente als
Ausgangsbasis fiir mehrere genetische Screens in C. elegans und D. melanogaster, wobei
einige Gene identifiziert wurden, die fiir das zielgerichtete Auswachsen der Axone
notwendig sind.

Inzwischen ist die vollstindige Sequenz des C. elegans Genoms bekannt (The C. elegans
Sequencing Consortium, 1998), was die molekulare Identifizierung von Genen erleichtert.
Aufgrund der Transparenz von C. elegans kann das Auswachsen der Axone im lebenden
Organismus unter dem Mikroskop beobachtet werden. Uber die Erzeugung zufilliger
Mutationen wurde bereits eine Reihe von Genen identifiziert, die an verschiedenen

Aspekten von Zell- und Axonwanderungen beteiligt sind.

1.6 Vorarbeiten: Genetische Screens in C. elegans

Die Ausgangsbasis dieser Arbeit waren genetische Screens in C. elegans, die durchgefiihrt
wurden, um neue Gene zu identifizieren, die am zielgerichteten Auswachsen von Axonen
beteiligt sind. In herkdmmlichen Screens wurde nach Unc-Mutanten (,,uncoordinated*)
vorselektioniert, die Bewegungsdefekte zeigten. Die Unc-Mutanten besalen Defekte im
neuromuskuldren Schaltkreis, die in vier verschiedene Klassen unterteilt werden konnten:
(1) Defekte in neuronalen Netzwerken, die von Fehlern beim Auswachsen der Axone
verursacht wurden. (2) Defekte in der Neurotransmission, wobei Gene mutiert waren, die
fiir die synaptische Weiterleitung oder fiir die Herstellung des Transmitters zustindig
waren. (3) Defekte in der neuronalen Differenzierung. (4) Defekte in der Entwicklung und
Funktion der Muskeln. In diesen Screens wurden demnach hédufig Gene identifiziert, durch
deren Mutation keine axonalen Defekte entstanden. Um dies zu umgehen haben wir die
Vorteile von fluoreszierenden Proteinen, die man als spezifische Zellmarker verwenden
kann, genutzt. Unser Untersuchungsobjekt waren Interneurone, die mit einem Marker
sichtbar gemacht werden konnten, bei dem GFP unter der Kontrolle des Promotors des
Glutamat-Rezeptorgens exprimiert wurde (g/r-1::GFP). Tiere, die den Interneuron-Marker

exprimierten, wurden mit Ethylmethansulfonat, das Punktmutationen verursacht,
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mutagenisiert. Auf diese Weise konnten wir in den Screens direkt unter dem Mikroskop
nach axonalen Auswachsdefekten suchen. In der zweiten Generation wurden Tiere isoliert,
die Defekte im Auswachsen der Interneuronaxone besallen. Dabei konnten Mutanten
isoliert werden, die nur geringfiigige axonale Defekte aufweisen, ohne anderweitige
sichtbare Defekte. Die Interneuronaxone verlaufen im Normalfall alle im linken Teil des
Ventralstranges. Es wurden Mutanten identifiziert, deren Axon(e) falschlicher Weise auf
die rechte Seite wechselte(n). Auf diese Weise isolierten wir einige neue Gene, die wir ast

(,,axonal steering®) nannten.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Das Auswachsen von Axonen ist ein sehr wichtiger Aspekt der neuronalen Differenzierung.
Noch ist das Wissen iiber den gesamten Ablauf dieses komplexen Vorgangs liickenhaft. Ein
besseres Verstindnis der molekularen Abldufe sollte wichtige Einblicke in die
Verkniipfung von neuronalen Verbindungen, die ganze Netzwerke ausbilden, liefern. Ziel
dieser Arbeit ist die molekulare Charakterisierung der ast-/ (axonal steering) Mutanten in
C.elegans, die aus einem genetischen Screen nach Mutanten mit Defekten in der axonalen
Wegfindung erhalten wurden. Im Fokus steht dabei die Identifizierung und Klonierung des
von der Mutation betroffenen Gens. Um die Funktion des klonierten Gens moglichst
vollstindig zu studieren, ist es notwendig, das gesamte Spektrum der Defekte zu
charakterisieren. Es soll festgestellt werden, ob auer den Interneuronen noch andere
Klassen von Neuronen Defekte in der axonalen Wegfindung aufweisen. Dariiber hinaus
sollte der Phénotyp der isolierten Punktmutanten so wie der Deletionsmutanten, die
Nullallele darstellen, hinsichtlich Differenzierung und Morphologie aller Organe untersucht
werden. Um das zu charakterisierende Gen in einen funktionellen Kontext zu stellen, wird
die genetische Interaktion mit anderen Genen, die beim Auswachsen von Axonen beteiligt

sind, analysiert.
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2 Ergebnisse

2.1 Axonale Auswachsdefekte in ast-1 Mutanten

In dieser Arbeit wurde das Gen ast-1 identifiziert und charakterisiert. Zwei Allele von ast-1
wurden, wie in der Einleitung beschrieben, aus einem Screen isoliert, in dem nach
Auswachsdefekten der Interneuronaxone gesucht worden war. Ein erster Schritt in der
Untersuchung der Allele war die Charakterisierung der Defekte der Interneurone und die

Uberprufung anderer Neuronenklassen auf fehlerhaftes Auswachsen von Axonen.

2.1.1 Die Interneurone in ast-1(rh300) und ast-1(hdl) Mutanten

Untersuchung der gir-1::gfp exprimierenden Interneurone

Anhand der Defekte in den Interneuronaxonen sind die beiden Mutanten r2300 und hdl
isoliert worden. Das Gen glr-1 kodiert fur eine Untereinheit des AMPA Glutamat-
Rezeptors und wird in einigen Interneuronen exprimiert (Hart et al., 1995; Maricq et al.,
1995). Zwei der mit GFP markierten Interneuronzellkorper (PVCL/R) liegen im Schwanz
und drei im retrovesikuldren Ganglion (AVG, RIGL/R). Die Zellkorper der Neuronenpaare
AVA, AVB, AVD, AVE, AV]J, AIB, RIM, RIS, RME und RMD sind im Kopfganglion

lokalisiert.

WT ast-1

Abb.7: Auswachsdefekte der Interneuronaxone in ast-1(rh300)

A und B sind Seitenansichten, wobei sich anterior links und ventral unten befindet. A: Vom Kopfganglion aus
wachsen alle Interneuronaxone durch einen Ausgang aus dem Nervenring als ein Buindel (Ventralstrang) in
Richtung posterior. B: In ast-1(rh300) Mutanten finden manche Axone den Ausgang aus dem Nervenring
nicht und verlaufen stattdessen in lateraler Position (Pfeil).

C und D: Der Ventralstrang ist hier in der Aufsicht zu sehen und anterior ist links. C: Im WT Wurm ist der
Ventralstrang ein Biindel, das auf der rechten Seite verlauft. D: Hingegen ist in ast-1(rh300) Mutanten der
Ventralstrang defaszikuliert, d.h. manche Interneuronaxone (Pfeil) kreuzen in das linke Biindel.

Die Balken stellen 20 ym dar.
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Die Axone der Interneurone AVA, AVB, AVD und AVE verlassen in WT Tieren den
Nervenring in ventraler Position und wachsen als Ventralstrang in Richtung posterior aus
(Abb.7A). In ast-1(rh300) Mutanten hingegen erreichten einzelne Interneuronaxone den
Ventralstrang nicht und verliefen stattdessen in einer lateralen Position (sieche Abb.7B).
Wihrend der Ventralstrang in WT Tieren dicht gebuindelt war (Abb.7C), konnten in 72300
und hdl Mutanten die Interneuronaxone defaszikuliert sein und vom rechten in das linke
Buindel kreuzen (Abb.7D).

Die beiden Mutanten von ast-1, rh300 und hdl, zeigten denselben axonalen Phanotyp, da
die Qualitat und Penetranz der Defekte sehr ahnlich war (Tab.1). Das Uberwechseln im
Ventralstrang vom rechten in das linke Buindel konnte in 35% der rh300 Tiere und in 31%
der hdl Tiere beobachtet werden. Ob die Axone einmal oder mehrmals die Mittellinie
kreuzten, kam ebenfalls in beiden Allelen gleich hédufig vor. Laterale Axone waren in 8%

der rh300 Tiere und in 12% der hdl Tiere zu erkennen.

WT ast-1

rh300 hdl
Interneuron-Defekte (glr-1::gfp) [%]
Ventralstrang:
einmal Uberwechseln 1 19 17
mehrmals Uberwechseln 0 16 14
lateral verlaufendes Axon:
stoppt anterior der Vulva 0 1 6
stoppt posterior der Vulva 1 7 6
Gesamtzahl der Defekte 2 43 43

n=115 n =144 n=156

Tab.1: Axonale Defekte der Interneuronaxone in ast-I Mutanten

Es wurden L4 und adulte Tiere, bei denen gfp unter der Kontrolle des gir-1 Promoters exprimiert wurde, mit
einer 640 x VergroBerung mikroskopiert. Dabei wurden die Interneuronaxone im Ventralstrang und lateral
verlaufende Axone untersucht und ausgezihlt. n = Gesamtzahl der untersuchten Tiere

Die AVA, AVD, AVE und PVC Interneurone

Um herauszufinden, welche Interncurone falsch auswachsen, wurden sie mit verschiedenen
Markern in Untergruppen eingeteilt. Das Gen nmr-1 kodiert fiir eine Glutamat-
Rezeptoruntereinheit (N-methyl-D-aspartat, NMDA) und wird in AVA, AVD, AVE und

PVC Interneuronen exprimiert (Penelope et al., 2001). Dadurch konnte in Tieren, die

glr-1::yfp exprimierten, diese Interneuron-Subpopulation zusitzlich mit nmr-7::DsRed
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markiert werden. In 75% der Fille, in denen Internecuronaxone fehlerhaft links verliefen,
waren Mitglieder der nmr-1 Subpopulation dabei (n = 12). In 17% der Tiere verliefen nur
Axone der nmr-1 Population falsch. Demnach ist die nmr-1 Untergruppe der Interneuronen

héufig beteiligt am Kreuzen der Mittellinie.

Die AVE Interneurone

Die Axone der AVE Interneurone wurden mit opt-3::GFP markiert und kreuzen normal die
Mittellinie zur kontralateralen Seite im Nervenring, wenden sich dann nach posterior und
minden in den Ventralstrang. In 19% der ast-1(rh300) mutanten Wirmer erreichten die
AVE Axone nicht den Ventralstrang, sondern verliefen in einer lateralen Position (n = 85).
Allerdings war dies auch in 11% der Tiere des Kontrollstammes, der nur opt-3::GFP besal,
der Fall (n = 63). Die Defekte in ast-1(rh300) waren gegenuber dem Kontrollstamm anhand
des Chi-Quadrat-Tests nicht signifikant.

Die PVQ Interneurone

Das Gen sra-6 kodiert fiir einen chemosensorischen Rezeptor (Serpentin-Rezeptor) und
wird in dem Interneuronenpaar PVQL/R exprimiert. Der sra-6::DsRed Marker zeigt die
PVQ Zellkorper, die in dem im Schwanz gelegenen Lumbar-Ganglion liegen und die
Axone, die jeweils entsprechend der Position der Zellkdrper im rechten oder linken Biindel
des Ventralstranges bis in den Nervenring verlaufen. Die PVQ Axone verlaufen in der

ast-1(rh300) Mutante ebenso (n = 50).

Die Interneuronaxone und der Pionier AVG

Das Interneuron AVG wurde als Pionier des rechten Axonbiindels im Ventralstrang
identifiziert (R. M. Durbin, PhD thesis, University of Cambridge, 1987). Die PVP
Zellkorper liegen am posterioren Ende des Ventralstranges. Thre Axone kreuzen die
Mittellinie um im kontralateralen Axonbiindel Richtung anterior auszuwachsen. Das PVPR
Axon ist der Pionier des linken Axonbiindels im Ventralstrang. Der Marker odr-2::cfp wird
in den beiden Pionieren AVG und PVP exprimiert. Somit war es moglich im selben Tier
die Interneurondefekte in Abhéngigkeit der Pionieraxone zu untersuchen.

Es wurden Tiere analysiert, bei denen die Interneuronaxone falschlicherweise vom linken
in das rechte Biindel kreuzten. AnschlieBend wurde in denselben Tieren mit dem odr-
2::CFP Marker der Verlauf der Pionieraxone untersucht. In der Mehrzahl der Tiere (70%

bei n = 13) verliefen auch die Pionieraxone auf der falschen linken Seite.
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2.1.2 Die Motoneurone in ast-1(rh300) Mutanten

Um herauszufinden, ob neben den Axonen der Interneuronen auch die der Motoneurone
Auswachsdefekte zeigen, wurden die VC, DA, DB und D-Typ Motoneuronklassen

untersucht.

Die VC Motoneurone

Der Marker nls96, der gfp unter der Kontrolle des lin-11 Promotors exprimiert, markiert die
VC Motoneurone (Hobert et al., 1998). Die Motoneuronzellkorper und ihre Axone liegen
entlang des Ventralstrangs und werden von Interneuronen oder anderen Motoneuronen
innerviert. Ihre Hauptfunktion ist die Innervierung der Vulvamuskeln und der ventralen
Korpermuskeln. In WT Tieren besitzen die VC Motoneurone zwei Nervenfortsatze, die im
Ventralstrang in Richtung anterior bzw. posterior verlaufen. In 33% der ast-1 mutanten

Wirmer waren die Axone im Ventralstrang defaszikuliert und manche VC Zellkorper

besallen mehr als zwei Nervenfortsatze (Abb.8B).

Abb.8: Auswachsdefekte der Axone der VC Neuronen in as?-1(rh300)

Der Ventralstrang ist hier in der Aufsicht zu sehen und anterior ist links. A: In einem WT Tier verlaufen die
Axone zwischen den VC-Zellkorpern in einem Bundel. B: Dieses Bundel ist in asz-1(rh300) defaszikuliert,
d.h. manche Axone wachsen vom Zellkorper direkt in das linke Bundel des Ventralstranges aus oder kreuzen
spater vom rechten in das linke Buindel. Die Balken stellen 20 ym dar.

Die DA, DB und D-Typ Motoneurone

Mit Hilfe des Markers hdls22 (unc-129::CFP, unc-47::DsRed2) wurden die DA, DB und
D-Typ Motoneurone der ast-1(rh300) Mutanten untersucht. Das Gen unc-129, das fur
TGFp (Tumor Growth Factor) kodiert, wird in den DA und DB exzitatorischen
Motoneuronen exprimiert (Colavita et al., 1998). Zur Analyse dieser Klassen von
Motoneuronen wurde cfp unter der Kontrolle des unc-129 Promotors exprimiert. In WT
Tieren verlaufen die Kommissuren von den Zellkorpern DA2 und DB3 zusammen auf der
rechten Seite zum Dorsalstrang. Die Kommissuren der nachfolgenden DA3, DB4, DA4,
DB5 und DAS Neurone wachsen auf der linken Seite zum Dorsalstrang. Veranderungen an
diesem Muster sind einfach zu erkennen. Das Auswachsen der Axone in ast-1(rh300)
Tieren verlief normal und die Kommissuren erreichten den Dorsalstrang in einer geraden

Projektion auf der richtigen Seite. Das fluoreszierende Protein DsRed2 wurde unter der
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Kontrolle des unc-47 Promotors in den inhibitorischen D-Typ Motoneuronen exprimiert
(MclIntire et al., 1997). Samtliche Kommissuren dieser Motoneurone verlaufen in
Wildtyptieren von den Zellkorpern aus auf der rechten Seite zum Dorsalstrang. Dies war
auch in ast-1(rh300) Mutanten so, wo alle Kommissuren den Dorsalstrang in einer geraden
Projektion erreichten. Die DA, DB und D-Typ Motoneurone sind von der Mutation in as?-/

nicht betroffen.

2.1.3 Die sensorischen Neurone in ast-1(rh300) Mutanten

Es wurden verschiedene sensorische Neurone mit Fluoreszenzmarkern oder durch

Anfarbung mit einem lipophilen Farbstoff untersucht.

Die inneren Labialneurone IL2

Die inneren Labial-Neurone IL2, IL2V und IL2D konnten mit dem odr-2::CFP Marker
analysiert werden. Die Zellkorper der drei Neuronenpaare liegen posterior des ersten
Pharynx-Bulbus und ihre Endigungen penetrieren durch eine kleine Offnung in der
Kutikula. Die Axone verlaufen in WT Tieren und der ast-1(rh300) Mutante in derselben

Weise.

Die Amphid- und Phasmid-Neurone

Mit dem lipophilen Farbstoff Dil kénnen die sensorischen Neurone, die Offnungen nach
auBen besitzen, angefarbt werden (Kapitel 4.2.5.1). Die vier Phasmid-Neurone PHAL/R
und PHBL/R liegen im Schwanz und ihre Axone erreichen das pridanale Ganglion und
miinden von dort aus in den Ventralstrang. Die sensorischen Endigungen hingegen liegen
weiter hinten im Schwanz an der Kutikulaoberfliche und konnen Reize aus der Umgebung
aufnehmen. In ast-1(rh300) Mutanten erreichen die Axone der Phasmid-Neurone den
Ventralstrang ohne Ausnahme (n = 51). Das Wachstum der PHA und PHB Axone ist in
ast-1 Mutanten nicht beeintrachtigt.

Das chemosensorische Amphid-Neuronenpaar ASH wurden mit dem sra-6.:DsRed Marker
sichtbar gemacht. Die Zellkorper der beiden Amphid-Neuronen liegen im Kopfganglion
und die Axone verlaufen im Nervenring. Die dendritischen Fortsdtze erreichen die Nase,
wo sie sensorische Reize aufnehmen konnen. Das Auswachsen dieser Nervenfortsitze ist in

der ast-1(rh300) Mutante nicht beeintrichtigt (n = 50).
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Die Druckrezeptoren

Die sechs Druckrezeptoren AVM, PVM, ALML/R und PLML/R wurden mit dem
mec-4::GFP Reporter markiert. Die Druckrezeptoren reagieren auf Berithrung mit einem
feinen Haar. Die Axone dieser Nervenzellen verliefen in der ast-1(rh300) Mutante genauso

wie in WT Tieren.

2.1.4 Das gesamte Nervensystem in ast-1(rh300) Mutanten

Mit dem panneuralen Marker evls/// wurden alle Nervenzellen markiert, wobei ein
komplexes Expressionsmuster entstand, das einen allgemeinen Uberblick lieferte. Es waren
alle Kommissuren und lateral verlaufenden Axone sichtbar. Die Einzelauflosung geht
allerdings verloren, so dass zur genaueren Untersuchung Einzelaspekte ausgewéhlt wurden.
Der Dorsalstrang war in WT Tieren wie in ast-1(rh300) Mutanten dicht gebiindelt. Die
Axone der Neurone des PDE Clusters verliefen auch in der Mutante direkt zum
Ventralstrang. Alle Kommissuren konnten untersucht werden und waren ohne
Verzweigungen auf direktem Weg zum Dorsalstrang ausgewachsen. Die lateralen Axone
verliefen wie in WT Tieren in einer geraden Projektion. Zusammenfassend war das
Nervensystem intakt und die Auswachsdefekte der Axone der Interneurone und der VC

Motoneurone sind die einzigen, sehr spezifischen Defekte in ast-1(rh300) Mutanten.

2.2 Rh300 und hdl sind verschiedene Allele desselben Gens ast-1

Die beiden Allele des Gens ast-1 (axonal steering), #2300 und hdl, wurden unabhingig
voneinander aus genetischen Screens isoliert und zeigten sehr dhnliche Phéinotypen.
Desweiteren waren beide Mutationen an rol-6(el87) auf Chromosom II gekoppelt und
wurden autosomal rezessiv vererbt. Dies legte die Vermutung nahe, dass es sich um zwei
verschiedene Allele desselben Gens handelte. Anhand einer Komplementationskreuzung
konnte dies untersucht werden. Zwei Gene komplementieren sich, wenn trans-heterozygote
Tiere keine der charakteristischen Merkmale zeigen, die die Einzelmutanten ausweisen.
Dies beweist dann, dass die Mutationen in unterschiedlichen Genen liegen.

Es war niitzlich, die heterozygoten von den homozygoten Wiirmern unterscheiden zu
konnen. Aus diesem Grund wurde 2300 an dpy-10(el28) und hdl an rol-6(el87)
gekoppelt in die Kreuzung eingesetzt. Dpy-10 (dumpy) Wiirmer konnten leicht aufgrund

ithrer kurzen und dicken Korperform erkannt werden. Ro/-6 Mutanten rollten im Kreis, was
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ebenso einfach sichtbar war. Rh300 und hd1, gekoppelt an ihren jeweiligen Marker, wurden
in trans gebracht und die heterozygoten F1 Tiere, die keine Dpy- und keine Roller-Tiere
waren, auf axonale Defekte untersucht. Da die heterozygoten Tiere Defekte im Auswachsen
der Axone zeigten, war klar: 74300 komplementierte 4d/ nicht und somit waren beide

Allele desselben Gens asi?-1.

2.3 Kartierung und Klonierung von asz-1

Um die Frage zu kldren, welches Gen fiir das falsche Auswachsen der Axone
verantwortlich ist, war es essentiell, die verantwortliche Mutation zu kartieren und das Gen
ast-1 zu klonieren. Zur Kartierung wurden sowohl genetische, sichtbare Marker wie auch

polymorphe DNS Sequenzen eingesetzt.

2.3.1 Kopplungsanalysen

Die Kartierung eines Gens beginnt mit der Zuordnung des Gens zu einer Kopplungsgruppe
(Chromosom). Das Auskreuzen (siehe Kapitel 4.2.4.3) der Mutante hatte gezeigt, dass
ast-1(rh300) und ast-1(hd1) gekoppelt an rol-6(el87) auf Chromosom II und autosomal
rezessiv vererbt wurden. Um die Position von ast-1 auf Chromosom II zu verifizieren und
zu verfeinern, wurden die folgenden Zwei- und Drei-Faktor-Kreuzungen durchgefiihrt. Die
Bestimmung der Rekombinationshiufigkeit zwischen asz-/ und einem oder zwei bekannten

Markern erlaubt eine relativ genaue Positionierung auf der genetischen Karte.

Zwei-Faktor-Kreuzung mit dpy-10

Eine Zwei-Faktor-Analyse erlaubt es, den Abstand eines unbekannten Gens zu einem
bekannten Markergen zu bestimmen. Das Markergen dpy-10(el28) liegt genau im Zentrum
von Chromosom II und homozygote dpy-10 Tiere konnen leicht anhand ihres Dumpy-
Aussehens erkannt werden (Dpy-Tiere). Durch Kreuzung wurden Tiere erzeugt, die den
dpy-10 Marker und ast-1(rh300) in trans trugen. In der ndchsten Generation wurden 36
Dpy-Tiere vereinzelt und deren Nachkommen auf axonale Defekte untersucht. Die
Nachkommen von vier Tieren zeigten fehlgeleitete Axone. Diese trugen also zusétzlich die

ast-1 Mutation und waren demzufolge Rekombinanten.
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Die Rekombinationshéufigkeit ergibt sich nach folgender Formel:

£+B=2x£x1_—px4
AB 2 2

B: Anzahl der Rekombinanten

AB: Anzahl der Dpy-Tiere

p = 0,01 entspricht 1% Rekombinationswahrscheinlichkeit = 1 cM

Aus dieser Berechnung ergab sich, dass ast#-1 ungefdhr 6 cM von dpy-10 entfernt liegt.

Drei-Faktor-Kreuzung mit unc-104 dpy-10

Mit Hilfe einer Drei-Faktor-Kreuzung kann ein Gen im Verhéltnis zu zwei bekannten
Markern eingeordnet werden. Um herauszufinden, ob ast-1 rechts oder links von dpy-10
liegt, wurde eine Drei-Faktor-Kreuzung mit unc-104(e1265) dpy-10(el28) durchgefiihrt
(siche Abb.9). Unc-104 (uncoordinated) Wiirmer sind leicht an ihrer Bewegungsunfahigkeit

zu erkennen.

dpy-10 unc-104
Chr. Il _, )4

ast-1 Rekombination
1cM Dpy nicht Unc
Unc nicht Dpy

Abb.9: Schematische Darstellung von Chromosom IT mit den Markergenen dpy-10 und unc-104

In dieser Drei-Faktor-Kreuzung wurden Rekombinanten zwischen dpy-10 und unc-104 gesucht, die 0,2 cM
auseinander lagen. Dpy nicht Unc Rekombinanten besaen kein ast-1(rh300), wihrend die einzige Unc nicht
Dpy Rekombinante ast-1(rh300) hatte. Entsprechend lag ast-1 sehr wahrscheinlich links von dpy-10.

Dpy-10 unc-104 wurde in trans zu ast-1 gebracht und unter den Nachkommen solche
Wiirmer gesucht, die zwischen den beiden Markern rekombiniert hatten, die also Dpy nicht
Unc oder Unc nicht Dpy waren. Diese seltenen Rekombinanten wurden vereinzelt und
durch Selbstbefruchtung vermehrt, um sie auf axonale Defekte hin zu untersuchen. Welche
der beiden Rekombinanten ast-1(rh300) besal, gab die Richtung an in der ast-1 lag
(Abb.9). Nur die Unc nicht Dpy Rekombinante zeigte axonale Defekte und besall demnach

ast-1(rh300). Somit konnte angenommen werden, dass ast-1 links von dpy-10 liegt.
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2.3.2 Kartierung mittels der snip-SNP Methode

Um den Kartierungsbereich weiter einzuschrinken, wurde im Folgenden die snip-SNP
Kartierungsmethode angewendet, die in Kapitel 4.2.6 beschrieben ist. Dabei macht man
sich zu nutze, dass sich zwei natiirlich vorkommende C. elegans Isolate durch ,single
nucleotide polymorphisms® (SNPs) unterscheiden. Eine grosse Anzahl von SNPs konnen,
als Folge der Modifizierung einer Restriktionsschnittstelle, als ,,restriction fragment length
polymorphism*“ (RFLP) identifiziert werden. Da die Penetranz der axonalen
Auswachsdefekte im Ventralstrang 32% betrug und die Defekte meist geringfiigig waren,
war es zeitaufwendig, Wiirmer mit Mutationen in as¢-/ zu identifizieren. Wenn die Wiirmer
als ast-1 Mutanten identifiziert waren, hatte die snip-SNP Methode den Vorteil, dass man
ohne weitere Mikroskopierschritte beliebig viele Marker testen und somit schnell eine
relativ genaue Position auf der Genkarte erarbeiten konnte.

Die Mutationen ast-1(rh300) und ast-1(hdl) wurden in dem genetischen Hintergrund N2
Bristol generiert. Zur Kartierung von ast-/ wurden die beiden mutanten Staimme mit
CB4856 Hawaii gekreuzt, um Rekombinanten zwischen den beiden Isolaten zu finden, die
Auskunft tiber den Lokus von ast-1 geben konnten. Von den Nachkommen wurden
insgesamt 400 Roller vereinzelt und deren Nachkommen mit einem hochvergroflernden
Fluoreszenzstereomikroskop anhand des GFP Markers auf axonale Defekte hin untersucht.
Insgesamt wurden 49 Isolate gefunden, die axonale Defekte in den Interneuronen
aufwiesen. Von diesen Isolaten wurden Lysate (#1 - #49) hergestellt, die fiir die snip-SNP
Analyse verwendet wurden. Ahnlich wurde mit dem zweiten Allel hd! verfahren und die
Lysate der rekombinanten Nachkommen #50 - #52 fiir dieses Experiment verwendet.

Mit den Lysaten aller 52 isolierten Kreuzungsnachkommen wurden im ersten Schritt snip-
SNP Marker getestet, die das gesamte Chromosom II in grosseren Abstdnden abdeckten
(SNP 1, 6, 9, 13, 18 und 19). Wie in Kapitel 4.2.6 beschrieben, wurden PCR Produkte
hergestellt, die anschlieBend mit dem entsprechenden Restriktionsenzym verdaut wurden.
Die PCR Produkte von einer N2 oder CB5648 Matrize ergaben unterschiedliche
Verdaufragmente, anhand derer die Herkunft des Markers festgestellt wurde. Danach
wurden die Lysate jener Rekombinanten, deren Rekombinationsort Aufschlufl iiber die
Position von ast-1 gab, mit den Markern SNP 7, 8, 11 und 12 in engeren Abstinden weiter
getestet. Es zeichnete sich anhand des Rekombinationsortes der Klone #22, #23, #50, #51,
#52 ab, dass ast-1 zwischen den Markern SNP 9 und SNP 11 liegen musste (siche Tab.2).

Von den heterozygoten Klonen #22 und #23 wurden Wiirmer mit axonalen Defekten
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subkloniert (#22a und #23a), damit ast¢-1(rh300) homozygot vorlag. Zwischen SNP 9 und
SNP 11 lagen keine weiteren bestétigten SNP Marker vor, deshalb wurden die Marker SNP
22 bis 34 mit Hilfe der SNP Datenbank des Genome Sequencing Center in St. Louis, USA

eigenstindig erarbeitet.

Klon #22a #23a #50 #51 #52
Snip-SNP Position
Marker Chr. I

cM

9 -6,25 HH BB HH HH HH
33 -5,92 BB - HH HH BB
34 -5,54 BB - BB HH BB
32 -5,46 BB - BB HH BB
22 -5,03 BB BB BB BB BB
23 -4,55 BB BB BB BB BB
24 -3,98 BB HH BB BB BB
27 -3,33 - HH BB - BB
28 -2,82 - HH - - -
11 -1,95 - HH BB BB -

Tab.2: Getestete snip-SNP Marker der Klone # 22a, 23a, 50, 51, 52 auf Chromosom I
Schematische Darstellung von 5 ausgewihlten Klonen, deren Rekombinationspunkte die Position von ast-1
eingrenzen. B = Bristol Marker, H = Hawaii Marker

SNP 1 SNP 6 SNP9 SNP 11 SNP 13 SNP 18 SNP 19

-17.8 -7,65 -6,25 -1,95 0,11 55 10,85
Chr. ] s — p— : :
57% 33% 26% 33% 39% 47% 67%
n=23 n=21 n=23 n=18 n=23 n=17 n=6
SNP ? SNP ?:3 SNP Sfl ISNP 32 SINP 22 SNIP 23 SNI? 24 SNFI’ 27 SNFI' 28 SNF‘I iR
i <7 >
Rekombinante #23a ast-1

Rekombinante #51

== Hawaii CB4856
= Bristol N2

Abb.10: Analyse der snip-SNP Marker auf Chromosom II in asz-1(rh300) Rekombinanten

Die Haufigkeit der CB4856 Allele zu den N2 Allelen wurde fiir jeden Marker bestimmt und in Prozent
angegeben. n = Anzahl der rekombinierten Chromosomen getestet mit dem entsprechenden Marker

Anhand der Analyse der Lysate von Wurm #23a und #51 mit den Markern SNP 33, 34, 32,
22,23, 24, 27, 28 konnte der Lokus von ast-1 weiter eingegrenzt werden (siche Abb.10).
ast-1 lag zwischen den Markern SNP 32 und 24, die einen Bereich von ungefdhr 1,5 ctM

(-5,46 cM bis -3,98 cM) umschlossen.
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2.3.3 Kartierung mit Hilfe der Deletion maDf4

Um den Kartierungsbereich weiter einzugrenzen, wurde parallel zur snip-SNP Kartierung
eine Deletionskreuzung durchgefiihrt. Fiir Genkartierungen koénnen Deletionen und
Duplikationen benutzt werden, die einen groflen Teil des C. elegans Genoms abdecken.
Deletionen, die sich iiber mehrere cM erstrecken, erlauben eine Feinkartierung eines
unbekannten Genortes. Liegt das zu untersuchende, mutierte Gen im Bereich einer
Deletion, so ist in heterozygoten Tieren nur die eine mutierte Genkopie vorhanden und es
sollte der entsprechende Mutanten-Phénotyp zu sehen sein. Ist dies nicht der Fall, kann man
annehmen, dass das Gen nicht im Bereich der Deletion liegt.

Heterozygote Tiere, die die Deletion maDf4 in trans zu ast-1(hdl) besallen, wurden auf
axonale Auswachsdefekte hin untersucht. Da die Tiere keine Defekte im Auswachsen der
Axone besallen (n = 58), lag ast-1 nicht unter maDf4. Der Anfangs- und Endpunkt der
Deletion waren angegeben mit —4,11 cM bis —0,45 cM, aber nicht genau bekannt. Es war
sicher, dass vab-1 am weitesten links unter der Defizienz lag und aus diesem Grund diente
vab-1 auf Cosmid M0O3A1 als rechte Grenze des Kartierungsbereiches von ast-1. Diese

Position wurde zur gleichen Zeit von den Ergebnissen der snip-SNP Analyse bestitigt.

-451 -4,11 -3,98 045 0,0

Chr || e} i i
SNP 32 S~ Vab-1
F56D3 SNP 24
ast-1 MO3A1

Abb.11: Vereinfachte Genkarte des Chromosoms II und der Defizienz maDf4

Die Defizienz maDf4 (-4,11 cM bis -0,45 ¢cM) wurde verwendet um die Position von ast-1 auf Chromosom II
zu bestimmen. Die Position von ast-1 konnte auf einen Bereich zwischen vab-1 bzw. SNP 24 auf Cosmid
MO3AT1 und SNP 32 auf Cosmid F56D3 festgelegt werden.

Dies bedeutet auch, dass vab-1 ast-1(hdl) komplementiert, was hilfreich war um
auszuschlieBen, dass es sich bei ast-1(hdl) um ein Allel von vab-1 handelt. Denn vab-1 ist
das Gen des Ephrinrezeptors und mutante Tiere zeigen axonale Auswachsdefekte und

Faszikulierungsdefekte.
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2.3.4 Rettungsexperimente

Um ast-1 schlielich zu identifizieren, wurden sogenannte Rettungsexperimente
durchgefiihrt. Mit der Injektion von Wildtyp-DNS-Kopien eines Gens kann der Phénotyp
der Mutante wie z.B. axonale Defekte, in transgenen Linien gerettet werden. Fiir das
gesamte C. elegans Genom ist ein iiberlappender Satz von DNS Klonen, sogenannten
Contigs, vorhanden. Diese Contigs liegen als Cosmide und kiinstlichen Hefechromosomen
(Yeast Artificial Chromosomes = YACs) vor (Coulson et al., 1986). Die Cosmide tragen 20
bis 40 kb grosse Inserts, wihrend YACs bis zu 400 kb grosse Inserts besitzen konnen. In
den folgenden Experimenten wurden zuerst YACs und spédter die kleineren Cosmide
verwendet, die genomische DNS aus dem bisher bekannten Kartierungsbereich von ast-1/
besallen.

Wie die Klonierung anderer Gene in C. elegans zeigte, sind bei solchen
Rettungsexperimenten nicht alle transgenen Linien gerettet. In einem extrachromosomalen
DNS-Element ist die zu untersuchende DNS in mehreren Kopien vorhanden, so dass es zu
Dosiseffekten kommen kann, d.h. durch eine vermehrte Kopienzahl des Gens grossere
Mengen Protein hergestellt werden, die einen mutanten Phénotyp zur Folge haben kénnen.
Aus diesem Grund sollte die Injektions-DNS sehr niedrig konzentriert sein (ng/pl-Bereich).
Dies hat zur Folge, dass nicht alle transgenen Linien, die das Markerplasmid als
extrachromosomales DNS-Element besitzen, zugleich das Cosmid besitzen. Es gibt daher
Linien, die zwar transgen (in diesem Fall Roller-Tiere) sind, aber keine Rettung des
axonalen Phénotyps zeigen, da die genomische Sequenz des Cosmids nicht vorhanden ist.
Es ist daher notwendig viele Linien zu generieren, um ein zuverldssiges Ergebnis zu

erhalten.

Rettungsexperiment mit kiinstlichen Hefechromosomen

Die YACs Y102C2, Y75H11 und Y97H1 wurden aus Hefen mitsamt der genomischen
Hefe-DNS isoliert (siehe Kapitel 4.2.2). ast-1(rh300) Tiere wurden mit dem
entsprechenden YAC (40-75 ng/ul) und dem Markerplasmid pRF4 (rol-6(sul006)) (100
ng/ul) injiziert. Transgene Tiere, die den dominanten Roller Marker rol-6(sul006) auf

extrachromosomalen DNS-Elementen hatten, konnten als Roller-Tiere identifiziert werden.
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ast-1
-5.46 l -3,98 0.0
Chr. II | } i
SNP 24 SNP 32
. 2/20 !
| Y97H1 i
! 0/10 i
I 450 kb !
. Gerettete Linien
Injizierte YACs PO F1 /Transgene Linien
Y102C2 171 219 2/20
Y97H1 211 153 0/10
Y75H11 177 265 0/21

Abb.12: Rettungsexperiment mit YACs

A: Vereinfachte Darstellung von Chromosom II mit Positionsangabe der YACs und der snip-SNP Marker 24
und 32. Die gesamte Region zwischen den Markern 24 und 32 ist ungeféhr 450 kb grof3. Die Anzahl der
geretteten im Verhéltnis zu der Gesamtzahl der transgenen Linien ist jeweils angegeben.

B: In der Injektionslosung war das YAC in einer Konzentration von 40 - 75 ng/ul enthalten, sowie 100 ng/ul
des Koinjektionsmarkers pRF4 (rol-6(sul0006)). PO ist die Anzahl der injizierten Tiere. F1 ist die Anzahl der
transgenen Roller Nachkommen in der F1 Generation.

Die transgenen Roller-Linien wurden auf axonale Defekte der Interneurone (g/r-1::GFP)
hin untersucht. Um eine sichere Entscheidung treffen zu konnen, ob die Linie gerettet war
oder nicht, wurden mindestens 50 Roller mikroskopiert. Die axonalen Defekte waren
unverdndert in den transgenen Tieren mit Y75H11 und Y97H1 zu erkennen. Die Injektion
von 171 Tieren mit Y102C2 erbrachte 20 unabhéngige Linien, wovon zwei eine wesentlich
niedrigere Haufigkeit von fehlgeleiteten Interneuronaxonen zeigten. Hier hatten nur 8%
bzw. 11% der Roller Auswachsdefekte der Axone, wiahrend die Nicht-Roller und die nicht
geretteten Linien durchschnittlich 49% Defekte hatten, vergleichbar mit as¢-1(rh300). Die
Defekte wurden durch die extrachromosomalen Wildtyp-DNS-Kopien nicht vollstdndig

aufgehoben, aber signifikant reduziert.

Diese erste Rettung des ast-1(rh300) Phénotyps bestitigte, dass ast-1 in der mit snip-SNP
Markern bestimmten Region lag. Zudem konnte der Beweis erbracht werden, dass sich der
Phinotyp generell retten lie. Damit konnten weitere Rettungsexperimente durchgefiihrt

werden, die den Kartierungsbereich in kleinere Abschnitte unterteilten.
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Rettungsexperiment mit Cosmiden

Da Cosmide um den Faktor zehn kleinere Inserts genomischer DNS tragen als YACs,
wurden diese zur weiteren Eingrenzung des ast-/ Lokus herangezogen. Sechs Mischungen
aus 31 verschiedenen Cosmiden, die den gesamten Kartierungsbereich abdeckten, wurden
injiziert. Die Cosmide wurden in einer Konzentration von je 1-2,3 ng/pl und dem
Koinjektionsmarker pFR4 (rol-6(sul006)) (100 ng/ul) in ast-1(rh300) Tiere injiziert.

Transgene Tiere konnten als Roller identifiziert werden.

SNPI 32 Y102C2
1F1
........ E31D5 . CooBI2 oot WO5H3
2F12 —C16A11
)31 H03G23 M02B70
J25H12 ~CO3F10 c11B12
RO3H10 F14F6 KO3A6
—H37P12 K10H11 B0286
B0473 F46C9 (6T — H08G24....
MixF E D MixC MixA
—
ast-1
Gerettete
Mix  Injizierte Cosmide PO F1 Linien
/Transgene
Linien

A H20J04, C31F9, B0286, K0386, C25D11, C11B12,

MO02B10, HO8H09, WO05H3, HO8G24 120 209 0/36
B H08G24, W07B7, TO5C1, B0304 25 302 0/15
C F31D5, F46C9, K10H11, F16F4, M160, CO3F10,

HO03G23, C16A11, C55B12, BA3, CO1F1 134 206 0/28
D F31D5, C12F12, ZK231, C25H12, C15C4 146 400 0/36
E C25H12, FC15C4, RO3H10 208 357 0/24
F C15C4, R03H10, H37P12, B0473 128 195 226

RO3HI0 83 207 0/19

H37P12 77 219 8/15

Abb.13: Rettungsexperiment mit Cosmid Mischungen

A: Schematische Darstellung der Position der Cosmide auf Chromosom II. Die jeweiligen Mischungen fiir die
Injektion sind farbig markiert. Cosmide, die mit mehreren Farben markiert sind, waren in verschiedenen
Mischungen enthalten (C15C4, F31DS5, H08G24). B: In der Injektionslésung waren die Cosmide in einer
jeweiligen Konzentration von 1-2,3 ng/ul enthalten, sowie 100 ng/pul des Koinjektionsmarkers pRF4 (rol-
6(sul0006)). PO ist die Anzahl der injizierten Tiere. F1 ist die Anzahl der transgenen Nachkommen (Rol) in der
F1 Generation.
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Die 165 transgenen Linien wurden mikroskopisch auf axonale Defekte hin analysiert. Die
Untersuchung der 26 transgenen Linien mit der Cosmid Mischung F ergab, dass acht davon
einen schwicheren Phinotyp zeigten. Durchschnittlich waren nur 7% der Roller-Tiere
defekt, im Gegensatz zu 38% bei Nicht-Roller-Tieren. Die Cosmid Mischung F enthielt die
Cosmide C15C4 und RO3H10, die anndhernd dieselbe genomische Sequenz trugen, und
H37P12 und B0473, die ebenfalls fast identisch waren. RO3H10 war zudem in der Cosmid
Mischung E vorhanden, die die axonalen Defekte nicht gerettet hatte. Es war also
anzunehmen, dass die rettende Sequenz auf dem Cosmid H37P12 lag. Um dies zu
bestétigen, wurden in weiteren Rettungsexperimenten die Cosmide RO3H10 und H37P12
mit einer Konzentration von 1 bzw. 10 ng/ul einzeln injiziert. Dabei waren wie erwartet
acht transgene Tiere von insgesamt 15, die H37P12 besalen, gerettet. Transgene Tiere, die
RO3H10 besallen, waren hingegen nicht gerettet. Da RO3H10 den rechten Teil des Cosmids
H37P12 abdeckte, lag ast-1 demnach links auf Cosmid H37P12 und damit links von SNP
32. Dies war unerwartet, da SNP 32 die linke Grenze des Kartierungsbereichs darstellte.
Eine Erklarung dafiir, dass as?-1 links vom SNP Marker lag, kann nicht eindeutig gegeben
werden, da fiir eine Rekonstruktion der snip-SNP Daten die Tiere #51, die Aufschluf3 hitten
geben konnen, nicht mehr vorhanden waren. Somit konnte nicht iiberpriift werden, ob diese
Tiere tatsdchlich mutant waren und ast-1(hdl) trugen oder ob sie die Mutation nur
heterozygot trugen und somit die snip-SNP Daten nicht richtig interpretiert werden

konnten.

Rettungsexperiment mit PCR Fragmenten

Die nédchste Frage war, welches der Gene auf Cosmid H37P12 ast-1 ist. Um dies zu
beantworten, war es zuerst notwendig, die Endpunkte des genomischen Inserts in H37P12
zu bestimmen. Das Vektorriickgrat des Cosmids H37P12 war der Plasmidvektor pFOS1,
der zwei Lambda cos Stellen zur Klonierung von groen DNS Fragmenten besal3. Der
Primer pFOSseq2 hybridisierte an der ersten cos Stelle und der Primer pFOSseq3
hybridisierte 200 bp stromaufwérts der zweiten cos Stelle. Mit diesen beiden Primern
wurde das Insert ansequenziert. Die amplifizierten Teile des Cosmids beinhalteten den
Ubergang von dem Vektorriickgrat in das Insert, anhand dessen die Grenzen des Inserts
bestimmt werden konnten. Dabei ergab sich die linke Grenze des Inserts, die nur 30 bp in
5" Richtung des Stop-Codons von TO8H4.3 lag. Die rechte Grenze des Inserts von H37P12
lag an der Position13140 bp stromabwdérts in der Sequenz des Cosmids RO3H10, also im

vierten Intron des vorhergesagten Gens RO3H10.2. Damit war das genomische Insert in
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H37P12 insgesamt 35,7 kb groB3 und kodierte fiir das vollstindige offene Leseraster von
vier vorhergesagten Genen. Drei iiberlappende PCR Fragmente, die diesen Bereich
abdeckten, wurden mit Hilfe des Long Template PCR Systems (Roche) amplifiziert.
Folgende Primerpaare wurden in der PCR Reaktion eingesetzt:

Fragment 1 (Lange: 14kb): pFoslseq2 / F56D3 2

Fragment 2 (Lénge: 17,8 kb): Y54C5A 1/R03H10seq4

Fragment 3 (Lange: 15,4 kb): F56D3 1/ pFoslseql

! E‘Eﬁﬁ A RO3HLO .2 £
TPEH .3 Fa6e05.1 RO3HLO .5
e L @Il o il
ETS Transkriptionsfaktor
1
PCR Ftagmente 2
3
: ................................................................... I_
( Ascl Eco81l 3
Cosmid H37P12 -
1kb
. Gerettete Linien
Injizierte Fragmente PO F1 /Transgene Linien
Mischung der Fragmente 1-3 39 111 8/14
Fragmentl 34 62 3/5
Fragment 2 64 138 0/5
Fragment 3 49 124 0/13
H37P12 digest (23,5 kb) 53 224 4/16

Abb.14: Rettungsexperimente von ast-1(rh300) mit PCR Fragmenten und einem Cosmid Fragment

A: Schematische Darstellung der vorhergesagten offenen Leseraster, die auf Cosmid H37P12 liegen. Injiziert
wurden die dargestellen PCR Fragmente und das Cosmid Fragment. Die rettenden Fragmente (rot) enthalten
als einziges offenes Leseraster TO8H4.3, einem vorhergesagten ETS-Domaéne Transkriptionsfaktor.

B: In der Injektionslosung war das jeweilige Fragment in einer Konzentration von 1,7-2 ng/ul enthalten,
sowie 100 ng/pl des Koinjektionsmarkers pRF4 (rol-6(sul006)). PO ist die Anzahl der injizierten Tiere. F1 ist
die Anzahl der transgenen Nachkommen (Rol) in der F1 Generation.

Die drei PCR Fragmente (je 2 ng/ul) wurden zusammen und einzeln in ast-1(rh300)
Wiirmer injiziert und die transgenen Linien auf axonale Defekte untersucht. Von den 14
transgenen Linien, die die Mischung der drei Fragmente aufgenommen hatten, zeigten in
vier Linien durchschnittlich nur 10% der Roller Auswachsdefekte der Axone. Eines der drei
Fragmente konnte demnach den Phénotyp retten. Das einzelne PCR Fragment 1 konnte in

drei von fiinf transgenen Linien die axonalen Defekte der Roller-Tiere auf 15% reduzieren.
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Ast-1 lag demnach auf Fragment 1, welches das offene Leseraster fur das Gen TO8H4.3
trug.

Parallel dazu wurde das Cosmid H37P12 mit den einfach schneidenden
Restriktionseindonukleasen Ascl und Eco811 verdaut und mittels Gelelektrophorese in ein
19 kb und ein 23,5 kb groBes Fragment aufgetrennt. Die Injektion von 1,7 ng/ul des 23,5 kb
Fragmentes, das auch das Ruckgrat des Cosmids enthielt, ergab in vier von 16 transgenen
Linien eine Rettung des Phanotyps. Denn in den geretteten Linien zeigten nur 16% aller
Roller fehlgeleitete Axone. Das 23,5 kb Fragment enthielt ebenfalls das offene Leseraster
von TO8H4.3, so dass dieses Experiment nochmals bestagigte, dass es sich bei ast-1 um das

Gen TO8H4.3 handelt. Ast-1 kodiert demnach fur einen ETS Transkriptionsfaktor.

2.4 Ast-1 kodiert fiir einen ETS Transkriptionsfaktor

Um zu bestitigen, dass tatsdchlich Mutationen im Gen TO8H4.3 den axonalen Phanotyp
bewirken, wurde die DNS der beiden Allele von ast-1, rh300 und hdl, sequenziert. Dazu
wurden mit zehn Primerpaaren (CS_TO8H4.3seql-seq20) PCR Fragmente amplifiziert, die
ungefihr 1 kb lang waren und zusammen eine Region von 100 bp stromaufwérts des Start-
Codons bis zu 650 bp stromabwirts des Stop-Codons iiberlappend abdeckten. Diese
Fragmente wurden aufgereinigt und zur Sequenzierung mit denselben Primern, die fiir die
Amplifikation verwendet worden waren, eingesetzt. Die Sequenzierung ergab, dass in
beiden Allelen eine Punktmutation vorliegt, in beiden Fillen in der vorhergesagten ETS-
Doméne von TO8H4.3 (siche Abb.15). Somit war sichergestellt, dass es sich bei ast-1 um
TO8H4.3 handelte und die axonalen Defekte auf der jeweiligen Punktmutation beruhten.
Beide Mutationen waren Transitionen, die dazu fiithren, dass ein Purin ein anderes Purin
oder ein Pyrimidin ein anderes Pyrimidin ersetzt. Dies war wie erwartet, da EMS zu
Mutationen fiihrt, in denen G/C durch A/T ersetzt wird. In ast-1(rh300) wurde das Purin
Guanin durch Adenin ersetzt. Aus dem Triplett GGA wurde das Triplett AGA. Im
translatierten Protein hatte dies zur Folge, dass das unpolare Glycin (G) durch die polare
Aminosiure Arginin (R) ersetzt wurde. Im zweiten Allel von ast-1, hdl, ersetzt das
Pyrimidin Thymin das Pyrimidin Cytosin und das Triplett GCT verdndert sich zu GTT. Im
Protein findet damit ein konservativer Aminosdure-Austausch statt: Alanin wird durch

Valin ersetzt.
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A] 9 ®
T H
C. elegans
AST-1
rh300 hd1

G240 -R A251 -V 90% identisch
FLI-1 A
H. sapiens POI“tEd
CE_AST-1 OTOLWOFLLELILSDKRY SEVI TWE—GTQGEFKLVDPDEVARKWGERKSKPNMNYDKMSRALRY Y YDKNIMAKVHGKRYAYKFDFQ
CE_C42D8.4 QIQLWOFLLELILADAVNAHCIAWE-GSNGEFKLVDPDEVARKWGERKSKPNMNYDKLSRALRYYYDKNIMIKVOGKRYAYKFDFQ
HS_FLI-1 OTQOLWOFLLETT SDSANASCITWE-GTNGEFKMIDPDEVARRWGERKSKPNMNYDKI SRALRYYYDKNIMTKVHGKRYAYKFDFH
HS_ETS-1 PIQOLWOFLLELLTDKSCQSFISWT-GDGWEFKLSDPDEVARRWGKRKNKPKMNY EKLSRGLRYYYDKNI THKTAGKRYVYRFVCD
CE_LIN-1 IITLWOFLLELLOODONGDI IENTRGTDGEFRLIDAEAVARKWGORKAKPHMNYDKLSRALRY Y YEKNI IKKVIGKKEVYRFVTT
HS_ELK-1 SVTLWOFLLOLLREQGNGHI I SWTSRDGGEFKLVDAEEVARLWGLRKNKTNMNY DKLSRALRYVYDKNI IRKVSGOKFVYKEFVSY
HS_ERG-1 OIQOLWOFLLELISDSSNSSCITWE-GINGEFKMIDPDEVARRWGERKSKPNMNYDKLSRALRYY YDKNIMITKVHGKRYAYKFDFH

Helix Tum  Helix

Abb.15: Die Exon-Intron-Struktur des Gens ast-1 und der Sequenzvergleich der ETS-Doméne von
AST-1 mit anderen Mitgliedern der ETS-Familie

A: Die ungespleifite Gensequenz ist 6929 bp lang und beinhaltet acht Exons. Exon 6 kodiert fiir die ETS-
Domine. @ kennzeichnet das Start-Codon von ast-1. @ markiert das Start-Codon der zweiten Spleilvariante
an Position 3120 bp der ungespleiiten DNS Sequenz innerhalb des fiinften Exons. In der schematischen
Darstellung des Proteins sind die Positionen der Punktmutationen in #2300 und hd! gekennzeichnet. In 2300
wurde Glyzin240 durch Arginin ersetzt. In hd/ war Alanin251 zu Valin mutiert. Im Vergleich der
Proteinsequenzen von AST-1 mit dem humanen Protein FLI-1 sind die ETS Doménen der beiden Proteine
90% identisch.

B: Die Aminosduresequenzen der 84 Aminoséduren langen ETS Doméne unterschiedlicher Familienmitglieder
sind gegeniibergestellt. Die Aminosduren, die das Helix-Turn-Helix DNS-Bindemotiv darstellen, sind
unterstrichen. Die beiden Punktmutationen in den ast-1 Allelen, #2300 und hd, sind farblich markiert.

Prof. Dr. Y. Kohara (Japanese National Institute of Genetics, Mishima, Japan) hatte eine
cDNS isoliert, die auf eine zweite Spleilvariante von ast-/ hindeutet. Aufgrund von
algorithmischen Auswertungen der ast-/ Gensequenz war das Vorhandensein dieser
alternativen Isoform von ast-1 ebenfalls vorhergesagt. Dabei soll das Start-Codon an
Position 3210 bp in der ungespleiliten DNS Sequenz im fiinften Exon liegen (@ in
Abb.15A) und das translatierte Protein besidB3e noch die ETS-Doméne.

Der ndchste Verwandte von AST-1 in Vertebraten ist das humane Protein FLI-1. Die
Aminoséduresequenzen der ETS Doménen dieser beiden Proteine sind zu 90% identisch.
FLI-1 besitzt zusatzlich eine Pointed-Domaéne, die nur in ETS Proteinen von Vertebraten zu
finden ist. In Abbildung 15B wird die ETS Doméne weiterer Familienmitglieder mit der

von AST-1 verglichen. Besonders das Helix-Turn-Helix-Motiv ist sehr stark konserviert.
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2.4.1 Bestiitigung der vorhergesagten Exon-Intron-Struktur von asz-1

Zur Uberpriifung der vorhergesagten Exon-Intron-Struktur von ast-1 wurden entsprechende
cDNS sequenziert. Die Klone wurden uns von Prof. Dr. Y. Kohara (Japanese National
Institute of Genetics, Mishima, Japan) aus seiner C. elegans cDNS Bank freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt. Fiir das Gen ast-1 waren mehrere cDNS Klone vorhanden, von
denen zwei zur genauen Analyse ausgewiahlt wurden. Der cDNS Klon yk533 beinhaltete
die gesamte Gensequenz vom Start-Codon bis zur Poly-A Region. Yk339 deckte die
gesamte Gensequenz bis auf fehlende 40 bp am 5°-Ende ab. Die erhaltene A ZAPII Phagen-
Suspension wurde wie in Kapitel 4.2.3 beschrieben zur Exzision und Isolierung der cDNS-
Klone yk399 und yk533 eingesetzt. Die Sequenzierung der cDNS Klone yk399 und yk533
in den Plasmiden pVH14.18 bzw. pVH14.19 mit den Primern T3 und T7 bestétigte die
vorhergesagte Exon-Intron-Struktur von ast-1, dargestellt in Abb.15. Die gesamte DNS
Sequenz von ast-1 ist 6929 bp lang und beinhaltet acht Exons. Die gespleifite Form ist 1134
bp lang und das Protein besteht entsprechend aus 377 Aminosduren (Abb.16).

Die beiden Mutanten zeigen einen nahezu identischen axonalen Phinotyp. Dies ist nun
leichter verstandlich, da beide Mutationen nebeneinander, mit einem Abstand von nur 10
Aminosduren, in dem DNS-Bindemotiv der ETS-Doméne liegen. Die Mutation in 742300
liegt kurz vor der ersten Helix und das mutierte Alanin in 4d/ ist Teil der ersten Helix des

Helix-Turn-Helix-DNS-Bindemotivs.

MQVVSSATLPPTVASADLAIVGGRSSDEDVIKYSAIQTIKQEQQQQQQQQSNTAL
PSYNFPFFNGMQNDFPPNRMLYNDNTMQKSENDHFTGMNLSTSASSSGNSTSS
KDQSRRQFYTESSNSSGNGAAATSGSNGSSSSTESKSDVFNISMNAFAATPGSK
SEDHNIPSFNMLSSYYTGALKLSNSTSFANPDPYQILGPTSKNLAHSGSGQTQLW
QFLLELLSDKRYSEVITWEGTQGEFKLVDPDEVARKWGERKSKPNMNYDKMSR
ALRYYYDKNIMAKVHGKRYAYKTFDFQG IAQALQTPPTASH PQDYFSHAMGRIAPD

FSSWTSANYRSLNIAGFNNGSTIFNPSVNYSAFGATGTSNNLSAARAFPLYR*

Abb.16: Die AST-1 Protein Sequenz

Das Protein AST-1 ist 377 Aminoséduren groB3. Die ETS-Doméne ist dick markiert und die Punktmutationen in
rh300 (G—R) und Ahdl (A—V) sind unterstrichen und mit Pfeilen markiert. Im DNS-Bindemotiv sind die
Helices rot und der Turn griin markiert.
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2.5 Ast-1(hd92) Deletionsmutante

Die beiden Mutanten von ast-1, vh300 und hdl, besitzen Punktmutationen, die zu keinem
Stop-Codon fiihren. Deshalb lag der Verdacht nahe, dass es sich dabei nicht um Nullallele
handelt. Aus diesem Grund wurde eine Deletionsmutante fiir ast-/ isoliert. Um den totalen
Funktionsverlust eines Gens zu erreichen, versucht man Deletionen zu generieren, die sich
iiber mehrere hundert Basenpaare erstrecken. In unserem Labor wurde eine EMS-
Deletionsbank hergestellt, in der bereits mehrere solcher Deletionen in Genen, die

funktional untersucht werden sollten, gefunden worden sind.

2.5.1 Isolation der ast-1(hd92) Deletionsmutante

Die Primer zur Isolation der ast-1 Deletionsmutante waren so gewahlt, dass sie die ETS-
Domaéne flankieren und diese von der Deletion betroffen sein sollte. Die Identifizierung
mittels der ,,poison primer PCR* und die Isolierung einer Deletionsmutante ist in Kapitel
4.2.7 ausfiihrlich beschrieben. Mit den entsprechenden Primerpaaren (siche Kapitel 4.1.5)
wurden elf 96-Loch-Platten getestet, wobei ein Loch eine Komplexitit von 2000 Genomen
enthielt. Mit einem der Lysate wurde in der PCR ein Deletionsprodukt erhalten. Das
Deletionsprodukt war ungefdahr 700 bp grof8 im Vergleich zu dem 1,6 kb groBen WT-
Produkt (sieche Abb.17). Nun wurden die 48 Einzellysate der entsprechenden Platte getestet.
Dies ergab ein Deletionsprodukt in der PCR mit einem Einzellysat. Die Wiirmer dieses
Rohrchens wurden aufgetaut und alle 450 Nachkommen vereinzelt. Mittels der ,,poison
primer PCR* wurden die Lysate der Nachkommen auf das Vorhandensein der Deletion
gepriift. Dies war der Fall fiir die Lysate einiger Nachkommen, deren PCR sowohl die WT
wie auch die Deletionsbande zeigten. Um Tiere zu erhalten, die homozygot fiir die Deletion
sind, wurden von diesen Platten weitere Tiere vereinzelt. Doch PCRs mit Lysaten dieser
Tiere zeigten wieder die WT und die Deletionsbande. Die Tiere waren heterozygot, was
darauf hin deutete, dass die Deletion letal sein konnte und nur heterozygote Nachkommen

tiberleben.
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1,6 kb
1 kb

0,5 kb

Abb.17: Die Deletions-PCR

Dieses Agarosegel zeigt das Produkt der Deletions-PCR mit genomischer Wildtyp- und Mutanten-DNS als
Matrize. In Reihe 1 bis 5 erkennt man eine DNS-Bande bei ungefidhr 1,6 kb, was der Grofle des
Wildtypproduktes entspricht (Pfeil). In Reihe 6 ist die Deletionsbande zu erkennen mit einer Grof3e von 700
bp (Pfeilspitze). Die Wiirmer 1 bis 5 waren demnach Wildtyp und Wurm 6 besal3 die Deletion im as#-/ Gen.

Um zu iiberpriifen, ob die Deletion in ast-1 letal war, wurden einzelne Tiere auf Platten
ausgesetzt, nach wenigen Stunden immer wieder auf neue Platten transferiert und die
gelegten Eier gezéhlt. Am folgenden Tag wurde die Anzahl der geschliipften Tiere mit der
Anzahl der gezéhlten Eier verglichen. War hier eine Differenz festzustellen, wurde auf der
Platte nach toten Embryonen oder winzigen Larven gesucht. Es wurden sehr kleine und
diinne Larven unter den Nachkommen gefunden, deren Elterntier die Deletion heterozygot
besall. Der Genotyp des Elterntieres wurde nach Ablage der Eier liber eine PCR mit der
DNS des Elterntieres als Matrize festgestellt. Es entwickelten sich wie erwartet 75% aller
Nachkommen der heterozygoten Elterntiere normal. Die restlichen Nachkommen waren
entsprechend homozygot fiir die Deletion, wobei nicht alle Larven gefunden werden

konnten. Die winzigen Larven starben nach wenigen Tagen.

Elterntier Gesamtzahl der Adulte [%] Winzige Larven [%]
hd92/+ Nachkommen
A 237 77 (182) 15 (36)
B 287 72 (206) 13 (37)
C 261 75 (196) 16 (42)

Tab.3: Die Nachkommen von ast-1(hd92/+) Elterntieren
Von drei fiir die Deletion heterozygoten Elterntieren A, B und C wurden die Nachkommen untersucht. Der
Genotyp des Elterntieres wurde mittels PCR festgestellt. Durchschnittlich entwickelten sich erwartungsgemal
75% aller Nachkommen normal, wéhrend zwischen 13 und 16% der Nachkommen winzige Larven waren.
Die Zahlen in Klammern sind die gezahlten Nachkommen.
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244

L v D P D E v Al R K W G E R K S K
ctt gtg gat ccg gat gaa gtg gct cga aaa tgg gga gaa aga aag tca aag
L v D P D E v A R K \ G E R K S K

P N M N Y D K M S R R L R Y Y Y D
cca aac atg aalt tat gat aag atg tcg aga gct ctt cgc tat tat tac gat
P N M K

K N I M A K v H G K R Y A Y K F D
aag aat ata atg gca aaa gtc cat ggg aag aga tat gcg tat aaa ttt gat

F Q G I
ttt caa gg tttgtgatttcctggtaaacgaattttatcaatgcatagttatagg a atc

A Q A L Q P P T A S H P Q D Y F S
gca cag gct ctc cag cct cca act gct tct cat cca cag gat tac ttt aat

H A M G R I A P D F S S W T S A N
tct cat gcg atg ggg aga att gct cct gat ttc tca tcg tgg aca agt gca

Y R E L N I A G F N N
aat tat cga tct ctg aat att gcc ggg ttt aat gtgagtttgaaattttatttatt

tttggtaattttcataattttcaacccaaaatcagattttttttttcgagaatttgggcaaaattata
taaaataggagggatactgtagttttttgtcaaattgtatttgaaaatacggtacccagtctcgacaa
acttttgttgaatgaaaataggtgtgcgcctttaaagtgtactgtaatttcaaactttcgttgctgceca
gattttttatagatttttcaatctcactatttgttaaaattttagcatttcaaataaataaatatatt
tttattacaaatttacaaatttaggaaacaattattaaacttacagtactatttgaagggccttattt
tcaaaacattttaaataagaagcaaattgacgacttatacgttaaattaaaaaaaataattttaggta

aaaactgaalg aaa ata aat gct cta aaa aac act ggc gga aat att ttt att
K I N A L K N T G G N I F I

ttt tca aat tct aag aaa att tac att gaa aaa att act aaa aat atg cat
F S N S K K I Y I E K I T K N M H

G S
ttt ttt tct caa aac ctt tga atcgaaaattattttatttcttcaatttcag aac ggc
F F S Q N L *

T I E F N P S \Y% N Y S A F G A T G
agc aca att ttc aac cca tca gtc aac tac agt gca ttt gga gcc acc ggc

T S N N L S A A R A F P L Y R *
acc tcg aat aat ctc tcg gcg gca cga gca ttc cct ctt tat cga tag

Abb.18: Die AST-1(HD92) Aminosiuresequenz im Vergleich zu AST-1 WT
A: Schematische Darstellung der Exon-Intron-Struktur des Gens ast-1.

B: Die beiden Aminosduresequenzen des AST-1 WT (blau) Proteins und des deletierten Proteins AST-
1(HD92) (griin) werden ab Leucin244 verglichen. Die ETS-Doméne ist dick markiert und die Punktmutation
in hd1 (A—V) ist in der AST-1 WT Sequenz unterstrichen und mit einem Pfeil sichtbar gemacht. Die Exons
sind rot und die Introns schwarz abgebildet. Die Deletion in ast-1(hd92) endet in einem Intron, welches dann
stromabwirts als kodierende Sequenz verwendet wird bis ein Stop-Codon entsteht. Das Protein AST-1(HD92)
ist 301 Aminoséuren grof3.
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Um das Deletionsallel zu sequenzieren, wurde die Deletionsbande der ,,poison primer
PCR* aus dem Gel isoliert und aufgereinigt. Die Deletion reicht von Nukleotidposition
5762 in Exon 6 bis zu Nukleotidposition 6485 in Intron 7 der ungespleiten Gensequenz
und ist damit 724 bp groB (siche Abb.18A). Die zweite Halfte der ETS-Domine wird
eliminiert und in der Aminoséuresequenz entsteht ein Stop-Codon an Aminosdureposition

301 (siche Abb.18B). Das Deletionsallel von ast-1 wird Ad92 genannt.

2.5.2 Morphologische Untersuchung von ast-1(hd92)

Zur leichteren Identifikation der Deletionsmutanten war ein dominanter Marker auf
Chromosom II, auf dem as#-1 liegt, hilfreich. Ein solcher GFP-Marker ist mlsi2, dessen
Expression im 4-Zellstadium des Embryos beginnt und der sehr stark in den Muskelzellen
des Pharynx exprimiert wird. Es wurden Tiere generiert, die mls/2 in trans zu hd92 trugen.
Die Nachkommen eines solchen Elterntieres, die keine Pharynx-Expression zeigten, waren
leicht zu erkennen und homozygot fiir die Deletion ~d92. Auf diese Weise konnten die
winzigen Kriippellarven leichter gefunden werden.

Die kleinen Larven sahen auf Platten mit ausreichend Nahrung ausgehungert aus. Die Tiere
konnten entweder keine Nahrung aufnehmen oder diese nicht verdauen. Die Morphologie
aller Organe auBer dem Pharynx sah in den Deletionstieren normal aus. Unter dem
Lichtmikroskop waren allerdings deutlich morphologische Defekte des Pharynx sichtbar
(Abb.19). Im Gegensatz zu Wildtyptieren, waren weder Isthmus, Metakorpus noch
Prokorpus ausgebildet. Nur eine verkimmerte Pharynxstruktur war vorhanden mit einem
erkennbaren Mahlorgan, dem Grinder. Die Deletionsmutanten starben, da sie keinen Mund

besallen, mit dem sie Nahrung aufnehmen konnten.

Um herauszufinden, ab welchem Zeitpunkt die Pharynxdifferenzierung gestort war, wurde
die Embryonalentwicklung der Deletionsmutanten mit Hilfe von 4D-Aufnahmen untersucht
(Abb.20). Diese Aufnahmen tiber einen Zeitraum von ungefahr vier Stunden wurden wie in
Kapitel 4.2.4.7.2 beschrieben durchgefuhrt. Dabei wurde ersichtlich, dass sich die
Pharynxvorlauferzellen in den Deletionsmutanten bis zum Kommastadium normal
entwickelten. Bis zur Entwicklung zum Zweifachstadium findet in Wildtyptieren eine
Elongation der Vorlauferzellen statt, die sich in Richtung anterior ausrichten und eine
Verbindung mit der sensorischen Vertiefung eingehen, welche spiater den Mund bildet.

Diese Verlangerung und Differenzierung kann in Deletionsmutaten nicht beobachtet
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werden. Hier bleiben die Vorlauferzellen an derselben Position. AST-1 reguliert demnach

einen spaten Schritt in der Pharynxdifferenzierung.

ast-1

Abb.19: Pharynxdefekte der asz-1(hd92) Deletionsmutante

Der Pharynx ist in WT Tieren in Prokorpus, Metakorpus, Isthmus und Zweiten Bulbus strukturiert (A). Der
Pharynx in ast-1(hd92) Tieren ist nicht ausgebildet (B). Die Klammer umschlie8t jeweils den Pharynx. Die
Balken stellen 20um dar.

Abb.20: Zweifach-Stadium der ast-1(hd92) Deletionsmutante

Im Zweifach-Stadium ist der Pharynx eines Wildtyptieres elongiert und bildet einen Mund (A). In ast-1(hd92)
Tieren stoppt die Entwicklung des Pharynx in diesem Stadium (B). Die Pharynx-Vorlduferzellen wandern und
differenzieren sich nicht weiter. Der Pharynx ist mit Pfeilspitzen markiert. Die Balken stellen 10 um dar.

2.5.3 Untersuchung der Interneurone von ast-1(hd92)

Um die Interneurone des Motorschaltkreises untersuchen zu konnen, wurde der g/r-1::GFP
Marker in die heterozygoten Deletionstiere hineingekreuzt. Die Aufnahmen am konfokalen

Mikroskop zeigen, dass in Wildtyptieren die Zellkorper der Interneurone und der anderen
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Kopfneurone um den Isthmus des Pharynx herum plaziert sind (Abb.21). Hingegen sind sie
in hd92 Mutanten in einem lockeren Verbund und wesentlich weiter anterior angesiedelt.
Es fehlt der Nervenring, der aus den Axonen der Nervenzellen im Kopf besteht und
normalerweise anterior zu den Interneuronzellkdrpern liegt. Diese Mislokalisation der
Interneurone ist sehr wahrscheinlich auf das Fehlen eines normal differenzierten Pharynx

zurickzufiihren.

Abb.21: Die Interneurone in der ast-1(hd92) Deletionsmutante

Die glr-1::gfp exprimierenden Interneuronzellkorper liegen in WT Wiirmern anterior des zweiten Bulbus um
den Isthmus (Pfeilspitze) herum (A, B). In der Deletionsmutante liegen diese Zellkorper ungeordnet weiter
anterior (C, D). Der Ventralstrang stellt in L1 WT Tieren ein dichtes Biindel von Axonen dar (G), wéihrend in
ast-1(hd92) Defaszikulierungen (Pfeile) zu sehen sind (H). Die Balken stellen 20um dar.

Die meisten Axone erreichen in der Deletionsmutante dennoch den Ventralstrang und
verlaufen in diesem bis in den Schwanz wie in WT Tieren. Das Nullallel, ast-1(hd92), zeigt
Auswachsdefekte der Interneuronaxone, die vergleichbar sind mit denen in ast-1(rh300)
Mutanten, die eine Punktmutation tragen. Sie kommen aber mit einer hoheren Penetranz
von 75% vor (n = 15), verglichen mit ast-1(rh300) Tiere (35%, n = 144). Die Fehl-
platzierung der Zellkorper in der Deletionsmutante fiihrt sicherlich zu einem zusétzlichen

Problem fiir das gerichtete Auswachsen der Axone.

2.5.4 Expression von ast-1(wt) in der Deletionsmutante ast-1(hd92)

Das Einbringen einer Wildtyp ast-I DNS Kopie in die Deletionsmutante sollte

erwartungsgemall den larval-letalen Phédnotyp retten. Das extrachromosomale DNS-

Element hdEx237 enthélt das ast-1(wt) PCR Fragment I, das den Phénotyp in ast-1(rh300)
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Mutanten gerettet hatte (siche Kapitel 2.3.4). Dieses DNS-Element, das zusitzlich den rol-
6(sul006) Marker trug, wurde in die Deletionsmutante gekreuzt und transgene
Nachkommen konnten anhand der Roller-Tiere identifiziert werden. Roller-Tiere wurden
vereinzelt und die Nachkommen derer, bei denen die Deletion anhand einer PCR
nachgewiesen werden konnte, untersucht. Es gab Kulturplatten auf denen nur die
transgenen Roller-Tiere gewachsen waren. Dies war zu erwarten bei Tieren, die die
Deletion homozygot besalen. Denn nur Roller-Tiere besallen das rettende DNS-Element
mit dem ast-1(wt) Gen. Nicht-Roller, ohne die ast-1(wt) DNS Kopie, starben als Larven.
Die Axone der Roller waren normal ausgewachsen und zeigten keine Defekte (n = 60). Es
konnte somit bestétigt werden, dass die Defekte in ast-1(hd92) Deletionsmutanten durch

die Deletion in ast-1 verursacht wurden.

2.6 Expressionsanalyse von ast-1

2.6.1 Herstellung der ast-1 Reporter-Konstrukte

Es wurden verschiedene YFP-Reporter Konstrukte kloniert, um das Expressionsmuster von
ast-1 zu untersuchen. Als erstes wurde yfp unter die Kontrolle der putativen regulatorischen
Region von as¢-1 gestellt. Die 2,5 kb groBe Promotorregion war in dem
Rettungsexperiment mit dem Verdau-Fragment des Cosmids H37P12 ausreichend um den
axonalen Phénotyp zu retten (s. Kapitel 2.2.4). Das zweite Expressionskonstrukt beinhaltete
die gesamte genomische Gensequenz ab dem zweiten Intron, die C-terminal an yfp
fusioniert wurde. Damit sollte tiiberpriift werden, ob, wie es in Genen von
Transkriptionsfaktoren héufig vorkommt, regulatorische Elemente in den Introns liegen.
Zudem war eine zweite Spleilvariante vorhergesagt worden (Kapitel 2.4), deren Existenz
festgestellt werden sollte. Als drittes wurde die Promotorregion und die gesamte
genomische Region von ast-1 in einen Vektor kloniert, wobei yfp an den C-Terminus von
ast-1 fusioniert war. Mit diesen Konstrukten wurden mehrere unabhingige transgene

Linien hergestellt (Kapitel 4.2.4.3), die fiir die Expressionsanalyse verwendet wurden.
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Abb.22: Expressionskonstrukte fiir ast-1

Schematische Darstellung des ast-/ Genlokus, sowie der drei verschiedenen Reporterkonstrukte. Das
Promotor::yfp Konstrukt enthdlt 2,5 kb Promotorregion. Das Aast-1-Fusionskonstrukt beginnt im zweiten
Intron und das yfp wurde dem Leseraster entsprechend angeschlossen. Das ast-/-Fusionskonstrukt umfasst
eine 2,5 kb Promotorregion, gefolgt von der genomischen Sequenz von ast-1 fusioniert an yfp.

2.6.2 Das Expressionsmuster des Promotor-Konstrukts

Die Expression des Reportergens yfp beginnt im Komma-Stadium in den sensorischen
Neuronen im Kopf (Abb.23A). Diese bilden Fortsdtze in Richtung anterior aus, um spiter
als Sensilla an der vorderen Spitze des Kopfes zu funktionieren. Sie besitzen ihre Endigung
am Mund, wo sie sensorische Reize aufnehmen und an andere Neurone (vor allem
Interneurone) weitergeben. Im Querschnitt zeigen die Zellen eine 6-fache Symmetrie-
Anordnung, die darauf hindeutet, dass es sich um die inneren Labial-Neuronen handelt.
Diese sind als einzige radial in sechs Zellpaaren angeordnet. Das wihrend des 1,5-fach
Stadiums beobachtete Signal von yfp exprimierenden Zellen wurde mit elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen von Sulston et al. (1983) verglichen. Dieser Vergleich
bestirkt die Annahme, dass es sich bei den yfp exprimierenden Zellen um die inneren
Labial-Neuronen handelt. Die yfp Expression in den sensorischen Neuronen hélt bis zum
3-fach Stadium an. Die Expression wird wihrend der weiteren Embryonalentwicklung
schwécher und ist in den Larven nur noch in einem einzigen Neuronenpaar zu beobachten,
wobei sich die Zellkorper jeweils rechts und links neben dem Isthmus des Pharynx

befinden (Abb.23C). Im adulten Tier ist keine Expression mehr zu entdecken.
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Abb.23: Expression des Promotor::yfp Reportergens

Die Expression beginnt in den sensorischen Neuronen im Komma-Stadium (A,B). Ein Querschnitt zeigt die
sechsfache Symmetrie der inneren Labialneurone (C). Im Zweifach-Stadium sind die Fortsdtze der
sensorischen Neurone zur Nase hin erkennbar (D,E). Im Querschnitt sind die einzelnen Zellen der sechs
Labialneuronenpaare zu sehen (F). Die Expression in den sensorischen Neuronen hilt an bis zum Dreifach-
Stadium (G,H) und nimmt dann ab. In L1 Larven exprimieren nur noch zwei Neurone im Kopf yfp (1,J). Der
Balken stellt 10 pm dar.

2.6.3 Das Expressionsmuster des Aasz-1-Fusionskonstrukts

Die Expression des Aast-1::yfp beginnt ebenfalls im Komma-Stadium, allerdings punktiert
und wesentlich schwiécher als in Tieren, die das Promotor-Konstrukt besitzen (Abb.24A).
Die markierten Zellen liegen anterior in der Kopfregion und besitzen Fortsdtze, die in
Richtung der Kopfspitze verlaufen. Dies spricht dafiir, dass es sich auch hier um
sensorische Neurone handelt. Die yfp Expression nimmt wéhrend der Entwicklung zu. Im
Dreifach-Stadium exprimieren einige Neurone in der Kopfregion yfp (Abb.24B). Die
stirkste Expression ist hier und in frisch geschliipften L1 Larven sichtbar (Abb.24C). Die

exprimierenden Zellen liegen in den Larven in dem Bereich, wo die Nervenzellkorper der
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Kopfganglien liegen. Innerhalb der Nervenzelle zeigt YFP eine punktierte, ungleichméBige
Verteilung. Die subzelluldre Lokalisation dieses Proteins ist unklar.

Nomarski Fluoreszenz

Komma

Dreifach

L1

Abb.24: Expression des Aast-1-Fusionskonstrukts

Im Komma-Stadium zeigt die Expression in den sensorischen Neuronen ein punktiertes YFP Signal (A,B). Im
Dreifach-Stadium wird das Fusionsprotein in vielen Kopfneuronen synthetisiert (C,D). L1 Larven
exprimieren das Aast-1 Reporterkonstrukt in einer Vielzahl von Kopfneuronen, wo jeweils einzelne Punkte in
den Nervenfortsdtzen zu erkennen sind (E,F). Der Balken stellt 10 um dar.

2.6.4 Das Expressionsmuster des ast-1-Fusionskonstrukts

Die Expression des Promotor-ast¢-1::yfp beginnt frither als mit den anderen
Reporterkonstrukten in der zweiten Hilfte der Embryogenese mit dem Beginn der
Elongation (Abb.25B). ast-1 wird in den sensorischen Neuronen exprimiert, wie auch mit
den anderen beiden Reportern beobachtet. Aber es exprimieren zudem Interneurone ast-
1::yfp. Dieses Ergebnis pallit sehr gut zu den Interneurondefekten in den as#-/ Mutanten.
ast-1::yfp ist besonders stark in den Zellkernen lokalisiert, was dafiir spricht, dass as¢-1 als
transkriptioneller Regulator agiert. Interessanterweise verindert sich die Lokalisation des

Fusionsproteins wéhrend der Entwicklung. Es kann mit zunehmender Entwicklung mehr

51



2 ERGEBNISSE

Nomarski Fluoreszenz

sensor. Neurone

E

Beginn der
Elongation

Komma

Zweifach

Dreifach

L1

Adult

Abb.25: Expression des Promotor-ast-1-Fusionskonstrukts

Die Expression beginnt wéhrend der Elongation in sensorischen Neuronen und Interneuronen (A,B
Pfeilspitzen). Das Fusionsprotein liegt im Kern vor, wie fiir einen Transkriptionsfaktor erwartet. Im Komma-
Stadium beginnt zusétzlich die Expression in zwei Neuronen im Schwanz (C,D Pfeilspitzen). Die Anzahl der
Kopfneurone, die das Reportergen exprimieren, steigt in der weiteren Entwicklung zum Zweifach-Stadium
(E,F) und Dreifach-Stadium (G,H). Anschlielend sinkt die Anzahl der exprimierenden Neurone. In L1 Larven
exprimieren einige Neurone im Kopfganglion und im Pharynx das Fusionsprotein (I,J), wiahrend in adulten
Tieren nur noch wenige Neurone exprimieren (K,L). Ab dem Dreifach-Stadium ist mehr und mehr
Fusionsprotein auflerhalb des Zellkern in einem punktierten Muster zu sehen. Der Balken stellt 10 pm dar.
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Signal ausserhalb des Zellkerns erkannt werden. Aus welchen Griinden die Lokalisation
nicht auf den Zellkern beschrankt ist, ist nicht klar. Bemerkenswert ist in diesem
Zusammenhang, dass ast-1 keine typische NLS (Kalderon et al., 1983) in seiner
Primérsequenz besitzt.

Wiéhrend die Entwicklung des Embryos fortschreitet, wird ast-/ in einer zunehmenden
Anzahl von Nervenzellen exprimiert (Abb.25F, H). Im Komma- und Zweifach-Stadium
wird ast-1 transient in einem Zellpaar im Schwanz exprimiert. Im Dreifach-Stadium ist ast-
I in einer Vielzahl von Neuronen im Kopfganglion sichtbar. Die Expression wird
kontinuierlich schwicher wéhrend der Entwicklung vom L1 zum L3 Larvenstadium. Die
ast-1 Expression konnte in wenigen Neuronen in Kopf und Pharynx durch den gesamten

Lebenszyklus hindurch festgestellt werden.

Das Promotor-ast-/-Fusionskonstrukt wird wie erwartet am frithesten exprimiert und
beinhaltet die meisten Zellen im Vergleich zu den beiden anderen Konstrukten. Es zeigt ein
komplettes Expressionsmuster und vereinigt dabei die Expressionsmuster des Promotor-
Konstrukts und des Aast-I1-Fusionskonstrukts. Daraus ldsst sich schlieBen, dass
regulatorische Elemente in den Introns des as#-1 Genlokus vorhanden sind.

Im Vergleich der drei ast-1-Expressionskonstrukte zeigte das Promotor-Konstrukt eine
frithe Expression, wahrend das Aast-1::yfp-Konstrukt fiir eine spédtere Expression in den
Neuronen verantwortlich war. Der Bereich stromaufwérts des Start-ATG besitzt demnach
regulatorischen Elemente fiir die frithe Expression in sensorischen Neuronen, wihrend die
Introns regulatorische Elemente besitzen, die zur spéteren Expression von as¢-1 in

Interneuronen beitragen.

2.6.5 Expression von ast-1 in Wildtyptieren und as#-1(rh300) Mutanten

In den folgenden Experimenten wurden die drei Reportergene und eine Cosmid-Mischung
sowohl in Wildtyptieren, wie auch in ast-1(rh300) Mutanten exprimiert. Dabei wurden die
Interneurone mit dem g/r-1::GFP Marker auf axonale Defekte untersucht.

Die Expression des ast-1-Promotorkonstruktes verursacht erwartungsgemal keine axonalen
Defekte in Wildtyptieren und fiihrt zu keiner Reduzierung der axonalen Auswachsdefekte
in der ast-1(rh300) Mutante (Tab.4). Hingegen verursacht die Expression des Aast-1-
Fusionsgens axonale Defekte. In 18% der Tiere sind Axone im Ventralstrang nicht

faszikuliert. Die Expression des ast-/-Fusionsgens fiihrt ebenfalls zu sogar noch stirkeren
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Defekten in Wildtyptieren. Dies bedeutet, dass eine Uberexpression des
Transkriptionsfaktors AST-1 zu einem axonalen Phénotyp fiihrt, der mit dem in ast-1
Punktmutanten vergleichbar ist. Die Cosmid-Mischung F enthélt die Sequenz des ast-1/
Gens und hat in den Kartierungsexperimenten den axonalen Phénotyp der ast-1(rh300)
Mutante gerettet (Tab.4). Die Expression dieser Cosmide in Wildtyptieren fiihrt zu keinen
signifikanten Fehlern beim Auswachsen der Interneuronaxone, im Gegensatz zur
Expression des ast-1-Fusionsgens. In den transgenen Cosmid-Linien ist die Anzahl der
ast-1 Genkopien sehr wahrscheinlich niedriger, als in den transgenen Linien, die das as¢-1-
Fusionsgen besitzen. In der Injektionslosung der Cosmid-Mischung (2 ng/ul) lagen 22 mal
weniger ast-1 Genkopien vor, verglichen mit der Injektionslosung das as¢-1-Fusionsgens (8
ng/pl). Man kann zwar nicht mit GewiBheit sagen, aus wievielen Kopien sich das transgene
DNS-Element zusammensetzt, aber es ist legitim eine Tendenz anzunehmen. Die Gendosis
spielt demnach, wie man fiir einen Transkriptionsfaktor erwarten kann, eine wichtige Rolle.
Die Expression der Aast-1- und ast-1-Fusionsgene in ast-1(rh300) Mutanten fiihrt zu keiner
wesentlichen Reduzierung der Anzahl an Tieren mit fehlerhaft auswachsenden Axonen. Die

Ursache dafiir ist wahrscheinlich eine Uberexpression der Fusionsgene.

WT ast-1(rh300)
Defaszikulierung lateral Defaszikulierung lateral
im Ventralstrang verlaufendes im Ventralstrang verlaufendes
[%] Axon [%] [%] Axon [%]
ast-1-Promotor 1 1 36 14
n=69 n=75
Aast-1-Fusion 18 4 28 25
n=98 n=70
ast-1- Fusion 29 9 24 13
n=65 n =97
Cosmid Mischung F 6 3 9 5
n=123 n=>56

Tab.4: Axonale Defekte in transgenen Linien, die ast-1 exprimieren

Die ast-1 Reportergene und die Cosmid-Mischung F wurden in Wildtyptieren und in as¢-1(rh300) Mutanten
exprimiert. In den transgenen Tieren wurden die Interneurone mit dem gi/r-/::gfp Marker auf axonale Defekte
untersucht. n ist die Gesamtzahl der analysierten Tiere.
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2.7 Interaktion von asz-1 mit Genen, die am Auswachsen von Axonen beteiligt sind

Ob ast-1 zusammen mit bereits bekannten Genen in einen gemeinsamen funktionellen Weg
einmiindet, lieB sich durch das Studium von Doppelmutanten ermitteln. Dabei stellte sich
die Frage, ob die Doppelmutanten additive Defekte aufweisen, ob sich die Defekte
verstirken oder ob qualitativ andere Defekte auftreten. Entsprechend konnten Riickschliisse
gezogen werden, ob die Gene bei einem Aspekt der axonalen Wegfindung zusammen oder
unabhénigig voneinander wirken. In diesem Zusammenhang waren Kombinationen mit
Mutanten in Signalmolekiilen wie UNC-6/Netrin und in deren Rezeptoren wie UNC-5 und
UNC-40/DCC von Interesse. Es wurden Mitglieder der Netrin-Familie, der Slit-Familie und
Nidogen in Doppelmutantenanalysen untersucht. Zudem waren Kombinationen mit
putativen Mediatoren zum Zytoskelett wie das Aktin regulierende Protein UNC-34/ENA,
aber auch Kombinationen mit anderen Transkriptionsfaktoren wie ZAG-1 und LIN-11, die
in der Regulation des Auswachsens der Axone eine wichtige Rolle spielen,

untersuchenswert.

Um Doppelmutanten herzustellen, wurde ast-1 an rol-6(el87) gekoppelt mit der jeweiligen
Mutante gekreuzt. So war es moglich zuerst nach Rollern zu selektieren, die leicht zu
identifizieren waren und erst anschlieend nach axonalen Defekten zu suchen um ast-
1(rh300) zu bestétigen. In der F1 Generation waren die vereinzelten Tiere heterozygot fiir
beide Mutationen. In der F2 Generation wurde dann nach Rollern gesucht, die ebenfalls die
zweite Mutation besallen. Viele der getesteten Mutanten zeigten wie ast-1(rh300)
Ventralstrangdefaszikulierung, weshalb es notwendig war, einen fiir die zweite Mutation
ganz spezifischen Aspekt des Phénotyps zu finden, der in as#-/ Mutanten nicht vorkam. Bei
manchen Mutationen, beispielsweise unc-6, war dies einfach, denn die bewegungs-
eingeschrinkten Wiirmer waren leicht zu identifizieren. Die Deletion in s/t-/ Mutanten
wurde {liber eine PCR nachgewiesen. Zur vergleichbaren Analyse der Interneurone besalen
alle Einzel- und Doppelmutanten glr-1.:gfp, sowie den Roller-Maker rol-4(el87).

Wenn zwei Gene ausschlieSlich im selben Signalweg agieren, sollte die Doppelmutante
einen dhnlichen Phénotyp besitzen wie die stirkste Einzelmutante. Ist der Phinotyp in der
Doppelmutante wesentlich stirker als fiir eine unabhingige Aktion erwartet, dann wirken
die getesteten Gene synergistisch. Eine genauere Beschreibung der statistischen

Auswertung befindet sich im Methodenkapitel 4.2.4.3.
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2.7.1 Ast-1 und die Transkriptionsfaktoren ZAG-1 und LIN-11

Es wurde beschrieben, dass ETS Transkriptionsfaktoren mit einer Reihe von anderen
Transkriptionsfaktoren interagieren um die Expression von Genen zu regulieren. Deshalb
waren Transkriptionsfaktoren, deren Mutanten dhnliche Phénotypen wie ast-1 zeigten,
besonders interessant fiir die Analyse von Doppelmutanten. Neben asz-/ wurden in
unserem Screen Mutanten fiir zwei weitere Transkriptionsfaktoren isoliert, und zwar /in-11
und zag-1. Der LIM-Homeobox-Transkriptionsfaktor LIN-11 kontrolliert Aspekte der
neuronalen Differenzierung (Hobert et al., 1998; Sarafi-Reinach et al., 2001). Besonders
hervorzuheben ist hierbei, dass /in-11 fiir die Differenzierung des AVG Neurons notwendig
ist, dessen Axon als Pionier in den Ventralstrang auswéchst. ZAG-1 ist ein Zink-Finger-
Homeobox-Transkriptionsfaktor und spielt ebenfalls bei der neuronalen Differenzierung
eine wichtige Rolle, zudem beim gerichteten Auswachsen von Axonen (Wacker et al.,

2003; Clark und Chiu, 2003).

Die Zahl der Tiere, bei denen Axone die Mittellinie kreuzten, war in der ast-1(rh300);
zag-1(rh315) Doppelmutante genauso hoch wie in der zag-/ Mutante alleine (Abb.26). Die
Penetranz der Defekte in der Doppelmutante war also vergleichbar mit den Defekten in der
stirkeren Mutante. Dementsprechend agieren ast-1 und zag-1 abhingig voneinander.
Entweder regulieren sich die beiden Gene direkt gegenseitig, oder sie regulieren

gemeinsam die Expression von Zielgenen.

ast-1; zag-1 Doppelmutante

60
Oast-1
M@ zag-1
B ast-1; zag-1

50  EEEE—

40 .

30 ————————

20  EE—

Axonale Defekte [%]

Defaszikulierung im Ventralstrang

Abb.26: Auswachsdefekte der Interneuronaxone in der ast-1(rh300); zag-1(rh315) Doppelmutante
Tiere mit dem glr-1.:gfp Reportergen wurden auf axonale Defekte hin untersucht. Die Anzahl der
analysierten Tiere war n. n(ast-1) = 67; n(zag-1) = 73; n(ast-1, zag-1) =75
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Lin-11 Mutanten zeigten stirkere axonale Defekte als ast-1(rh300), d. h. es waren in 62%
aller Tiere die Interneuronaxone betroffen und oft verliefen mehrere Axone falsch
(Abb.27). In der Doppelmutante waren die axonalen Defekte der Interneurone kaum hdoher.
Eine Defaszikulierung des Ventralstranges wurde in 66% der lin-11; ast-1 Doppelmutanten
beobachtet. Die Anzahl der Tiere mit einem fehlerhaften lateral verlaufenden Axon
bewegte sich in den Einzel- und Doppelmutanten im selben Bereich zwischen 6% und 10%.
Der Phénotyp der Doppelmutante entsprach also dem der stirkeren /in-71 Mutante. Die
beiden Transkriptionsfaktoren ast-7 und lin-11 regulieren sich entweder direkt oder sie

steuern zusammen die Expression von Genen, die am gerichteten Auswachsen von Axonen

beteiligt sind.
ast-1; lin-11 Doppelmutante O ast-1
709 W /in-11
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Abb.27: Auswachsdefekte der Interneuronaxone in der ast-1(rh300); lin-11(n389) Doppelmutante
Tiere mit dem glr-1.:gfp Reportergen wurden auf axonale Defekte hin untersucht. In den Einzel- und
Doppelmutanten wurden Faszikulierungsdefekte im Ventralstrang und lateral verlaufende Axone ausgezahlt.
Die Anzahl der analysierten Tiere war n. n(ast-1) = 67; n(lin-11) = 47; n(ast-1, lin-11) = 56

2.7.2 Lin-11- und zag-1-Reportergene in ast-1(rh300) Mutanten

Wie die Doppelmutanten-Untersuchung von ast-/ sowohl mit /in-11 als auch mit zag-1/
zeigte, interagiert ast-/ mit den beiden Genen. Eine Expressionsanalyse der /in-/7 und
zag-1-Reporter in ast-1(rh300) Mutanten kann AufschluB3 dariiber geben, ob as¢-1 die
Expression von lin-11 bzw. zag-1 steuert.

Das zag-I-Promotor-yfp-Konstrukt 4dls2] wird besonders stark wihrend der Embryonal-
entwicklung in Kopf- und Schwanzneuronen exprimiert (Wacker et al., 2003). Einfach

analysierbare Aspekte dieses komplexen Expressionsmusters waren in ast-1(rh300)
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Mutanten nicht verdndert. Daher kann man annehmen, dass ast?-1 nicht die Expression von
zag-1 reguliert.

Es wurden mehrere /in-11::gfp Reportergene untersucht, die verschiedene Anteile der
regulatorischen Sequenzen des /in-11 Gens enthalten (Hobert et al., 1998). Der Marker
nls96 (plin-11::gfp) wurde in der phanotypischen Analyse von ast-I Mutanten bereits
beschrieben (Kapitel 2.). Mit diesem Konstrukt erhilt man einen Ausschnitt des gesamten
lin-11-Expressionsmusters, nidmlich in der Vulva und den VC Motoneuronen. Das
komplette Expressionsmuster erhdlt man mit Hilfe des Markers mgls2]
(plin-11ABCDE::gfp). Der Marker oyls32 enthilt alle regulatorischen Elemente, die fiir die
neuronale Expression notwendig sind. Fiir keinen der drei Marker war die Expression in
ast-1(rh300) Tieren verdndert. Es konnte weder eine ektopische noch eine verringerte

Expression beobachtet werden. Ast-1 steuert demnach nicht die Expression von /in-11.

2.7.3 Ast-1 und die Mitglieder der Netrinfamilie

Das sezernierte Protein UNC-6/Netrin und seine beiden Rezeptoren UNC-5 und
UNC-40/DCC wurden als erste Molekiile, die das Auswachsen der Axone an der
Mittellinie beeinflussen, genau beschrieben (Hedgecock et al., 1990). Es ist die Aufgabe
von UNC-6, das Axonwachsen im Bezug auf die Mittellinie zu dirigieren (Wadsworth
2002). Abhingig von den Rezeptoren, die die auswachsenden Zellen und Axone besitzen,

werden sie entweder von Netrin angezogen oder abgestof3en.

Abb.28: Auswachsdefekte der Interneuronaxone (siehe Seite 59)

Um die Doppelmutanten mit ast-1(rh300) zu generieren, wurden nur Nullallele eingesetzt, auller der
Allelname ist extra vermerkt (wie bei unc-6(e78)). Die glr-1::gfp exprimierenden Interneurone wurden auf
axonale Defekte hin untersucht. In den Einzel- und Doppelmutanten wurden Faszikulierungsdefekte im
Ventralstrang und lateral verlaufende Axone ausgezdhlt. Zudem wurden die PVC Axone gezéhlt, die
falschlicherweise lateral verliefen anstatt in den Ventralstrang einzumiinden. Die Anzahl der analysierten
Tiere war n. n(ast-1) = 67; n(unc-6(ev400)) = 65; n(ast-1; unc-6(ev400)) = 64; n(unc-6(e78)) = 58; n(ast-1;
unc-6(e78)) = 87; n(unc-5(e53)) = 60; n(ast-1;, unc-5(e53)) = 109; n(unc-40(e271)) = 67; n(ast-1;
unc-40(e271)) = 144; n(unc-40(e271); unc-6(ev400)) = 153; n(ast-1; unc-40(e271); unc-6(ev400)) = 126;
n(unc-6(ev400) sit-1(ehl5)) = 76; n(ast-1; unc-6(ev400) sit-1(ehl5)) =87
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Mit dem Netrin Rezeptor UNC-5 konnte keine Interaktion beobachtet werden. Aber der
zweite Rezeptor UNC-40/DCC interagiert genetisch mit ast-1. In 12% der unc-40(e271)
Mutanten kreuzten die Interneurone die Mittellinie (Abb.28A.). In der Doppelmutante
waren es 32% und somit genauso viele wie in der ast-/ Einzelmutante. Auch die Anzahl
der Tiere, die ein lateral verlaufendes Axon besallen, blieb in der Doppelmutante genauso
hoch, wie in den unc-40 und ast-1 Einzelmutanten. Dieser epistatische Effekt zeigte, dass
ast-1 und unc-40 abhingig voneinander agieren und in einem gemeinsamen Signalweg
liegen. In 16% der unc-40 Mutanten war das PVC Axon lateral ausgewachsen, anstatt in
den Ventralstrang zu miinden (Abb.28C). In der ast-1,; unc-40 Doppelmutante war die
Haufigkeit dieser Defekte auf 47% erhoht (Erwartung: 16%), obwohl ast-I Mutanten
alleine keinerlei Auswachs-defekte der PVC Axone zeigten.

UNC-6/Netrin ist der Ligand fiir den Rezeptor UNC-40. Es wurden das Nullallel unc-
6(ev400) und das hypomorphe Allel unc-6(e78) untersucht, wobei in Bezug auf die
Faszikulierungsdefekte im Ventralstrang das hypomorphe Allel mehr Defekte zeigte. Die
Analyse der beiden Doppelmutanten 148t keinen eindeutigen Riickschlu3 zu, ob ast-1 und
unc-6 interagieren. In allen analysierten Aspekten konnten weder signifikante
synergistische noch epistatische Effekte gefunden werden.

In der ast-1(rh300); unc-40(e271),; unc-6(ev400) Tripelmutante sind die axonalen Defekete
ungefdhr additiv. Dies zeigt, dass ast-1 im Bezug auf die Defekte der Faszikulierung des
Ventralstranges und der lateral verlaufenden Axone unabhingig von unc-40; unc-6 agiert.
In der unc-40(e271); unc-6(ev400) Doppelmutante verliefen in gleich viel Tieren eines oder
beide PVC Axone lateral wie in der Tripelmutante (Abb.28C). Die Mutation in ast-
1(rh300) hat hier die axonalen Defekte des PVC Axons nicht weiter verstiarkt, im
Gegensatz zur ast-1, unc-40 Mutante.

Das Signalmolekiil SLT-1 vermittelt eine AbstoBung der Axone von dorsal {iber den
SAX-3/ROBO Rezeptor (Hao et al., 2001). SLT-1 und UNC-6 sind zwei der wichtigsten
sezernierten Proteine fiir das axonale Auswachsen und wurden gleichzeitig ausgeschaltet.
Sowohl in der ast-1 Einzelmutante, wie auch in der unc-6(ev400); slt-1(ehl)5)
Doppelmutante und der Tripelmutante, kreuzten in ungefiahr 30% der Tiere Axone im
Ventralstrang die Mittellinie (Abb.28A). Die Penetranz der lateral verlaufenden
Interneurone war ebenfalls in allen drei Mutanten ungefdhr gleich groB. Dies konnte

bedeuten, dass ast-1 mit einem der beiden Signalmolekiile im selben Signalweg agiert.
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2.7.4 Ast-1 und sax-3

In C. elegans ist SAX-3/ROBO der Rezeptor fiir den Liganden SLIT. Mutationen in sax-3
fiihren dazu, dass Axone im Ventralstrang die Mittellinie kreuzen (Zallen et al. 1998).
Auferdem wachsen manche Axone félschlicher Weise in einer lateralen Position aus. Die
Analyse der Axone ergab in der sax-3(kyl23) Mutante 24% Tiere, bei denen der
Ventralstrang desfaszikuliert war. In ast-1(hd1) Mutanten sind es 33% der Tiere und in der
Doppelmutante 52%. Die Defekte der Einzelmutanten und der Doppelmutante sind genau
so, wie fiir eine unabhdngige Funktion zu erwarten wire (46% - 52% in der
Doppelmutante). Entgegen unseren Erwartungen agieren die beiden Gene ast-/ und sax-3

unabhingig voneinander.
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Abb.29: Auswachsdefekte der Interneuronaxone in der ast-1(hdl); sax-3(ky123) Doppelmutante
Tiere mit dem gir-1::gfp Reportergen wurden auf axonale Defekte untersucht. Die Anzahl der analysierten
Tiere war n. n(ast-1) = 67; n(sax-3) = 91; n(ast-1; sax-3) =50

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob ast-1(hdl) die embryonale Letalitét
von sax-3(kyl123) erhoht. Dazu wurden von den Einzel- und Doppelmutanten jeweils die
Nachkommen von acht L4 Larven untersucht. In sax-3(ky/23) Mutanten starben 53% der
Nachkommen im Embryonalstadium und 42% als Larven. In der Doppelmutante waren
diese Werte entsprechend 50% und 42%. ast-1 beeinflusst die embryonale Letalitdt von
sax-3 demnach nicht. Dies unterstiitzt die Aussage, dass beide Gene unabhingig

voneinander wirken.
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Abb.30: Embryonale Letalitit der ast-1(hd1); sax-3(ky123) Doppelmutante

Die Penetranz der mutanten Phénotypen wurde durch Vereinzeln von acht L4 Tieren des jeweiligen Stammes
bestimmt. Die Tiere wurden jeden Tag auf neue Platten umgesetzt. Eier, die nach 48 Stunden noch nicht
geschliipft waren, wurden als embryonaler Arrest gezdhlt. Larven, die sich nach 72 Stunden noch nicht ins
adulte Stadium entwickelt hatten, wurden als larvaler Arrest gezdhlt. Der prozentuale Anteil aller
Nachkommen (n) an Adulten, verkriippelten Larven und toten Embryonen wurde fiir jedes klonierte
Individuum berechnet. Der Mittelwert aus den Einzelwerten aller zehn Elterntiere wird in dieser Graphik
dargestellt (Fehlerbalken = Standardabweichung). Die durchschnittliche Anzahl der analysierten
Nachkommen war n : n(ast-1) = 210; n(sax-3) = 180; n(ast-1; sax-3) = 162

2.7.5 Ast-1 und das Aktin-regulierende Protein UNC-34/ENA

Die Proteine UNC-34 und das Drosophila Homolog ENABLED regulieren die Elongation
der Aktinfilamente. Sie sind an der AbstoBung von auswachsenden Axonen durch Slits und
Netrin beteiligt. Es wurde gezeigt, dass UNC-34 in der Signalweiterleitung unterhalb des
Rezeptors fiir Netrin (UNC-40) und auch in Kooperation mit dem Rezeptor fiir SLIT
(SAX-3) seine Funktion ausiibt (Yu et al., 2002). Da ast-1 wahrscheinlich in den Netrin-
Signalweg eingreift (siche letzter Abschnitt 2.7.3), war es interessant zu untersuchen, ob
dies auch fiir unc-34 der Fall ist. Die Defaszikulierungsdefekte im Ventralstrang waren in
26% der unc-34 Mutanten vorhanden und in 33% der ast-1(rh300) Mutante. In der
Doppelmutante hingegen kreuzte bei 79% der Tiere mindestens ein Axon in das linke
Biindel des Ventralstranges. Dieser Wert liegt signifikant hoher als fiir ein unabhédngiges
Agieren der beiden Gene voneinander erwartet werden konnte (50% in der
Doppelmutante). In einem Drittel der unc-34 Mutanten verliefen ein oder zwei

Interneuronaxone lateral. In der ast-1; unc-34 Doppelmutante war diese Zahl mit 71%

62



2 ERGEBNISSE

wesentlich hoher als erwartet fiir ein unabhédngiges Wirken (42% in der Doppelmutante).
Ast-1 und unc-34 agieren demnach synergistisch in der Regulation des Auswachsens von

Axonen.
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Abb.31: Auswachsdefekte der Interneuronaxone in der ast-1(rh300); unc-34(e566) Doppelmutante

Tiere mit dem gl/r-1::gfp Reportergen wurden auf axonale Defekte hin untersucht. In den Einzel- und
Doppelmutanten wurden Faszikulierungsdefekte im Ventralstrang und lateral verlaufende Axone ausgezahlt.
Die Anzahl der analysierten Tiere war n. n(ast-1) = 67; n(unc-34) = 86; n(ast-1,; unc-34) =110

2.7.7 Ast-1 und Nidogen

Nidogen ist eine strukturelle Komponente der Basalmembran und in C. elegans notwendig
fiir die Fithrung von Axonen zur Mittellinie (Kim and Wadsworth, 2000). In 29% der
nid-1(ur41) Mutanten kreuzten Axone die Mittellinie, vergleichbar mit ast-1(rh300)
Mutanten. In 42% der Doppelmutanten war der Ventralstrang defaszikuliert. Fiir eine
unabhdngige Funktion der beiden Gene hétte die Penetranz zwischen 49% und 56% liegen

miissen. Dies 1dBt darauf schliessen, dass ast-1 und nid-1 genetisch zusammen wirken.
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Abb.32: Auswachsdefekte der Interneuronaxone in der ast-1(rh300); nid-1(ur41) Doppelmutante

Tiere mit dem g/r-1::gfp Reportergen wurden auf axonale Defekte untersucht. In den Einzel- und
Doppelmutanten wurden Faszikulierungsdefekte im Ventralstrang und lateral verlaufende Axone ausgezahlt.
Die Anzahl der analysierten Tiere war n. n(ast-1) = 67; n(nid-1) = 63; n(ast-1; nid-1) = 128

Zusammenfassend kann an dieser Stelle festgehalten werden, dass as#-/ mit den beiden
Transkriptionsfaktoren zag-1 und /in-11 genetisch interagiert. Zudem konnte gezeigt
werden, dass ast-1 synergistisch agiert mit unc-40 (kodiert fiir einen Rezeptor fiir
UNC-6/Netrin) und mit unc-34, das fiir ein Aktin-regulierendes Protein kodiert. Auch das
extrazelluldre Matrixprotein Nidogen interagiert genetisch mit asz-/. Somit wurden einige
Anhaltspunkte liber die Funktion von ast¢-1 erhalten, die in der Diskussion weiter

ausgearbeitet werden.
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3 Diskussion

3.1 AST-1 kontrolliert Aspekte der axonalen Wegfindung und der

Pharynxentwicklung

3.1.1 Nervensystemdefekte in asz-1 Mutanten

Die Axone der Interneurone und VC Motoneurone wachsen in asz-I Mutanten

fehlerhaft aus

Der Ventralstrang in C. elegans ist asymmetrisch mit der Mehrzahl der Axone im rechten
Axonbiindel. Fast alle Interneuronaxone, die den Nervenring auf der linken Seite verlassen,
kreuzen am Anfang des Ventralstranges nach rechts liber und verlaufen im rechten
Axonbiindel. Ast-1 Mutanten zeigten charakteristische Defekte in der axonalen
Wegfindung. Eine Unterguppe von Interneuronen, die g/r-/ exprimierten, hatten Defekte
beim Navigieren vom Nervenring in den Ventralstrang und Faszikulierungsdefekte
innerhalb des Ventralstrangs. Axone kreuzten in den linken Ventralstrang iiber und
meistens wieder zuriick. Zu den g/r-1 exprimierenden Interneuronen, deren Axone im
Ventralstrang laufen, gehoren: AVA, AVB, AVD, AVE, AVJ und PVC. Die Neurone
waren unterschiedlich stark betroffen. Die Axone der AVE Neurone wuchsen fehlerfrei aus.
Die nmr-1 exprimierende Subpopulation, zu der AVA, AVD und PVC gehoren, war in
stirkerem Malle betroffen als AVB und AVJ. Dies zeigt, dass AST-1 nicht fiir das
zielgerichtete Auswachsen aller Interneuronaxone notwendig ist. In den Neuronen, deren
Axone fehlerhaft auswachsen, konnte die Expression von extrazelluldren Signalmolekiilen,
die normalerweise die Axone entlang ihres Weges leiten, inhibiert sein. Andere
Interneurone, deren Axone normal auswachsen, konnten Rezeptoren bendtigen, deren
Expression nicht von AST-1 reguliert wird. Es wurde in unserem Labor gezeigt, dass
verschiedene Gruppen von Neuronen, deren axonale Wegfindung von extrazelluldren
Signalmolekiilen abhéngt, unterschiedliche Kombinationen an Signalmolekiilen benutzen
(Hutter, 2003). Eine zweite Ursache der Defekte konnte sein, dass manche Interneurone ein
intrinsisches Problem haben und nicht entsprechend auf Signalmolekiile reagieren kénnen.

Das Neuron AVG interessiert uns besonders, da sein Axon als erstes im rechten

Ventralstrangbiindel auswéchst und eine Funktion als Pionier fiir spiter auswachsende
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Axone im Ventralstrang besitzt (R. M. Durbin, Doktorarbeit, Universitdit Cambridge, 1987).
Diese Idee wurde zuerst von Richard Durbin getestet, indem er AVG mit Laserablation
eliminierte und die Axone im Ventralstrang eines Tieres mit Hilfe von
elektronenmikroskopischen Rekonstruktionen sehr genau untersuchte (R. M. Durbin,
Doktorarbeit, Universitdt Cambridge, 1987). Dabei fand er heraus, dass zwar immer noch
die Mehrzahl der Axone im rechten Ventralstrangbiindel ausgewachsen waren, aber die
Axone gelegentlich die Mittellinie in das linke Biindel {iberkreuzten. Um die Funktion von
AVG als Pionieraxon genauer zu bestimmen, wurden in unserem Labor Untersuchungen
durchgefiihrt. In weiteren AVG Ablationsexperimenten konnten wir zeigen, dass in
ungefdhr 40% der Tiere das Auswachsen von Axonen im Ventralstrang wesentlich
beeintrdchtigt war (Hutter, 2003). Der Pionier stellt demnach eine wichtige
Informationsquelle fiir die spéter auswachsenden Axone im Ventralstrang dar, aber er ist
nicht absolut notwendig.

In einem Viertel der asz-1 Mutanten verlief AVG im falschen Biindel im Ventralstrang und
dies verdeutlicht, dass ast-/ das Auswachsen des Pionieraxons AVG beeinflusst. Bis jetzt
war keine ast-1 Expression in AVG nachweisbar. Entweder lag das YFP-Signal unterhalb
der Detektionsgrenze oder ast-1 wurde tatséchlich nicht in AVG exprimiert. Bisher ist kein
Molekiil bekannt, welches das Auswachsen von AVG beeinflusst. Die Identifikation von
Genen, die von AST-1 reguliert werden, konnte dariiber Aufschluf3 geben.

Ast-1 Mutanten zeigten Auswachsdefekte in den Interneuronaxonen im Ventralstrang, die
gelegentlich die Mittellinie kreuzten, wobei AVG ebenfalls in den meisten Fallen (70%)
fehlerhaft in das linke Biindel kreuzte. In weiteren Experimenten konnten wir zeigen, dass
in einigen anderen ast Mutanten die Defekte der Interneuronaxone ebenfalls zu 52 — 93%
von AVG abhingen (Hutter et al., Manuskript in Vorbereitung). Ein Teil der
Interneurondefekte sind demnach das Ergebnis eines fehlgeleiteten AVG Axons. ast-1
spielt dennoch eine wichtige Rolle in der axonalen Wegfindung von Interneuronen, da ein
Teil der falsch ausgewachsenen Interneuronaxone (30%) unabhingig von AVG auf der
falschen Seite verlief.

AuBer den Interneuronen waren in ast-/ Mutanten als einzige weitere Neuronenklasse die
VC Motoneurone betroffen. Deren Axone kreuzten in dhnlicher Weise wie die
Interneuronaxone die Mittellinie. Bemerkenswert ist, dass die Ventralstrangdefekte der
Motoneuronaxone genauso hiufig wie die Defekte der Interneuronaxone (33% bzw. 35%)
vorkommen. Somit konnte das fehlerhafte Auswachsen der Interneuronaxone das spétere

Auswachsen der Axone der VC Motoneurone beeinflussen. Ob eine solche Abhdngigkeit
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besteht, wird momentan in weiteren Experimenten untersucht, in denen die Interneurone

und die VC Motoneurone im selben Tier analysiert werden.

AST-1 verandert die neuronale Identitéit nicht

Zelltypspezifische Marker, wie Gene fiir Neurotransmitter (g/r-/) oder fiir
chemosensorische Rezeptoren (sra-6), waren in ast-/ Mutanten richtig exprimiert. Diese
Gene kodieren fiir terminale Differenzierungsprodukte, die charakteristisch fiir bestimmte
Neuronentypen sind. Dies bedeutet, dass in ast-/ Mutanten die neuronale Identitdt nicht
verdndert ist. In C. elegans sind nur sehr wenige Transkriptionsfaktoren bekannt, die
ausschlieBlich in einem spéten Schritt der neuronalen Differenzierung agieren, wie
beispielsweise UNC-4 (Miller und Niemeyer, 1995). UNC-4 kontrolliert die synaptische
Verschaltung von bestimmten Motoneuronen mit Interneuronen, wobei die Axone in unc-4
Mutanten normal auswachsen. Im Gegensatz dazu sind einige Transkriptionsfaktoren
bekannt, die frithere Schritte der neuronalen Differenzierung steuern, zum Beispiel UNC-30
und UNC-3. Beide Faktoren steuern die Differenzierung von Motoneuronen. UNC-30 ist
notwendig und ausreichend fiir die Spezifizierung des Zellschicksals der GABAergen
D-Typ Motoneurone (Jin et al., 1994; Hobert et al., 1999). UNC-30 reguliert direkt die
Expression der Gene unc-25/GAD (Glutamatdecarboxylase) und unc-47/VGAT (GABA
Transporter) (Eastman et al., 1999). Zudem kontrolliert es weitere Aspekte der neuronalen
Differenzierung wie das axonale Auswachsen und die Synapsenbildung (Jin et al., 1994).
UNC-3 reguliert das axonale Auswachsen von Motoneuronen und die Differenzierung von
sensorischen Neuronen (Prasad et al., 1998). UNC-30 und UNC-3 sind typische Beispiele
fiir Transkriptionsfaktoren, die neuronale Differenzierungsvorginge regulieren, weil sie
nicht nur einen sondern verschiedene Aspekte, entweder in einem Neurontyp oder sogar in
unterschiedlichen Neuronentypen, steuern. 4st-/ hingegen reguliert nur einen Aspekt der

neuronalen Differenzierung, nimlich das zielgerichtete Auswachsen von Axonen.

3.1.2 AST-1 reguliert die Differenzierung des Pharynx

AST-1 besitzt eine essentielle Funktion in der Pharynxdifferenzierung, denn ast-1/
Deletionsmutanten besallen keinen vollstidndig ausgebildeten Pharynx und konnten deshalb

keine Nahrung aufnehmen. Die Morphogenese des Pharynx kann in drei Phasen eingeteilt

werden, die zwischen dem Komma-Stadium und dem Zweifach-Stadium in der
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Embryonalentwicklung stattfinden (Portereiko und Mango, 2001). In der ersten Phase
kommt es zu einer Reorientierung der Pharynxvorlduferzellen, wobei das Pharynxlumen
verldngert wird. In der zweiten Phase bildet sich ein Epithel, das den Pharynx an die
anterior liegende Epidermis kniipft. Die dritte Phase wird Kontraktion genannt, denn der
Pharynx und die Epidermis (Mund) bewegen sich aufeinander zu und der Mund 6ffnet sich
zur AuBlenwelt. In ast-1 Deletionsmutanten sah der sich entwicklende Pharynx zunéchst
genauso wie in Wildtyptieren aus und bildete ein normales Primordium, das durch eine
Basalmembran vom restlichen Embryo abgetrennt war. In der nachfolgenden
Verldngerungsphase differenzierten sich die Vorlduferzellen nicht normal weiter und
bildeten keinen Mund. In den Larven war lediglich ein ausgebildetes Mahlorgan
(,,Grinder*) vorhanden, jedoch keine weiteren Pharynxstrukturen wie Prokorpus, Isthmus
oder Metakorpus.

Der vordere und hintere Teil des Pharynx entwickelt sich aus Zellen, die aus verschiedenen
Griinderzellen hervor gehen (Sulston et al., 1983; Granato et al., 1994; Kalb et al., 1998).
Es gibt Mutanten in C. elegans, in denen der vordere Teil des Pharynx fehlt, beispielsweise
wenn die beiden T-Box Transkriptionsfaktoren ¢tbx-37 und thx-38 mutiert sind (Good et al.,
2004), wobei die Ursache ein Defekt im Zellstammbaum ist. Bisher ist keine Mutante
bekannt, die einen Pharnyxdefekt wie ast-1(hd92) aufweist, der nicht die Folge eines
Defektes im Zellstammbaum ist. Die Zielgene von as¢-1 konnten Aufschluf3 iiber bisher
unbekannte Molekiile geben, die an der Differenzierung des Pharnyx beteiligt sind. AST-1
reguliert hier, genau wie in der neuronalen Differenzierung, spite Entwicklungsschritte und

keine frithen Zellschicksalsentscheidungen.

3.2 AST-1 ist ein ETS Transkriptionsfaktor

AST-1 gehért zur groBen Familie der ETS Transkriptionsfaktoren (Ubersichtsartikel von
Sharrocks 2001; Oikawa und Yamada, 2002). Das erste Mitglied der ets (E-twenty-six)
Genfamilie, v-ets, wurde urspriinglich identifiziert als ein gag-myb-ets Fusionsonkogen des
Retrovirus E26. Dieses Virus verursacht sowohl Erythroleukédmie als auch myeloische
Leukdmie im Huhn (Leprince et al., 1983). AnschlieBend wurden zahlreiche Homologe im
Menschen, in D. melanogaster (Hsu und Schulz, 2000) und in C. elegans (Hart et al., 2000)
isoliert. In Sdugetieren wurden bisher liber 30 Mitglieder gefunden (Remy und Baltzinger,
2000; Maroulakou und Bowe, 2000; Bartel et al., 2000). ETS Gene sind sogar in den

einfachsten mehrzelligen Tieren vorhanden, zum Beispiel in dem Schwamm 7. aurantia
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(Degnan et al., 1993). Allerdings besitzen einzellige Organismen wie Hefe keine ETS
Gene. Daher ist es moglich, dass die ersten ETS Proteine fiir mehrzelliges Leben
notwendige Prozesse regulierten, zum Beispiel zelluldre Differenzierung.

ETS Proteine aktivieren oder reprimieren die Transkription in Kooperation mit anderen
Transkriptionsfaktoren und Kofaktoren. Sie spielen wichtige Rollen in der Regulation
verschiedener zelluldrer Funktionen, wie zum Beispiel Differenzierung, Wachstum,
Apoptose, Entwicklung und onkogene Transformation (Bassuk und Leiden, 1997; Dittmer
und Nordheim, 1998; Graves und Petersen, 1998; Sharrocks et al., 1997; Wasylyk et al.,
1998).

3.2.1 Die Struktur der ETS DNS-Bindedomine

Die charakteristische Eigenschaft dieser Transkriptionsfaktor-Familie ist, dass jedes
Mitglied eine ETS Domaéne besitzt, die wihrend der Evolution konserviert wurde. Diese
ETS Domine ist 85 Aminosduren lang und vermittelt eine Bindung an Purin-reiche DNS-
Sequenzen mit einem zentralen GGAA/T Konsensus-Motiv und zusitzlichen flankierenden
Nukleotiden (Graves und Petersen, 1998). Die Struktur der ETS Doméine wurde mittels
NMR untersucht. Sie besteht aus drei a-Helices und vier @-Faltblittern, die in der
Reihenfolge al-p1-p2-a2-a3-B3-PB4 angeordnet sind, um eine fliigelformige Helix-Turn-
Helix Struktur zu bilden (Kodandapani, 1996; Donaldson et al., 1996). Die dritte Helix ist
fiir die DNS-Bindung verantwortlich. Die verschiedenen Mitglieder der ETS Familie
zeigen unterschiedliche DNS-Bindungsspezifititen, die von der ETS Domine und den
flankierenden Sequenzen beeinflusst werden (Graves und Petersen, 1998).

Die beiden ast-1 Mutanten, 2300 und hdl, besitzen eine Punktmutation in der ETS-
Domine, wobei jeweils eine stark konservierte Aminosdure verdndert wurde (siche Abb.15
in Kapitel 2.4). Die Mutation in ast-1(rh300) ist Teil eines Faltblattes, das vor der ersten
Helix liegt. Die Mutation in Ad! ist mitten in der ersten Helix lokalisiert. Es wurde von Mo
und Kollegen gezeigt (2000), dass der Austausch einer einzigen Aminosdure in der ETS-
Domine ausreichen kann, um die Bindung des ETS Proteins an eine bestimmte
Promotorsequenz zu verhindern. In den #4300 und hdl Mutanten kann dies bedeuten, dass
die jeweilige Punktmutation die Bindungsspezifitit der ETS Doméne stark beeinflusst, aber
nicht zu einem kompletten Funktionsverlust fiihrt. Das zielgerichtete Auswachsen von
Axonen ist in den Punktmutanten gestort und es ist vorstellbar, dass dabei die Bindung von

AST-1 an Promotoren mit bestimmten Sequenzmerkmalen verdndert ist. AST-1 konnte

69



3 DISKUSSION

spezifisch die Fahigkeit verloren haben, die Expression der Zielgene zu steuern, die fiir das
axonale Auswachsen wichtig sind. In der Deletionsmutante fehlt im translatierten Protein
die zweite Hilfte der ETS Doméne. Da in AST-1 die N-terminale Sequenz vor der ETS
Domiéne keine vorhergesagte Doméne besitzt, 146t sich daraus schlieBen, dass die
Deletionsmutante eine komplette Funktionsverlustmutante ist. In den Mutanten ist
zusdtzlich zu den neuronalen Defekten die Pharynxdifferenzierung beeintriachtigt. Die
Bindungseigenschaften von AST-1, die notwendig fiir die Expression der Gene in der
Pharynxdifferenzierung sind, scheinen von den Punktmutationen 74300 und hdl nicht
betroffen zu sein.

Ast-1 Punktmutanten zeigen keinerlei Auffilligkeiten im Gegensatz zu anderen
Transkriptionsfaktor-Mutanten, die oft in ihrem Bewegungsablauf gestort sind wie UNC-86
und UNC-4 (Chalfie et al., 1981; Miller und Niemeyer, 1995). Die Zahl der Nachkommen
ist in ast-1 Punktmutanten normal und ebenso bewegen sich die Tiere trotz der axonalen
Defekte im Motorschaltkreis normal. Dies bedeutet, dass die synaptischen Verbindungen
im Motorschaltkreis bis zu einem gewissen Grad gestort werden kdnnen, ohne dass dabei
die gesamte Funktionalitit beeintrdchtigt wird. Der Schaltkreis ist demnach teilweise
redundant organisiert.

In Bezug auf die axonalen Defekte verhalten sich die beiden Allele mit Punktmutationen
wie Nullallele, denn in der Deletionsmutante sind die Interneurone in derselben Art und
Weise betroffen. Die neuronale Identitdt ist auch in der Deletionsmutante nicht betroffen,
denn der g/r-1::GFP Interneuronmarker wird in den Punktmutanten wie auch in

Deletionsmutanten unverandert im Vergleich zu Wildtyp exprimiert.

3.2.2 AST-1 gehort zur Fli-1 Unterfamilie der ETS Transkriptionsfaktoren

Das C. elegans Gen C42D8.4 ist der nichste Verwandte von ast-1 und gehort, wie ast-1,
zur Fli-1 Unterfamilie. Das Expressionsmuster von C42D8.4 wurde mit Hilfe eines
Promotor-gfp Reportergens untersucht. Gfp wurde wihrend der Entwicklung und im
adulten Wurm in sensorischen Neuronen exprimiert (Hart et al., 2000). 4st-1 wird ebenfalls
in sensorischen Neuronen exprimiert und beide Gene besitzen eine Funktion im
Nervensystem. Der nichste Verwandte von AST-1 in Vertebraten ist das Protein FLI-1. Die
ETS-Dominen der beiden Proteine sind auf Aminoséureebene zu 90% identisch (Abb.15 in
Kapitel 2.4). Im Vergleich der ETS Dominen anderer Familienmitglieder ergibt sich eine

nicht ganz so hohe Ahnlichkeit von ungefiihr 80%.
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In Sdugetieren gehoren die beiden ETS Proteine FLI-1 und ERG zur Fli-1 Familie.
Transkriptionelle Aktivierung von f/i-/ durch Chromosomentranslokation oder durch
provirale Insertion fiihrt zu Ewings-Sarkoma in Menschen (Delattre et al., 1992). Die
biologischen Funktionen von fli-/ und erg wurden anhand von Funktionsgewinn- und
Funktionsverlustmutationen in Zellkultur und im Mausmodell untersucht. Die
Uberexpression von ERG in NIH3T3 Zellen induziert Proliferation und die Entstehung von
Tumoren (Hart et al., 1995). Wird fli-1 cDNA unter der Kontrolle des H-2K Promotors in
transgenen Méusen exprimiert, entsteht eine schwere Autoimmunkrankheit, die zu
Nierenentziindung fiihrt (Zhang et al., 1995). Transgene Miuse mit Mutationen in fi-/
zeigen tddliche Blutungen (Spyropoulos et al., 2000) als Folge von Defekten in der
Endothel- und Megakaryozytenentwicklung (Hart et al., 2000). Beide Proteine sind sehr
wichtig fiir die Entwicklung von vertebratenspezifischen Geweben. Die Funktion der ETS
Proteine ist daher innerhalb der Fli-1 Familie nicht konserviert, jedoch sind sie in
lebenswichtige Prozesse involviert.

Es gibt aber ETS Proteine, die &hnliche Funktionen besitzen wie AST-1, zum Beispiel
ERS81 und PEA3, die eine wichtige Rolle in der spéten Differenzierung von Motoneuronen
in Vertebraten spielen (Lin et al., 1998). Er81 und Pea3 werden in verschiedenen Gruppen
von Motoneuronen und sensorischen Neuronen exprimiert und regulieren deren synaptische
Verbindungen (Lin et al., 1998; Arber et al., 2000; Livet et al., 2002). In einem spéteren

Abschnitt (3.3.3) erldutere ich diese Beispiele genauer.

3.2.3 Die ETS Genfamilie in C. elegans

In C. elegans wurden anhand von Sequenzanalysen zehn ETS Gene identifiziert (Hart et al.,
2000). Dies weist auf eine frithe Duplikation und Verbreitung dieser Genfamilie wiahrend
der Evolution der Metazoa hin. Das einzige bisher klonierte ETS Gen in C. elegans war lin-
1, das als Inhibitor des Vulva-Zellschicksals agiert (Beitel et al., 1995). Weitere Funktionen
sind die Regulation der Entwicklung des exkretorischen Systems, des Schwanzes in
Minnchen und des posterioren Ektoderms (Ferguson und Horvitz, 1985; Han und
Sternberg, 1990). LIN-1 wird dabei iiber den MAP Kinase Signalweg aktiviert. AuBBer ast-1
gibt es also in C. elegans weitere ETS Gene, die zum Teil im Nervensystem exprimiert
werden und deren Aufgaben weitere interessante Einblicke in die Funktion des
Nervensystems liefern konnten. Das ETS Gen C33A11.4 wird in Motoneuronen und im

Ventralstrang von C. elegans exprimiert (Hart et al., 2000). Ein weiteres ETS Gen wird
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aullerhalb des Nervensystems exprimiert und fiir die restlichen sind bisher keine

Expressionsanalysen vorhanden (Hart et al., 2000).

3.3 AST-1 als Teil eines Transkriptionsfaktor-Netzwerks, das neuronale

Differenzierung kontrolliert

3.3.1 Ast-1 wird in Neuronen exprimiert, wenn Axone auswachsen

Das ast-1::YFP-Fusionsgen wurde ausschlielich im Nervensystem exprimiert. Die
Expression begann, nachdem die Neurogenese abgeschlossen war und sich die Neuronen
differenzierten und ihre Axone auswuchsen. Die Expression nahm mit fortschreitender
Entwicklung ab und war im adulten Stadium nur in wenigen Neuronen erhalten. Die
Expression von ast-1 war dynamisch und trat nur in zwei Neuronenklassen auf, in manchen
Interneuronen und in sensorischen Neuronen.

Die Expression von ast-/ in den Interneuronen paBit zu den Auswachsdefekten der
Interneuronaxone, die unabhéngig vom Pionieraxon AVG die Mittellinie kreuzen. In diesen
Neuronen kann ast-1 die Expression von Genen, die wichtig fiir das axonale Auswachsen
sind, regulieren. Dies ist das einzige Beispiel, wo AST-1 in den Zellen vorhanden ist, in
denen es direkt das axonale Auswachsen steuert. AST-1 kann dabei direkt oder mit Hilfe
zusitzlicher Transkriptionsfaktoren die Transkription von Genen regulieren, die fiir
Rezeptoren oder Signalmolekiile kodieren.

Ast-1 wird aber auch in sich differenzierenden sensorischen Neuronen im Kopf exprimiert,
wobei bisher dort keine Defekte gefunden wurden. Die Neurone nahmen ihre normale
Position ein und ihre Axone und Dendriten waren ohne Fehler ausgewachsen. As¢-1 wurde
beispielsweise in den inneren Labialneuronen exprimiert, die jedoch keinerlei
morphologische Defekte zeigten. Es ist demnach moglich, dass die Neurone nicht voll
funktionsfdhig sind und die Expression einzelner Rezeptoren oder Molekiilen der
Signaltransduktion betroffen ist. Die Expression spiter Differenzierungsgene wie
chemosensorische Rezeptoren in den inneren Labialneuronen muss noch untersucht
werden. Verhaltenstests, wie die Untersuchung von Chemotaxis, Osmotaxis und
Thermotaxis werden Aufschluss iiber die Funktionalitit der sensorischen Neurone geben.
Die ETS Gene Er81 und Pea3 sind unter anderem ebenfalls in sensorischen Neuronen
exprimiert, die sich in der spéten Differenzierungsphase im Riickenmark befinden (Lin et

al., 1998).
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In den VC Motoneuronen, die in der ast-I Mutante axonale Defekte aufweisen, ist kein
ast-1::YFP Protein sichtbar. Dies kann bedeuten, dass die Expression unterhalb des
Detektionslevels ist oder dass ast-1 nicht in den VC Motoneuronen exprimiert wird. Es sind
bisher keinerlei Faktoren bekannt, die das Auswachsen der VC Motoneurone beeinflussen
und deshalb kann AST-1 und die Identifikation seiner Zielgene dabei helfen, solche
Faktoren zu finden. Eine weitere Moglichkeit wiére, dass es sich dabei wie vorher

beschrieben um einen sekundiren Effekt der Interneurondefekte handelt.

Die AST-1::YFP-Proteine waren im Zellkern lokalisiert, was bestétigt, dass AST-1 eine
Rolle in der transkriptionellen Regulation besitzt. Die Lokalisation des AST-1::YFP-
Fusionsproteins war bemerkenswerterweise in der spiteren Embryonalentwicklung nicht
mehr nur auf den Zellkern beschrankt. Da AST-1 keine klassische NLS besitzt (Kalderon et
al., 1984; Lanford und Butel, 1984), wird es wahrscheinlich nicht {iber die
Transportproteine Importin o/f in den Kern transportiert. Die Transportsignale konnen in
ihrer Grof3e und Struktur sehr unterschiedlich sein und es ist deshalb schwierig nur anhand
der Sequenz vorherzusagen, ob ein Protein aktiv in den Kern importiert wird. Es wurde
gezeigt, dass Proteine, die keine NLS besitzen, direkt ohne Importin o an Importin 3
binden konnen (Henderson und Percipalle, 1997; Truant und Cullen, 1999; Palmeri und
Malim, 1999; Jakel und Gorlich, 1998; Lam et al., 1999). Auf diese Weise konnte AST-1
auch ohne NLS zusammen mit einem Transporter in den Kern gelangen. Bei einer ast-1/
Uberexpression kdnnte es sein, dass durch die Limitierung der Anzahl der Transporter nicht

alle AST-1 Proteine in den Zellkern gelangen, sondern im Zytoplasma verbleiben.

Die Expression des Aast-1::YFP-Fusionsgens, das nur Intronsequenzen und das 3’-Ende
der kodierenden Sequenz enthélt, zeigte erstaunlicherweise einen Grofteil des ast-1::YFP
Expressionsmusters, wobei es ebenfalls im Zellkern lokalisiert war. Das ast-1-
Promotorkonstrukt zeigte im Gegensatz dazu hauptsdchlich eine Expression in den
sensorischen Neuronen, aber nur in sehr wenigen Interneuronen. Dies beweist, dass sich in
den Introns regulatorische Elemente befinden, die die Expression aktivieren. In C. elegans
sind die Introns hiufig klein und gréBere Introns, wie in ast-1, konnen regulatorische
Elemente enthalten. Zum Beispiel wird die neuronale Expression von /in-// nur von

regulatorischen Sequenzen, die in Introns liegen, gesteuert (Hobert et al., 1998).
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Die Uberexpression sowohl des ast-1- als auch des Aast-1-Fusionsgens fiihrt zu Fehlern im
Auswachsen von Axonen in Wildtyptieren. Die Interneuronaxone sind in &hnlicher Weise
betroffen, wie in den beiden ast-1 Punktmutanten. Zudem konnten die axonalen Defekte in
den Mutanten mit der Expression der Fusionsgene nicht gerettet werden. Die Ursache
konnte ein Gendosiseffekt sein. Die Uberexpression von ast-1 in Wildtyptieren konnte zu
einer erhohten Anzahl von AST-1 Proteinen im Nukleus fiihren und dies konnte die
Expression von Zielgenen beeinflussen. Es wurde gezeigt, dass die Uberexpression eines
Transkriptionsfaktors einen mutanten Phidnotyp zur Folge hat (Wacker et al., 2003). Die
Molekiilanzahl eines Transkriptionsfaktors im Kern ist streng limitiert und ein Verschieben
dieses Gleichgewichts kann dramatische Folgen haben. Dass die Expression von
Aast-1::yfp zu Defekten im gerichteten Auswachsen von Axonen fiihrt, konnte zwei
Ursachen haben: Erstens selbst wenn AAST-1 kein funktionelles Protein wére, konnte es
dennoch mit dem AST-1 Wildtypprotein um die Bindung an Promotoren konkurrieren und
dadurch die Funktion von AST-1 behindern. Zweitens konnte ein funktionelles Protein
entstehen, welches die Expression bestimmter Zielgene beeinflusst. Das wiirde die
Hypothese bestdtigen, dass eine zweite Spleilvariante von as#-/ vorkommt, deren ATG in
Intron 5 lokalisiert ist (Kapitel 2.4). Eine entsprechende cDNS, die von Prof. Dr. Y. Kohara
aus seiner cDNS-Bank isoliert wurde, unterstiitzt diese Hypothese (Japanese National
Institute ov Genetics, Mishima, Japan). Es sind fiir viele Transkriptionsfaktoren, die eine
wichtige Rolle in Entwicklungsprozessen spielen, mehrere Isoformen nachgewiesen
worden, die durch alternatives SpleiBen generiert wurden (Ubersichtsartikel von Lopez,
1995). Von den beiden ETS-Genen E-74 und pointed in Drosophila wurden beispielsweise
mehrere SpleiBlvarianten gefunden (Burtis et al., 1990; Scholz et al., 1993). Es konnten
zwei Isoformen des Gens pointed nachgewiesen werden, von denen eine die Pointed-
Doméne nicht mehr besitzt. Die DNS-Bindeaffinitit oder die Eigenschaften zur
Dimerisierung konnen dadurch moduliert werden. Somit besitzen Isoformen eines Gens
unterschiedliche Funktionen und regulieren verschiedene Prozesse (Burtis und Baker, 1989;
Coschigano und Wensink, 1993). Experimente in dieser Richtung sollen in Zukunft kléren,

ob zwei Spleifvarianten von ast-/ mit unterschiedlichen Funktionen existieren.

3.3.2 Ast-1 interagiert genetisch mit den Transkriptionsfaktoren lin-11 und zag-1

In Doppelmutantenanalysen konnte ich zeigen, dass as¢t-/ mit den beiden

Transkriptionsfaktoren /in-11 und zag-1 genetisch interagiert. ZAG-1 ist ein Zinkfinger-
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Transkriptionsfaktor, der wie AST-1 das Auswachsen von Axonen reguliert (Wacker et al.,
2003). LIN-11 gehort zur Familie der LIM Transkriptionsfaktoren und spielt unter anderem
beim axonalen Auswachsen eine wichtige Rolle (Hobert et al., 1998; Sarafi-Reinach et al.,
2001). Es wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass ast-1 weder die Expression von
lin-11 noch die von zag-1 steuert. Vielmehr reguliert entweder LIN-11 die Expression von
ast-1 oder AST-1 kontrolliert zusammen mit LIN-11 die Expression von Zielgenen.
Dasselbe gilt fiir ZAG-1. Eine Analyse der ast-1 Expression in zag-/ und /in-11 Mutanten
wird Aufschlu3 geben, ob die eine oder andere Mdglichkeit zutrifft.

Es ist bekannt, dass ETS Transkriptionsfaktoren mit einer Reihe von verschiedenen
Transkriptionsfaktoren interagieren. Allerdings gibt es in der Literatur bisher keine Daten,
die eine kooperative Interaktion zwischen einem ETS Transkriptionsfaktor und einem LIM
Transkriptionsfaktor belegen. Die Gene, deren Expression LIN-11 reguliert, sind bisher
nicht bekannt. Lin-11 wird in mehreren Interneuronen, sensorischen Neuronen und in der
Vulva exprimiert (Hobert et al., 1998; Sarafi-Reinach et al., 2001). Dieses
Expressionsmuster tiberlappt zum Teil mit dem von ast-1. So wire es denkbar, dass ast-/
ein Zielgen von LIN-11 ist und dessen Expression in sensorischen Neuronen und wenigen
Interneuronen (AVA, AVE) von LIN-11 gesteuert wird.

Es gibt hingegen mehrere Beispiele in Vertebraten, wo ETS Transkriptionsfaktoren mit
Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren zusammen die Expression von Genen regulieren. Es
wurde beispielsweise gezeigt, dass das ETS Protein FLI-1 mit dem Zinkfinger-Protein
GATA-1 interagiert und dadurch die Expression bestimmter Gene aktiviert wird (Eisbacher
et al., 2003). Die beiden Proteine wirken synergistisch zusammen, wobei die ETS-Doméne
direkt an die Zinkfinger bindet. Im Gegensatz dazu wurde vorher schon beschrieben, dass
GATA-1 mit einem anderen ETS Protein, genannt PU.1, interagiert, was allerdings zur
Repression der Expression fiihrt (Nerlov et al., 2000; Rekhtman et al., 1999; Zhang et al.,
1999; Zhang et al., 2000). Die beiden Proteine blockieren gegenseitig ihre Aktivitét. Fiir
das Vertebratenhomolog von ZAG-1 (ZEB) wurde gezeigt, dass es die Aktivitdt von
bestimmten ETS Proteinen hemmen kann (Postigo et al., 1997). Dies geschieht dadurch,
dass ZEB an eine benachbarte Bindestelle im selben Promotor bindet und dabei das ETS
Protein in seiner Aktivitdt blockiert. Das ETS Protein kann diese Repression iiberwinden
indem es an einen anderen Transkriptionsfaktor (c-Myb) bindet. Diese Ergebnisse geben
Anhaltspunkte dafiir, dass ast-1 und zag-1 in C. elegans zusammen an Promotoren von
Genen agieren konnten, die am ProzeB3 des zielgerichteten Auswachsens von Axonen

beteiligt sind. Es wire sogar vorstellbar, dass AST-1 und ZAG-1 direkt miteinander
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interagieren. Dies wird in naher Zukunft durch biochemische Untersuchungen iiberpriift.
Somit ist ast-1 Teil eines transkriptionellen Netzwerkes, das die Expression von Genen, die

an Differenzierungsprozessen beteiligt sind, steuert.

3.3.3 AST-1 Homologe in Vertebraten regulieren die Motoneurondifferenzierung

ETS Proteine besitzen in Vertebraten zahlreiche Funktionen in der Entwicklung und
Differenzierung (Wasylyk et al., 1998). Im Nervensystem steuern sie beispielsweise die
Differenzierung der Motoneurone zusammen mit vielen anderen Transkriptionsfaktoren
(Ubersichtsartikel von Edlund und Jessell, 1999; Jessell, 2000; siche auch Kapitel 1.1.2).
Ein spezieller Aspekt dieser Differenzierung wird von ETS Transkriptionsfaktoren
reguliert: die Ausbildung von synaptischen Verbindung zwischen sensorischen afferenten
Fasern und Motoneuronen (Lin et al., 1998; Arber et al., 2000; Livet et al., 2002). Der
motorische Reflexbogen besteht aus einem sensorischen afferenten Neuron mit einem
Dehnungsrezeptor am Muskel und einem Axon, das mit einem Motoneuron verbunden ist,
das zum selben Muskel zuriickprojiziert. Zuerst werden die beiden ETS Gene Er81 und
Pea3 in allen propriozeptiven Neuronen exprimiert (Lin et al., 1998). Aber bald teilt sich
die Expression der beiden Gene auf unterschiedliche Untergruppen auf. Zu dem Zeitpunkt,
wo sensorisch-motorische Verbindungen etabliert werden, exprimieren individuelle
Motoneuronuntergruppen entweder Er81 oder Pea3 und werden bevorzugt von
propriozeptiven afferenten Fasern innerviert, die dasselbe ETS Gen exprimieren (Lin et al.,
1998). ER81 knock-out-Mduse zeigen schwere Defizite in der Bewegungskoordination,
obwohl die Spezifizierung der Motoneurone und die Induktion der Muskelspindeln normal
verlauft (Arber et al., 2000). Die Bewegungsdefekte resultieren daraus, dass eine Gruppe
von propriozeptiven afferenten Fasern ihre Terminationszone im Riickenmark nicht
ausbilden kann. Das anfdngliche Auswachsen der Axone verlduft normal, aber nahe ihrer
Zielregion enden sie frithzeitig und konnen keine Verbindungen zu den Motoneuronen
bilden (Arber et al., 2000). ER81 steuert also die terminale Zielfindung der
Motoneuronaxone. In PEA3 mutanten Miusen sind die Motoneuronzellkdrper nicht am
richtigen Ort im Riickenmark lokalisiert und die Axone von spezifischen
Motoneurongruppen verzweigen sich nicht in der Region ihrer Zielmuskeln (Livet et al.,
2002). GDNF (“glial cell-line derived neurotrophic factor”) stellt das periphere Signal dar,
das die PEA3 Expression in spezifischen Motoneurongruppen induziert und reguliert damit

die Zellposition und Muskelinnervierung (Haase et al., 2002). Es wurde zudem gezeigt,
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dass NT3 (“neurotrophin-3”’) die Bildung von sensorisch-motorischen Verbindungen iiber

eine Regulation von ER81 steuert (Patel et al., 2003)

3.3.4 Modell zur Funktion von AST-1 in neuronaler Differenzierung

In dem vorher beschriebenen Beispiel in Vertebraten kontrollieren ETS
Transkriptionsfaktoren die synaptischen Verbindungen zwischen sensorischen Neuronen
und Motoneuronen. AST-1 kontrolliert ebenfalls einen spédten Schritt der neuronalen
Differenzierung und steuert dhnlich wie ER81 die Projektion von Axonen. Die
Beobachtungen in dieser Arbeit gaben keinerlei Hinweise dafiir, dass AST-1 zusétzliche
Schritte in der neuronalen Differenzierung reguliert, wie beispielsweise die Expression von
Genen, die fiir Neurotransmitter oder Ionenkanalproteine kodieren. Dies ist ein besonderes
Merkmal von AST-1, denn im Gegensatz dazu gibt es eine Vielzahl von
Transkriptionsfaktoren, die mehrere Schritte der neuronalen Differenzierung oft auch zu
fritheren Zeitpunkten steuern.

Unc-86 wird beispielsweise voriibergehend in Druckrezeptoren exprimiert und ist essentiell
fiir deren Differenzierung (Chalfie et al., 1981; Horvitz et al., 1983). Unc-86 kodiert fiir
einen POU Transkriptionsfaktor und aktiviert die Expression von mec-3, das fiir einen LIM
Transkriptionsfaktor kodiert (Xue et al., 1992). In der mec-3 Mutante entstehen Neurone,
aber sie differenzieren sich nicht zu Druckrezeptoren, sondern zu Interneuronen (Way und
Chalfie, 1988). UNC-86 und MEC-3 interagieren dann direkt miteinander und steuern die
Expression von Genen, die fiir terminale Differenzierungsprodukte kodieren (Duggan et al.,
1998). MEC-3 und UNC-86 regulieren die Differenzierung zu einem neuronalen Subtyp.
Im HSN Neuron besitzt UNC-86 iiberraschenderweise eine ganz andere Rolle. Hier
reguliert es nicht das Zellschicksal, sondern direkt die Neurotransmitterexpression und
axonales Auswachsen (Desai et al., 1988). UNC-86 steuert in verschiedenen Neurontypen
entweder frithe oder spite Differenzierungsschritte. Der Transkriptionsfaktor UNC-130
besitzt auch zwei Funktionen in der neuronalen Differenzierung. Er steuert das
Zellschicksal von chemosensorischen Neuronen (Sarafi-Reinach und Sengupta, 2000) und
inhibiert die Expression von unc-129/TGF-f in ventralen Muskelzellen (Nash et al., 2000).
Unc-129 wird somit nur dorsal exprimiert, wo es notwendig ist um Axone in Richtung
dorsal zu fithren. Der Transkriptionsfaktor UNC-130 dient dazu die Expression von
unc-129, das als Signalmolekiil fiir auswachsende Axone dient, auf bestimmte Zellen zu

beschrianken.
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Anhand dieser Beispiele von Transkriptionsfaktoren in C. elegans wird deutlich, dass sie
alle mehrere Aspekte der neuronalen Differenzierung steuern. Entweder regulieren sie
sowohl das Zellschicksal wie auch spdte neuronale Differenzierungsgene, oder sie
regulieren verschiedene Teilaspekte der Differenzierung in unterschiedlichen
Neuronentypen. AST-1 bildet hier eine Ausnahme und kontrolliert hingegen in der
neuronalen Differenzierung nur einen Aspekt, das zielgerichtete Auswachsen von Axonen
und dies wiederum nur in einer spezifischen Untergruppe von Interneuronen und einer

Gruppe von Motoneuronen.
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™ UNC-86
MEC-3
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Abb.33: Modell zur Funktion von AST-1 in neuronaler Differenzierung

Schematische Abbildung des neuronalen Differenzierungsprozesses in C. elegans. A: Der Neuroblast (NB)
wird durch die Expression einer bestimmten Anzahl von Transkriptionsfaktoren zu einem bestimmten
Neurontyp. In dieser Abbildung sind nur wenige ausgewahlte Transkriptionsfaktoren dargestellt, die bei der
Bestimmung des Zellschicksals eine Rolle spielen. B: Wenn die Zellidentitét festgelegt ist, werden einzelne
Aspekte, wie Neurotransmitterexpression und axonales Auswachsen, spezifisch bis zur vollstindigen Reife
des Neurons reguliert. Bisher sind aufler AST-1 und UNC-4 keine Transktiptionsfaktoren bekannt, die
ausschlieBlich spite Schritte der neuronalen Differenzierung steuern. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass
AST-1 nur die Ausbildung der korrekten axonalen Projektionen steuert.
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AST-1 ist demnach ein Transkriptionsfaktor, der einen bestimmten Teilaspekt der
neuronalen Differenzierung reguliert und nicht die gesamte neuronale Identitét beeinflusst.
Da ast-1 eine sehr spezifische Funktion besitzt, reguliert es wahrscheinlich direkt die
Expression von Genen, die an der axonalen Wegfindung beteiligt sind. Allerdings wird
ast-1 nicht in allen Neuronen, die in der Mutante axonale Defekte zeigten, exprimiert. Dies
deutet darauf hin, dass es auch Komponenten der Signalwege reguliert, die nicht
zellautonom agieren. AST-1 kontrolliert spezifisch einen Teilschritt der neuronalen
Differenzierung und steuert zudem einen gleichfalls spaten Abschnitt der Differenzierung
eines anderen Gewebes (Pharynx). Die Analyse von AST-1 zeigt, dass es spezifische
Transkriptionsfaktoren gibt, die in ganz bestimmten Neuronen nur das axonale Auswachsen
regulieren ohne in andere Prozesse einzugreifen. Damit ist vorstellbar, dass AST-1 an der

Feinregulation von Entwicklungsprozessen des Nervensystems beteiligt ist.

3.4 Ast-1 interagiert mit bekannten Genen, die an axonaler Wegfindung beteiligt sind

3.4.1 Ast-1 interagiert mit Komponenten des Netrin-Signalweges

Die Gene, deren Expression AST-1 reguliert, sind bisher unbekannt. Aber durch genetische
Experimente wurden Anhaltspunkte dafiir gefunden, bei welchen Mechanismen der
axonalen Wegfindung ast-1 eine Rolle spielt. In C. elegans sind viele Mutanten mit
Defekten im zielgerichteten Auswachsen von Axonen bekannt. Durch das Studium von
Doppelmutanten konnten Gene identifiziert werden, die mit asz-/ in einem gemeinsamen
funktionellen Weg liegen.

Es konnte eine genetische Interaktion zwischen ast-1 und unc-40, das fiir einen Rezeptor
von UNC-6/Netrin kodiert, nachgewiesen werden. Die Faszikulierungsdefekte der
Interneurone im Ventralstrang zeigten einen epistatischen Effekt, d. h. die Anzahl der Tiere
mit Defekten war in der Doppelmutante genauso hoch wie in der stirkeren ast-/
Einzelmutante. Der synergistische Effekt beim Auswachsen der PVC Axone zeigt, dass das
Zusammenspiel von ast-1 und unc-40 hier besonders wichtig ist. Uberraschender Weise
zeigt ast-1 jedoch keinen synergistischen Effekt mit dem bisher einzigen bekannten
Liganden des UNC-40/DCC Rezeptors, unc-6. Dieses Ergebnis 148t den Schlu} zu, dass
ast-1 unabhdngig von unc-6 mit unc-40 interagiert. UNC-40/DCC besitzt auch von

UNC-6/Netrin unabhédngige Funktionen im Auswachsprozel von Axonen und in der
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Zellwanderung (Hedgecock et al., 1987; Hedgecock et al., 1990; Kim et al., 1999;
Honigberg und Kenyon, 2000).

Das Aktin regulierende Protein UNC-34/ENA ist Teil der Signalweiterleitung in das
Zellinnere sowohl tiber UNC-40/DCC als auch iiber SAX-3/Robo (Yu et al., 2002). Wie
erwartet, da ast-1 mit unc-40 im selben Signalweg liegt, konnte in der ast-1; unc-34
Doppelmutante im Auswachsen von Interneuronaxonen eine synergistische Interaktion
nachgewiesen werden. UNC-34 spielt wie sein Homolog Enabled in D. melanogaster eine
Rolle in der Aktinpolymerisation und ist wahrscheinlich die Verbindung zum Zytoskelett.
Dazu gibt es allerdings bisher keine weiterfithrenden Daten. UNC-34 konnte in der
Signalweitergabe von UNC-40 zu Verdnderungen des Zytoskeletts und somit zu einer

Richtungsénderung des auswachsenden Wachstumskegels fiihren.

3.4.2 Ast-1 interagiert mit Nidogen

Es konnte gezeigt werden, dass ast-1 genetisch mit nid-1 interagiert. Die Anzahl der Tiere
mit Faszikulierungsdefekten im Ventralstrang war in den beiden Einzelmutanten und in der
ast-1; nid-1 Doppelmutante ungefahr gleich hoch (35%). Nidogen Mutanten besitzen starke
axonale Defekte im Ventralstrang (Kim und Wadsworth, 2000). Nidogen wird tiberwiegend
von Muskelzellen exprimiert und ist eine Komponente der Basalmembran von
Muskelzellen, die Axone an der Mittellinie leitet. Anhand von Defekten im gerichteten
Auswachsen des SDQR Axons wurde gezeigt, dass nid-1 mit unc-40 in einem Signalweg

liegt (Kim und Wadsworth, 2000).

Alle drei Komponenten (unc-34, unc-40 und nid-1) kdnnen in einen einzigen Signalweg
eingeordnet werden, der von AST-1 reguliert wird. Man kann sich vorstellen, dass NID-1
als extrazellulire Matrixkomponente mit dem UNC-40 Rezeptor direkt oder iiber andere
Molekiile interagiert. UNC-40 leitet das Signal weiter in das Zellinnere zu dem Aktin-
modulierenden Protein UNC-34. Dies konnte in einem letzten Schritt zur
Richtungsinderung des Wachstumskegels fithren. Bisher sind keine regulatorischen
Molekiile bekannt, die die Expression von UNC-40 und UNC-34 steuern. AST-1 konnte die
Expression von einer oder allen drei Komponenten kontrollieren.

Der Phénotyp der ast-1 Mutante unterscheidet sich von dem der unc-40 oder unc-34
Mutante. Dies macht es unwahrscheinlich, dass AST-1 fiir die gesamte Expression von

einem der Gene zusténdig ist. AST-1 reguliert deren Expression vielleicht nur in einer

80
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Untergruppe von Neuronen. Vorstellbar wére auch, dass AST-1 Komponenten des
Signalweges reguliert, die noch unbekannt sind und die Bestimmung der Zielgene zu einer

Identifizierung von neuen Signalmolekiilen fiihrt.

3.5 Ausblick

Viele Beispiele belegen die bisherige Annahme, dass ein Transkriptionsfaktor in einem
bestimmten Neuron mehrere wenn nicht alle Aspekte der Differenzierung reguliert (Wacker
et al., 2003; Sarafi-Reinach und Sengupta, 2000; Way und Chalfie, 1988; Desai et al., 1988;
Baran et al., 1999; Jin et al., 1994; Hobert et al., 1999; Lundgren et al., 1995; Landgraf et
al., 1999; Doe et al., 1988). Die Analyse von AST-1 hat einen neuen Aspekt der Regulation
der Differenzierung gezeigt. Nach den bisherigen Ergebnissen besitzt AST-1 eine hohe
funktionelle Spezifitdt und stellt damit eine Ausnahme unter den Transkriptionsfaktoren
dar. Es reguliert nur einen Teilaspekt der neuronalen Differenzierung, ndmlich das
zielgerichtete Auswachsen von Axonen, und das auch nur in einer bestimmten kleinen
Untergruppe von Neuronen. Es gibt demnach Transkriptionsfaktoren, die aussschlieBlich
zur Feineinstellung eingesetzt werden.

Ziel unseres Screens war, neue Rezeptoren oder extrazelluldre Signalmolekiile zu isolieren,
die das zielgerichtete Auswachsen von Axonen steuern. Wir haben mehrere
Transkriptionsfaktoren und intrazelluldire Komponenten von Signalkaskaden isoliert (Hutter
et al., Manuskript in Vorbereitung). Vergleichbare Ergebnisse lieferten Screens anderer
Forschungsgruppen (personliche Mitteilung von S. Clark, G. Garriga). Dies legt die
Vermutung nahe, dass die Mehrzahl der Rezeptoren und extrazelluldren Signalmolekiile,
die am Prozess der axonalen Wegfindung beteiligt sind, bereits identifiziert sein konnten.
Der Fokus ldge dann vielmehr auf der stringenten Regulation einer relativ geringen Anzahl
von Rezeptoren und Signalmolekiilen. Die Regulation wiirde damit eine weitaus groflere
Rolle als bisher angenommen spielen und die gro3e Vielfalt des axonalen Auswachsens erst
moglich machen.

Zukiinftige Experimente werden zeigen, ob AST-1 der erste Vertreter einer Anzahl
spezifischer Transkriptionsfaktoren ist und ob sie ein generelles Prinzip in der Regulation

von Differenzierungsprozessen darstellen.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Ger:iite

Lichtmikroskop MZ6

Axioskop

Axioplan2

Axiovert100

Videokamera am Axioskop

Gekiihlte CCD Camera Controller C5985
Mikromanipulator

pco. sensicam

Julabo F12

4.1.2 Chemikalien
Agar

Agarose
Aminoséduren
Ampizillin
Bacto-Pepton
Borséure
Chloramphenikol
Chloroform
Desoxynukleotide
Dil

DMSO

EDTA
Ethylmethansulfonat (EMS)
Essigséure

Ethanol
Ethidiumbromid
Glukosemonohydrat
Glyzerin

Glyzin

Isopropanol
Levamisol
L-Glutamin
Kanamyzin
Methanol

Natriumazid

Leica, Solms
Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Hamamatsu, Japan
Hamamatsu, Japan
Luigs & Neumann
PCO, Kehlheim
Julabo, Seelbach

Difco Labs, Detroit, USA
Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Leopoldshdhe
Difco Labs, Detroit, USA
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
J.T.Baker, Holland
Roche, Mannheim
Molecular Probes, Holland
Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
J.T.Baker, Holland
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
J.T.Baker, Holland
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggstein
Sigma, Deisenhofen
J.T.Baker, Holland
Merck, Darmstadt
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NP-40 Sigma, Deisenhofen
Phenol J.T.Baker, Holland
Salzsédure Serva, Heidelberg
SDS Sigma, Deisenhofen
Tris Serva, Heidelberg

Triton X-100

Tween 20

Hefestickstoftbasis

Hefeextrakt (,,Select yeast extract™)

4.1.3 Verbrauchsmaterialien

DNA Standard 1kb DNA Ladder

DNA Standard 100bp Ladder

DNA Standard ADNA/HindIII Fragmente
DNA Standard Smart Ladder
Glaskapillare (Filament-Borosilicatglas-Mikkroelektrode)
Plasmid Mini Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

DNA Séulen Qiagen-tip 20

Genomic DNA Kit

Platindraht

4.1.4 Enzyme

Expand Long Template PCR System
SAP (Shrimp alkalische Phosphatase)
T4 DNA-Ligase
Pfx-DNA-Polymerase
Taq-DNA-Polymerase

Restriktionsendonukleasen

RNase A

Proteinase K

Gateway BP und LR Clonase Enzym Mix
Lyticase

ExAssist Interference-Resistant Helper Phage #200253

4.1.5 Oligonukleotide

BioMol, Hamburg

Serva, Heidelberg

Difco Labs, Detroit, USA
Difco Labs, Detroit, USA

Gibco BRL

New England Biolabs
Gibco BRL
Eurogentech, Belgien
Hilgenberg

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Goodfellow, England

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Gibco BRL, Eggenstein

Gibco BRL, Eggenstein

Roche, Mannheim

New England BioLabs, Schwalbach
Roche, Mannheim

Gibco BRL, Eggenstein

Gibco BRL, Eggenstein

Sigma, Deisenhofen

Stratagene

In der Regel liegen die Startermolekiile bei einer Endung mit ungerader Zahl auf dem Sinnstrang, bzw. bei
einer Endung mit gerader Zahl auf dem Gegensinnstrang. Alle Oligonukleotide sind von 5" in Richtung 3’

angeben.
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Oligonukleotide zur Sequenzierung von Plasmiden

HH_SEPRI
HH_SEPRS
CS T3.25
CS_T7.24

atggctgaaatcactcacaacg
gcccctattatttttgacace
cgcgcaattaaccctcactaaaggg
cgtaatacgactcactataggggg

Oligonukleotide fiir Klonierungen

HH DsRed 1
HH DsRed 2
HH unc47 1
HH unc47 2
HH unc129 1
HH unc129 2
HH odr2 1
HH odr2 2

CS ast-1cDNAfusion kpn 2

CS _ast-1 sal 2
CS_ast-1 sal-3
CS_attBlpromoterl
CS_attB2promoterl
CS_attBlpromoter3
CS_attB2gene

atgaccatgattacgccaagc

caccatctgttcctttagcggcaattgaataat
aaactgcagggtctaaccggggcacaaatca
gcctetagagectcgatcgegaagagtttat
ggctctagattggcacaagttgatccgaate
cgceggatccttttcttgettgetcttccaat
aatactgcagcagcatttcaccctgatttcttge
ttatggatccctcgacaatggaaggtgcatttc
ggtacctagetgggtatcgataaagagggaatgeteg
gatgaaatccattacctgatcc
tgacgcgtcgacgtgaccaagttgcagaattgec
ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggetgcctgtecgectacaaagetggee
ggggaccactttgtacaagaaagctgggttccgcttecttttcctgtatcetg
ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcetggtaagattcttcagaggetc
ggggaccactttgtacaagaaagetgggtatcgataaagagggaatgctegt

Oligonukleotide zur Sequenzierung der genomischen ast-1 Sequenz

CS_TO08H4.3seql
CS_TO8H4.3seq2
CS_TO08H4.3seq3
CS_TO08H4.3seq4
CS_TO8H4.3seq5
CS_TO08H4.3seq6
CS_TO08H4.3seq7
CS_TO08H4.3seq8
CS_TO08H4.3seq9
CS TO08H4.3seql0
CS T08H4.3seql1
CS_TO08H4.3seql2
CS_TO08H4.3seql3
CS TO8H4.3seql4
CS_TO08H4.3seql5
CS TO8H4.3seql6
CS_TO8H4.3seql7
CS_TO08H4.3seql8
CS_TO08H4.3seq19
CS_TO08H4.3seq20

ggagtgttaaggagatttagatgge
cttectettccaaccaatgagecg
gctgcaatgeggtttgttagggc
ctgctgattccgecgatgattcgge
caacaaaagtttgtcgagactggg
cgaagtgttaaatagttatacggg
ccaccaaattgattccgtgegee
gaagcaaattgacgacttatacg
gtacaactcaggagactagatgg

gcatagttataggaatcgcacaggc
ggtagtggtagacaagtagaaage
agggttgaacacaagtgatgagcc
atcagtgcgcaattgtttctgec
gaaattgaaacatggtgcaacge
ggttactgtggtactacagtcec
gttacttgagtattcttcactge
ctggaaggatccgtgaccaatgg
ctagattctctgtcacacacttccg
gcgagatatggtcgagtcgagec
gaattttatgctagactagttagtg

Oligonukleotide fiir die Isolierung der ast-1(hd92) Deletionsmutante

CS_TO8H4.3_dx3
CS_TOSH4.3_dx4
CS_TO8H4.3_dx5
CS_TO08H4.3_dx6
CS_TO08H4.3_di3
CS_TO08H4.3_di4
CS_TO8H4.3_dp3

aacacctgctcattcttccatt
agaaatcccgttcacttcaaaa
agcccaagectaagtctaagaac
atgggttgaaaattgtgctgccg
tgtgtcgagcagagcatctaat
geactgtagttgactgatgggt
tgaatattgccgggtttaatgt
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Oligonukleotide fiir die snip-SNP Kartierung auf Chromosom II

Positon =~ Name Produkt- Enzym Verdau-Fragmente in bp
LG2-SNP grofe in N2 CB4856
bp
-17,86 1 1  aagaggtgttcttctgcage 619 Dral 402, 172, 44 574, 44
1 2 accatccacgcagttcattc
-7.65 6 1  tgaacttgtccatcaccatcte 697 Dral 511, 174, 12 265, 246, 174, 12
6 2  ttctccecteattctgtettc
-6,95 7 1  tccaagaaggctcaacactc 794 Dral 306, 286, 202 488, 306
7 2 tcaccgactttttgctcc
-6,47 8 1  ctgceccctatcatttttge 234 Tsp5091 197, 37 115, 82, 37
8 2 ctceecteattetgtettcatg
-6,25 9 1 ttgagtctcaaatggcgetg 450 Dral 450 253, 196
9 2 gggtgtctttgccatgtttg
-5,92 33 1 cggcattgggggagcaatgattac 405 BstETl 405 240, 165
33 2 cgactagctgatcgectttgagge
-5,54 34 1 ggaagaatgagcaggtgttggag 436 Xmnl 224,212 436
34 2 ggpttgaacacaagtgatgage
-5,46 32 1  gcttcacaatttccagacgtcgg 347 Kpnl 227, 120 347
32 2 ggtctgaacgaatggaatcgticgg
-5,03 22 1 gegtgttttttccgtcgateg 674 Haell 460, 215 675
22 2 cagcgtccagactggttteg
-4,55 23 1  gcatttcctcagcacaccgg 573 Lwel -— 295, 278
23 2 ctgttacaaaaccacctcactaatc
-3,98 24 1  gttgagttcaccacttcageeg 519 Ahdl 291, 228 -—
24 2 ctgtcaggttcgatcgete
-3,33 27 1 ctcgacatcgcatttggag 542 Ndel -— 271, 271
27 2 gtctcgagtagatgggaagee
-2,82 28 1  gctgacgcacagcgatgac 457 Sfcl -— 279, 178
28 2 ccacaagaggccgcttgatatcte
-1,95 11 1 gtgtgttcagtttgtgtcg 256 Nlalll 128, 128 256
11 2 aatatgctgtggtgacttge
-0.30 12 1  atcgtggagaacctggtaagtg 882 Nspl 634, 247 882
12 2 cgtccactcatcaaagatgg
0.11 13 1 tccacactatttcectcgtg 495 Dral 299, 125, 70] 369, 125
13 2  gagcaatcaagaaccggatc
8,20 18 1 ctecttcagtaccatatggete 666 EcoRl1 666 391, 274
18 2 tcgggtctctccaaaaacte
13,66 19 1 taggaaagttgtgtccacctgg 449 Hinfl 449 288, 160

19 2 tgatgactccttettcagetge

Oligonukleotide zur Sequenzierung und Amplifizierung von Fragmenten vom Cosmid H37P12

CS_pFoslseql aggccagaaagcataactggc
CS_pFoslseq2 cgatttaggtgacactatagg

CS pFoslseq3 gagactacgattccatcaatgcc
CS_F56D3 2 gacaatgtgagaagaagaatgcgg
CS_Y54C5A 1 gttatagctttctgtgaagattgage
CS_RO3H10seq4 atctagagcttggtgaattce
CS_F56D3 1 gctggaagacgaccatteegtgg

4.1.6 Plasmide

Name Eigenschaften Referenz

pBS SKII+  Prokaryontischer Klonierungsvektor mit Blau-Weiss-Selektion (a- Stratagene
Komplementierung)

pDsRed Prokaryontischer Expressionsvektor, der fiir das rote FP (DsRed) kodiert ~ Clontech

pDsRed2- Prokaryontischer Expressionsvektor, der fiir eine Variante des roten FPs ~ Clontech

N1 (DsRed2) kodiert

pVH10.10 C. elegans CFP-Vektor ohne Promotor H. Hutter
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Name Eigenschaften Referenz
pVH20.01 C. elegans YFP-Vektor ohne Promotor H. Hutter
pG75#KP6 5,3 kb glr-1Promotorregion stromaufwirts von GFP aus C. elegans A. Fire
pDONR201  GATEWAY Donorvektor Gibco BRL
pVH12.09 C. elegans Vektor pVH20.01 mit RfcC-Stelle fir GATEWAY - S. Voltmer
Klonierungen (2001)
In dieser Arbeit kontruktierte Plasmide
Name Klonierung Eigenschaften
GFP- Reporter in C. elegans
pVHDsRed  RFP ¢cDNS mit PCR aus pDsRed amplifiziert (Primer: DsRed ohne
HH pDsRed 1/HH pDsRed 2), mit Agel/Mfel verdaut und in Promotor
pVH20.01 (Agel/EcoRI) kloniert
pVH14.01 5,3 kb glr-1-Promotor Region aus pG46#KP6 (Pstl/BamH]) isoliert und  glr-1::DsRed
in pVHDsRed (Ps#l/BamHI) kloniert
pVH14.02 1,5 kb unc-47-Promotor Region mit PCR aus genomischer C. elegans unc-47::YFP
DNS amplifiziert (Primer: HH unc-47 1/HH unc47 2), mit Pstl/Xbal
verdaut und in pVH20.01 (Pst1/Xbal) kloniert
pVH14.03 2,6 kb unc-129-Promotor Region mit PCR aus genomischer C. elegans  unc-129::CFP
DNS amplifiziert (Primer: HH unc129 1/HH uncl29 2), mit
Xbal/BamHI verdaut und in pVH10.10 (Xbal/BamHI) kloniert
pVH14.04 2,7 kb odr-2-Promotor Region mit PCR aus genomischer C. elegans odr-2::GFP
DNS amplifiziert (Primer: HH odr2 1/HH odr2 2), mit BamHI/Pst]
verdaut und in pPD95.75 (BamHI1/Pst1) kloniert
pVH14.05 RFP2 c¢DNS aus pDsRed2-N1 (4gel/Mfel) isoliert und in pVH20.01 DsRed2 ohne
(Agel/EcoRl) kloniert Promotor
ast-1 Reporter-Konstrukte
pVH14.06 GATEWAY Entry Vector: ast-1 2,5 kb Promotorregion mit PCR aus Promotor
dem Cosmid H37P12 amplifiziert (Primer: attB1promoterl [startet 2,5
kb stromaufwirts des Start-Codons von ast-1] / attB2promoter] [startet
6 bp stromaufwirts des Start-Codons von ast-/]) und mittels einer BP
Reaktion in pPDONR201 rekombiniert
pVH14.07 GATEWAY Expression Vector: ast-1 2,5 kb Promotorregion in Promotor::YFP
pVH14.06 mittels einer LR Reaktion mit pVH12.09 rekombiniert
pVHI14.10 GATEWAY Entry Vector: Aast-1 6,5 kb genomische Region mit PCR  Aast-1
aus dem Cosmid H37P12 amplifiziert (Primer: attB1promoter3 [startet
an Position 341 der ungespleiiten DNS Sequenz]/ attB2gene [startet am
Stop-Codon mutiert]) und mittels einer BP Reaktion in pDONR201
rekombiniert
pVH14.11 GATEWAY Expression Vector: Aast-1 6,5 kb genomische Region in Aast-1::YFP-
pVH14.10 mittels einer LR Reaktion mit pVH12.09 rekombiniert Fusion
pVH14.12 7,1 kb Aast-1 genomische Region (ab dem zweiten Intron bis zum Aast-1::YFP-
mutierten Stop-Codon) fusioniert an YFP aus pVH14.11 (Sall/Eagl) Fusion
isoliert und in pBS SK- (Sall/Eagl) kloniert
pVH14.13 4,2 kb ast-1 genomische Region (Promotorregion bis zum zweiten Promotor-ast-1-
Intron) mit Sall aus pVH14.14 isoliert und in pVH14.12 (Sa/l) kloniert =~ YFP-Fusion
pVHI14.14 4,2 kb ast-1 genomische Region (2,5 kb Promotor bis zum Ende von
Exon 3 Position 1588) mit PCR aus H37P12 amplifiziert (Primer:
CS ast-1 sal 3/CS ast-1 sal 2 ), mit Sa/l verdaut und in pBS SK-
(Sall) kloniert
ast-1 cDNS Konstrukte
pVH14.15 ast-1 cDNS yk533 mit PCR aus pVH14.19 amplifiziert (Primer: ast-1 cDNS
CS_T3.25/CS_ast-1cDNAfusion_kpn 2; Stop Codon mutiert), mit Stop*
Kpnl/Xmal verdaut und in pBS SK+ (Kpnl/Xmal) kloniert
pVH14.16 ast-1 cDNS yk533 mit Kpnl/Xmal aus pVH14.15 isoliert und in ast-1
pVH20.01 (Kpnl/Xmal) kloniert cDNS::YFP-
Fusion
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Name Eigenschaften Referenz

pVH14.17 ast-1 cDNS yk533 mit Kpnl/Xmal aus pVH14.15 isoliert und in glr-1:ast-1
pG75#KP6 (Kpnl/Xmal) kloniert cDNS::GFP-

Fusion

pVH14.18 ast-1 cDNS (yk399) aus einem Phagemid stammend wurde in pBS SK-  ast-/ cDNS
kloniert

pVHI14.19 ast-1 cDNS (yk533) aus einem Phagemid stammend wurde in pBS SK-  ast-7 cDNS
kloniert

4.1.7 Cosmide und Yeast Artificial Chromosomes (YACs)

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

Coulson erhalten. Die Cosmide und YACs wurden iiberwiegend fiir Rettungsexperimente und als Matrize zur

Amplifizierung von Genen verwendet.

Cosmide: C33F10, F26G1, C27D9, F41C3, F10G7, F35D11, M03A1, KO7E1, CB3, B0304, T05C1,
WO06B4

YACs: Y102C2, Y97H1, Y75H11 in dem Wirtsstamm AB1380

4.1.8 cDNAs
Die cDNA Klone yk399 und yk533 wurden vom Japanese National Institute of Genetics, Mishima, Japan von

Prof. Dr. Y. Kohara erhalten.

4.1.9 E. coli Stimme

Name Genotyp Referenz

OP50 ura- (Brenner, 1974)
Subcloning Efficiancy DHS5a F180lacZDM15, D(lacZY A-argF)U169, Invitrogen
Chemically Competent Cells deoR, recAl, endAl, hsdR17(r,,m,"),

phoA, supE44, thi-1, gyrA46, relAl, N’

SOLR™ el4'(McrA") D(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 Stratagene
sbcC recB rec J uvrC umuC::Tn5(Kanr)
lac gyrd496 relAl thi-1 endA1 AR
{F’proAB lacl’ZDM15)° Su’

XL1-Blue MRF’ D(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 Stratagene
endAl supE44 thl-1 recAl gyrA96 relAl lac
{F'proAB lacl’ZDM15 Tnl0(Tet)}*

4.1.10 Hefestimme
AB1380 ura- (Burke et al., 1987)

4.1.11 C. elegans Stimme
Alle C. elegans Stamme wurden entweder vom ,,C. elegans Genetic Center” (CGC) an der Universitit von
Minnesota (USA), bezogen oder von dem Labor, das die Stimme generiert hatte, erhalten. Die Stdmme, die

mit VH beginnen, wurden in unserem Labor generiert. Als Wildtypstamm wurde N2 var. Bristol verwendet.
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Stamm Genotyp Referenz
CB53 unc-5(e53) 1V E. Hedgecock
CB96 efn-1(e96) IV CGC

CBI128 dpy-10(el28) II CGC

CB271 unc-40(e271)1 CGC
CB4856 Hawaii CGC
CB5584 mlisi2 Ilfmyo-2::GFP, pes-10::GFP, gut::GFP] J. Hodgkin
CX3198 sax-3(ky123) X C. Bargmann
CX5315 unc-6(ev400) slt-1(ehl5) X; kyls104 C. Bargmann
EW23 unc-104(el265) rol-6(el87) Il CGC

IM324 nid-1(urdl) V W. Wadsworth
KM173 Ex{opt-3::GFP, rol-6(sul006)} D. Miller
NW434 unc-6(ev400) X E. Hedgecock
NW1229 Is[F25B3.3::GFP] CGC

MT633 lin-11(n389) I; him-5(el467) V CGC
MT9495 nls96 V B. Horvitz
OH103 mgls21(plin-11ABCDE::GFP) CGC

VH4 rhis4 III; zag-1(rh315) IV

VH338 hdls12

VH230 hdls4 (glr-1:snb-1::YFP)

VHI15 rhis4 11

VH17 ast-1(rh300) II; rhis4 111

VH28 unc-40(e271) I; rhis4 111

VHS56 dpy-10(el28) ast-1(rh300) II, rhis4 11

VHS58 rol-6(el87) II; rhis4 II1

VH89 rhis4 II1; sax-3(ky123) X

VH9%4 rhls16 X

VH141 ast-1(hdl) rol-6 (e187) II; rhis4 111

VH318 hdls10

VH454 unc-34(e566) hdlsi0 V

VH497 oyls32 P. Sengupta
VHS507 hdls21 X

VHS540 nid-1(ur41); hdlsl1

VHS577 hdls22

VH616 rhis4; hdls22

VH684 hdls26

SP300 unc-6(e78) X; mnDp30(X;f) CGC

VT454 maDf4/ dpy-10(el28) unc-104(el265) II CGC

ZB137 nls83{mec-4p::GFP, rol-6(sul006)} V CGC

In dieser Arbeit konstruierte C. elegans Stimme:

Stamm Genotyp

VH 177 ast-1(rh300) unc-104(e1265) II; rhis4 111

VH 181 ast-1(rh300) rol-6 (el87) II; rhis4 Il

VH320 ast-1(hdl) rol-6(el87) II; rhis4 II1; sax-3 (ky123) X
VH321 rol-6 (el87) 1I; rhis4 IlI; sax-3 (ky123) X

VH377 ast-1(rh300) rol-6(e187) II; rhls16 X

VH399 ast-1(rh300) rol-6(e187) 1I; rhis16 X; Is[F25]3.3::GFP]
VH445 ast-1(rh300) rol-6(el87) II; vhisl16 X; hdls4

VH456 ast-1(rh300) II; rhis4 II1; hdEx195{ast-1(+), rol-6(sul006)}
VHA478 rh300 rol-6(el187) II; hdlsi2

VH527 ast-1(rh300) II; rhis4 III; hdEx202{ast-1(+), rol-6(sul006)}
VH546 rol-6(el87) II; rhis4 Ill ; zag-1(rh315) IV

VH547 rh300 rol-6(el87) II; rhis4 1l ; zag-1(rh315) IV

VHS548 rol-6(el87) II; vhis4 111 ; efn-1(e96) IV

VH549 rh300 rol-6(el87) II; rhis4 Il ; efn-1(e96) IV

VHS550 unc-40(e271) I, rol-6(el87) II; rhis4 Il

VHS551 unc-40(e271) I; rh300 rol-6(el187) 11; rhis4 111

VHS553 rol-6(el87) II; rhis4 Il ; unc-5(e53) IV

VHS554 rh300 rol-6(el87) I1; rhis4 Il ; unc-5(e53) IV

VHS555 rol-6(el87) II; rhis4 Il ; unc-6(ev400) X

VHS556 rh300 rol-6(el87) II; rhis4 Il ; unc-6(ev400) X
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Stamm Genotyp

VHS557 lin-11(n389) I; rol-6(e187) II; rhis4 111

VHS558 lin-11(n389) I; rh300 rol-6(e187) II; rhis4 111

VH590 rh300 rol-6(el87) II; opt-3::GFP rol-6(sul006); rhisl16 X
VH591 rh300 rol-6(e187) II; hdls10V

VH626 rh300 rol-6(el87) II; nid-1(nr4l1); hdlsil

VH627 unc-6(ev400) X; opt-3::GFP rol-6(sul006)

VH628 rh300 rol-6(el87) II; nls96; rhis16 X

VH629 rh300 rol-6(el187) II; hdls22; rhis4 111

VH657 rol-6(el87) II; unc-34(e566); hdls10 V

VH658 rh300 rol-6(el87) II; unc-34(e566); hdls10V

VH702 ast-1(rh300) II; rhis4 III; hdEx221{ast-1(+), rol-6(sul006)}
VH704 ast-1(rh300) II; rhis4 II1; hdEx222{ast-1(+), rol-6(sul006)}
VH740 rhis4 IlI; hdEx221 {ast-1(+), rol-6(sul006)}

VH751 unc-6(e78)X

VH752 ast-1(rh300) rol-6(el187) I1; hdls26

VH777 ast-1(rh300) II; rhis4 1II; hdEx234{ast-1(+), rol-6(sul006)}
VH779 ast-1(rh300) II; rhis4 III; hdEx236{ast-1(+), rol-6(sul006)}
VH781 rh300 rol-6(el87) II; hdls26 1I1; rhis5 X

VHS836 rol-6(el87) II; rhis4 III; unc-6(e78) X

VHS837 rh300 rol-6(el87) II; rhis4 I1I; unc-6(e78) X

VH838 rol-6(el87) II; rhis4 III; unc-6(ev400) sit-1(ehl5) X

VHS839 rh300 rol-6(el87) 11, rhis4 III; unc-6(ex400) sit-1(eh15) X
VH840 rh300 II; rhis16 X

VH872 rh300 II; hdls30

VH873 rh300 rol-6(el187) II; hdls30

VH896 hdEx251{ast-1p1::YFP, rol-6(sul006)}

VH898 hdEx253{ast-1p3::YFP, rol-6(sul 006)}

VH900 ast-1(rh300) 1I; rhis4 III; hdEx255{ast-1p1::YFP, rol-6(sul006)}
VH902 ast-1(rh300) II; rhis4 III; hdEx257{ast-1p3.::YFP, rol-6(sul006)}
VH961 ast-1(rh300) rol-6(el87) II; hdls30; mgls21 {plin-11ABCDE::GFP}
VH962 ast-1(rh300) rol-6(el87) II; hdls30; oyls31 {lin-11::GFP}
VH963 ast-1(rh300) II; hdls32; hdls20 {pzag-1::YFP}

VH973 hdls30; oyls31 {lin-11::GFP}

VH976 hdls30; mgls21 {plin-11ABCDE::GFP}

VH1046 unc-40(e271)I; rol-6(el87)II; rhis4Ill; unc-6(ev400)X
VH1047 unc-40(e271)I; rh300 rol-6(el87)II; rhls4lll; unc-6(ev400)X
VH1059 ast-1(rh300) II; hdls34; nls83 V

VH1099 ast-1(hd92)/+ II; rhis41ll

VH1100 ast-1(hd92)/mls12 II; rhis41l]

VHI1156 hdEx313{pl:ast-1::YFP, rol-6(sul006)}

VH1160 ast-1(hd92) II; rhis4 III; hdEx237[ast-1(+), rol-6(sul006)]
VHI1162 ast-1(rh300) II; vhis4 III; hdEx313{pl:ast-1::YFP, rol-6(sul006)}
VHI1180 rhis4 IlI; hdEx251{ast-1p::YFP; rol-6(sul006)}

VH1181 rhis4 I1II; hdEx253{ast-1p3::YFP; rol-6(sul006)}

4.1.12 Puffer und Medien

Medien fiir Bakterien

Ampizillin 100 pg/ml

Chloramphenicol 20 pg/ml fir Plasmide; 50 pg/ml fir Cosmide
Kanamyzin 10 pg/ml

Tetrazyklin 12,5 pg/ml

LB-Medium 1% Bacto-Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 1,0% NaCl
LB-Platten LB-Medium; 1.2% Bacto-Agar
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Medien fiir S. cerevisiae

YPD Medium

10 g Hefeextrakt

20 g Bacto-Pepton

ad 900 ml deionisiertes H,O, autoklavieren

100 ml 20% Glukosemonohydrat zugeben, separat autoklaviert

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 1 deionisiertes H,O, autoklavieren

Synthetisches Uracil-Mangelmedium 6,7 g Hefe Stickstoftbasis

Hefe-Platten

100 ml 10 x Aminosdure Stammldsung (siche oben)
0,1 g Leucin

0,02 g Histidin

0,03 g Lysin

0,02 g Tryptophan

2% Glukosemonohydrat

ad 1 | deionisiertes H,O

entsprechendes Medium; 2% Bacto-Agar

Lyticase-Stammldsung 1000 u/ml
Medien fiir C. elegans
2x Einfrierpuffer 100 mM NaCl

50 mM KH,PO,

30% Glycerol

mit 1 M NaOH neutralisieren

0,3 mM MgSO, (nach dem Autoklavieren zugeben)
NGM Agar 3 g NaCl

17 g Agar

2,5 g Pepton

1 ml Cholesterol (5 mg/ml in EtOH)
Nach dem Autoklavieren zugeben: 1 ml 1M CaCl,

1 ml 1M MgSO,
25 ml 1M K,HPO.KH,PO, pH 6

2x Lysepuffer 20 mM Tris/HCI, pH 8,3

100 mM KCl

10 mM EDTA

0,9% Tween20

0,9% NP40

+ 0,2 mg/ml Proteinase K
M9 Puffer 22 mM KH,PO,

Dil Stammlosung

42 mM Na,HPO,
86 mM NaCl
1 mM MgSO, (erst nach dem Autoklavieren zugeben)

10 mg/ml geldst in EtOH, dunkel aufbewahren bei —20°C

90



4 MATERIAL UND METHODEN

4.2 Methoden

Die Standard-Methoden zu DNS Klonierung, Kultivierung von Bakterien, Transformationsverfahren mit
kompetenten E. coli Zellen, Gelelektorphorese und PCR Techniken wurden aus den Protokollen der folgenden
Laborhandbiicher abgeleitet:

J. Sambrook, E.F. Fritsch, T. Maniatis; Molecular Cloning, A Laboratory Manual;

Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989

F.M Ausubel, R. Brent, R.E. Kingston, D.D. Moore, J.G. Seidman, J.A. Smith, K. Struhl; Current
Protocols in Molecular Biology; John Wiley & Sons, Inc., 1989

Die Anwendung spezieller molekularbiologischer Techniken, wie beispielsweise die Aufreinigung von
Cosmiden und Yeast Artifical Chromosomes (YACs) oder die snip-SNP-Methode zur Kartierung von

Mutationen, wird in den nachfolgenden Kapiteln genau beschrieben.

4.2.1 Aufreinigung von Cosmiden aus E.coli

Die Cosmide von Dr. Coulson (Sanger Center, Hinxton Hall, Cambridge) basieren auf dem Vektorriickgrat
pFOS1 (Coulson et al., 1986). Da dieser Plasmidvektor zwei Lambda cos Stellen besitzt, wird er in E. coli
nicht stabil propagiert.

Die préparative Aufreinigung von Cosmid-DNS aus Bakterienkulturen erfolgt nach einem modifizierten
Protokoll von Birnboim und Doly (1979) in Kombination mit einer Sdulenchromatographie. Die
Cosmidaufreinigung wurde wie folgt durchgefiihrt:

20 ml UN-Kultur werden fiir 10 min bei 4000 g in einer Kiihlzentrifuge abzentrifugiert. Das
Bakteriensediment wird in 1,2 ml Puffer P1 resuspendiert und auf zwei 2 ml Eppendorfgefasse aufgeteilt.
Nach der Zugabe von 600 pl Puffer P2 werden die Losungen vorsichtig durch Invertieren der Gefdfle gemischt
und 5 min bei RT inkubiert. Es werden 600 pl gekiihlter Puffer P3 zugegeben, sofort gemischt und 5 min bei
4°C inkubiert. Die Zelltrimmer, denaturierte Proteine und chromosomale DNS werden bei 4°C fiir 10 min
und 13000 g sedimentiert. Der Uberstand enthilt die Cosmid-DNS und beide Ansitze werden auf eine mit
1 ml Puffer QBT &aquilibrierte Qiagen-tip 20-Séule geladen. Nach Durchlauf des Bakterienlysates wird die
Sdule mit 4 ml Puffer QC gewaschen. Die DNS wird anschlieBend mit 0,8 ml Puffer QF (auf 65°C
vorgewdrmt) eluiert. Durch Zugabe von einem 0,7-fachen Volumen Isopropanol wird die DNS ausgefallt und
durch Zentrifugation bei 10000 UpM fiir 30 min bei RT gesammelt, anschlieBend mit 80% Ethanol
gewaschen und 10 min wie oben beschrieben zentrifugiert. Die DNS wird im Vakuum-Konzentrator getrocknet
und in 50 pl TE-Puffer gelst. Von der aufgereinigten DNS wird 1 pl unverdaut und 1 pl nach einem UN

Verdau mit einem geeigneten Restriktionsenzym auf ein 0,5%-iges Agarosegel aufgetragen und analysiert.

4.2.2 Kultivierung und Aufreinigung von Yeast Artificial Chromosomes (YAC)

Die Hefezellen wurden unter Standardbedingungen genau nach dem Clontech Yeast Protocol Handbuch
(PT3024-1, Clontech, Palo Alto, CA, USA) kultiviert.
Die YAC Hefestimme von Dr. Coulson (Sanger Center, Hinxton Hall, Cambridge) wurden als

Schriagagarkulturen geliefert, wovon sofort ein Glycerin-Vorrat angelegt wurde. Dazu werden mit der Impfose
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Hefezellen aus der Schrigagarkultur in die Einfrierlosung, bestehend aus 100 ul 50% Glycerin und 100 ul
Uracil-Mangelmedium, iibertragen.

Von den Schrigagarkulturen werden Hefezellen auf selektiven Hefe-Platten ohne Uracil (SD...) ausgestrichen
und bei 30°C inkubiert. Nach drei Tagen Inkubation konnen jeweils 20 ml YPD-Fliissigkulturen mit
Einzelkolonien angeimpft werden. Diese Fliissigkultur wird auf einem Schiittler bei 30°C bis zu einer
Zelldichte von 3-10° Zellen/m] inkubiert. Die Zelldichte wird mit einer Neubauer-Zzhlkammer ermittelt.

Die Aufreinigung erfolgt mittels des Genomic DNA Kits von Qiagen wie im Handbuch beschrieben. Die
Gesamtkapazitit der verwendeten Qiagen Genomic tips 100/G ist maximal 7-10° Zellen. Die
Inkubationszeiten in der Lyticase- und Proteinase K-Losung sind jeweils 1 Stunde 30 min. Zudem wird ein
zusitzlicher Zentrifugationsschritt durchgefiihrt, bevor die Losung auf die Séule geladen wird, da sonst die
Saule verstopft. Das Pellet wird in 150 pl TE pH 7,4 resuspendiert und fiir zwei Stunden bei 55°C inkubiert.
Von der aufgereinigten DNS wird 1 pl unverdaut auf ein 0,5%-iges Agarosegel aufgetragen und die DNS-
Menge bestimmt. Da das YAC nicht von der genomischen Hefe-DNS zu unterscheiden ist, ist es notwendig
zu kontrollieren, ob das entsprechende YAC vorhanden ist. Daher wird das YAC in der aufgereinigten DNS

mit Hilfe einer PCR-Reaktion mit spezifischen Primern fiir die YAC-Sequenz nachgewiesen.

4.2.3 cDNS Isolierung aus einer Lambda Phagen-Bank

Die ¢cDNS Klone wurden in Form einer 10 pl A ZAPII Phagen-Suspension von Prof. Dr. Y. Kohara (Japanese
National Institute of Genetics, Mishima, Japan) zur Verfiigung gestellt. Die cDNS Klone waren hergestellt
worden durch oligo-dT Priming unter Verwendung des Lambda UniZAP® II Library Kits von Stratagene.
Die Exzision und Isolierung der cDNS Klone erfolgte genau nach der Anleitung zum ExAssist Interference-
Resistant Helper Phage® Kit von Stratagene. Die ¢cDNS wurden anschlieBend mit geeigneten

Restriktionsenzymen verdaut und mit den Primern CS_T3.25 und CS_T7.24 sequenziert.
4.2.4 Biologische Untersuchung von C. elegans

4.2.4.1 Kultivierung und Anzucht von C. elegans

Die C. elegans Staimme wurden unter den iiblichen Bedingungen kultiviert (Brenner, 1974; Wood, 1988).
Die Tiere wachsen auf NGM-Platten mit einem Durchmesser von 3,5 cm, 5 cm oder 9 cm, die mit E. coli
OP-50 beimpft sind. Die Tiere werden bei 15°C, 20°C oder 25°C inkubiert. Wiirmer werden mit einem
ausgeglithten Platindraht unter sterilen Bedingungen von Platte zu Platte transferiert. Um eine grossere
Anzahl von Wiirmern zu transferieren, wird mit einem ausgegliihten Skalpell ein kleines Rechteck aus der

besiedelten Platte ausgeschnitten und kopfiiber auf eine neue Platte gelegt.

4.2.4.2 Einfrieren und Auftauen von C. elegans

Bei —80°C oder in fliissigem Stickstoff (-196°C) lassen sich die Tiere fiir lingere Zeit einfrieren und wieder
auftauen. Gehungerte L1 und L2 Larven werden von zwei grossen Kulturplatten mit 3 ml M9 Puffer abgespiilt
und dann fiir 10 min stehen gelassen, bis sich die Wiirmer abgesetzt haben. 1,5 ml Uberstand wird

abgenommen und 1,5 ml Einfrierlosung zur Wurmsuspension zugegeben. Diese Losung wird in 0,6 ml
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Aliquots in Kryordhrchen aufgeteilt. Zum gleichméssigen Einfrieren werden die Kryordhrchen in einer
Styroporschachtel mindestens einen Tag bei -80°C inkubiert, bevor sie fiir die langfristige Lagerung in
fliissigen Stickstoff transferiert werden. Zur Kontrolle wird ein Rohrchen bei RT aufgetaut und auf eine
Kulturplatte gekippt. Nach einer Inkubation von 30 min bei RT wird die Platte bei der entsprechenden
Wachstumstemperatur der Wiirmer zwei Tage lang inkubiert. Dann sollten sich die Larven zu adulten Tieren

entwickelt haben und die Platte dicht besiedelt sein.

4.2.4.3 Genetische Methoden

Kreuzungen

Spermien, die von einem Ménnchen stammen, werden bei der Befruchtung der Oocyten gegeniiber den
Spermien der Hermaphroditen bevorzugt. Daher konnen Hermaphroditen mit Mannchen gekreuzt werden, um
heterozygote F1 Nachkommen zu erhalten. Die Kreuzungen werden durchgefiihrt, indem vier L4
Hermaphroditen eines Stammes mit zehn Ménnchen des anderen Stammes zusammen auf eine Platte gesetzt
werden. Wenn moglich werden Selbstnachkommen der Hermaphroditen anhand genetischer Marker von den
Kreuzungsnachkommen unterschieden. Dominante Marker, wie beispielsweise die Synthese von GFP sind in
heterozygoten F1 Tieren sichtbar, wihrend rezessive Marker unerkannt bleiben. Es wird eine entsprechende
Anzahl von F1 und danach F2 Tieren vereinzelt und ihre Nachkommen analysiert. In der F1 Generation liegen
die beiden Ausgangschromosomen der Elterntiere in frans zueinander, d.h. dic Gene des minnlichen
Chromosoms liegen gegeniiber den Genen des weiblichen Chromosoms. Zu diesem Zeitpunkt kann eine
homologe Rekombination zwischen den beiden Chromosomen stattfinden. Je weiter zwei Gene
auseinanderliegen umso hiufiger findet eine Rekombination zwischen den beiden Genen statt. Dieses Ereignis
macht man sich in Zwei- oder Drei-Faktor-Kreuzungen zunutze um den Abstand zwischen Genen zu
bestimmen.

Auskreuzen von C. elegans Mutanten:

Mutanten, die aus einem EMS-Mutagenese-Screen isoliert werden, konnen neben der Mutation, die den
gewiinschten Phinotyp hervorruft, noch zusétzliche Mutationen besitzen. Es kann auch der Fall sein, daf3 der
Phénotyp auf der Kombination von zwei verschiedenen Mutationen beruht. Um dies zu verhindern, werden die
Mutanten vier Mal mit Wiirmern des WT Stammes N2 ausgekreuzt. Das heiflt, es wird mit N2 Minnchen in
die Mutante gekreuzt, die heterozygoten F1 Ménnchen nochmals mit N2 Hermaphroditen gekreuzt und unter
deren Nachkommen wieder Mutanten isoliert. Dieser Vorgang wird noch einmal wiederholt, um vierfach
ausgekreuzte Stimme zu erhalten. An diesem Punkt sollten {iber 90% des Genoms der Mutante durch WT
DNS ausgetauscht worden sein, so dass es sehr unwahrscheinlich ist, dass noch eine zusitzliche Mutation

vorliegt.

Transformation von C. elegans durch Mikroinjektion von DNS

Mittels Mikroinjektion von DNS in die Gonaden von Hermaphroditen werden transgene C. elegans Stimme

hergestellt (Fire, 1986; Mello, 1991). Zu transformierende DNS wird zusammen mit dem Koinjektionsmarker

3 min bei 13000 g zentrifugiert, um Partikel, welche die Glasnadel verstopfen konnten, zu sedimentieren. Auf
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ein grosses Deckglas wird ein Tropfen 2%-iger Agarose in H,O aufgetropft und mit einem Deckglas
flachgedriickt. Nach dem Erstarren wird das obere Deckglas abgenommen und das untere Deckglas mit dem
Agarosekissen 1 Stunde bei 80°C getrocknet. Zur Injektion werden die L4 Hermaphroditen oder jungen
Erwachsenen auf dem Agarosekissen fixiert und um eine schnelle Dehydrierung zu vermeiden wird darauf ein
Tropfen Paraffindl gegeben. Die Injektionsnadel wird aus einer Glaskapillare hergestellt, die in dem
Mikropipette-Puller auseinander gezogen wird (Parameter: heat=610, pull=100, vel=50, del=100). Die Nadel
wird mit einer Pipette mit Geloader-Spitzen beladen. Die Injektion der DNS erfolgt in die Gonade der Tiere.
Die Tiere werden anschliessend mit M9 Puffer vom Objekttrager geldst und auf Kulturplatten transferiert. In
der F1-Generation werden diejenigen Tiere klonal isoliert, die den Koinjektionsmarker exprimieren. In einigen
dieser Tiere bildet die DNS lange extrachromosomale DNS-Elemente (>700 kb), die in die F2-Generation
weiter vererbt werden. Die Vererbungsrate dieser DNS-Elemente liegt in unabhédngigen Linien zwischen 10%
und 90% (Mello und Fire, 1995).

Fiir die Herstellung von transgenen Stimmen wurden meist folgende DNS Konzentrationen eingesetzt:

YAC Cosmid PCR Fragmente
75 ng/ul 2 ng/ul 2 ng/ul
pRF4 (rol-6(sui006)) 100 ng/pl 100 ng/pl 100 ng/pl

Wenn ein Mix aus verschiedenen DNS injiziert wurde, ist von jeder DNS die oben genannte Konzentration
eingesetzt worden. Konnte von einer DNS nicht die entsprechende Konzentration erreicht werden, wurden auch

niedrigere Konzentrationen injiziert.
Analyse von C. elegans Doppelmutanten

Wenn zwei Gene ausschlieBlich im selben Signalweg agieren, sollte die Doppelmutante einen dhnlichen
Phénotyp besitzen wie die stirkste Einzelmutante. Ist der Phénotyp in der Doppelmutante wesentlich stirker
als fiir eine unabhédngige Aktion erwartete, dann wirken die getesteten Gene synergistisch. Der Wert fiir ein

voneinander unabhéngiges Agieren von zwei Gene, kann mittels folgender Gleichung berechnet werden:

(1—pA)'(l—pB)=1—pAB
pA = Anteil der Tiere mit entsprechendem Phanotyp in der Einzelmutante A

pB = Anteil der Tiere mit entsprechendem Phénotyp in der Einzelmutante B

pAB = Anteil der Tiere mit entsprechendem Phénotyp in der Doppelmutante AB
Stimmt die tatsdchliche Anzahl der Tiere, die den untersuchten Phidnotyp zeigen, mit der theoretisch

berechneten Anzahl iiberein, dann agieren die beiden Gene unabhéngig voneinander. In die Berechnung wird

jeweils der SEM Wert (,,standard error of the mean*) miteinbezogen.
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4.2.4.4 Isolierung von genomischer DNS aus C. elegans

Standardmethode der DNS Aufreinigung aus C. elegans

Zur Isolierung genomischer DNS aus Wiirmern, werden ungefahr 10 grof3e, dicht bewachsene Platten bendtigt.
Die Wiirmer einer Platte werden mit 3 ml M9 Puffer abgespiilt und in ein 15 ml Falcon Roéhrchen iiberfiihrt.
Um die Wiirmer zu sedimentieren, werden sie 3 min bei 5000 g und 4°C zentrifugiert. Die Wiirmer bilden ein
loses Pellet, so dass der Uberstand vorsichtig abgenommen werden sollte. Die Wiirmer werden mit 10 ml
NTE Puffer gewaschen, der Uberstand bis auf einen ml abgenommen und das Pellet in ein 2 ml
Eppendorfgefiss iiberfiihrt. Nach einem Zentrifugationsschritt von 3 min bei 13000 g wird der Uberstand
abgenommen und das Pellet, das 200 pl Volumen nicht iiberschreiten sollte, auf 2 ml Eppendorfgefisse
aufgeteilt. Diese Ansétze werden dann eingefroren. Die Wurmpellets werden langsam aufgetaut und je 500 pl
Proteinase K Losung (0,5 mg in 900 pl NTE Puffer und 100 pl 10% SDS) zugegeben. Der Ansatz wird 1 h
bei 65°C im Wasserbad inkubiert. Es werden 200 ul NTE Puffer und 500 pl Phenol zugegeben und der
Ansatz mit einem Vortexer durchmischt. Nach einer Zentrifugation fiir 5 min bei 13000 g wird der Uberstand
in ein neues Reaktionsgefiss liberfiihrt. Diese Phenolextraktion wird nochmals mit 900 pl Phenol wiederholt.
Dann wird zwei Mal mit 900 pl des Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (25:24:1) extrahiert. Zum
Uberstand werden nun 1,6 ml EtOH abs., gekiihlt auf 4°C, zugegeben und der Ansatz fiir 10 min bei 13000 g
und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird nochmals mit gekiihltem 70% EtOH gewaschen. Die
Zentrifugationsdauer betrigt dabei 5 min. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet ungefihr 10 min
getrocknet. Nachdem das Pellet in 400 ul TE Puffer geldst ist, werden 10 pl RNAse-Losung (20 pg/ml)
zugegeben und der Ansatz 30 min bei 37°C inkubiert. Es werden 500 pl des
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches zugegeben, der Ansatz stark gemischt und 2 min bei 13000 g
zentrifugiert. Die obere Phase wird in ein neues Reaktionsgefdss iiberfiihrt und 1 ml kaltes EtOH zugegeben.
Nun sollte ein weisses Prizipitat zu sehen sein. Nachdem der Ansatz vorsichtig gemischt wurde, wird er 10
min bei 13000 g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird mit nochmals gewaschen und der Uberstand

abgekippt. Wenn das Pellet nach 5 min getrocknet ist, wird es in 50 pl TE Puffer geldst.

Schnellaufschlussmethode zur Freisetzung von DNS aus C. elegans

Vor allem fiir die snip-SNP Kartierung und zur Uberpriifung von Mutationen wurde DNS aus C. elegans
isoliert, amplifiziert und anschliessend evtl. sequenziert. Hierfiir wird folgende grobe Aufschlussmethode
verwendet.

Einzelwurm-Lysate:

Dafiir werden 10 pl M9 Puffer und 10 pl Lysepuffer mit Proteinase K (0,2 mg/ml) in einem PCR
Reaktionsgefiss vorgelegt und ein einzelner Wurm hinzugegeben. Der Ansatz wird fiir mindestens 10 min bei
—80°C eingefroren und wieder aufgetaut. Durch diesen Gefrier-Auftauprozess werden die Zellen
aufgeschlossen. In einer PCR Maschine wird der Ansatz dann 60 min bei 65°C und anschliessend 15 min bei
95°C inkubiert. Als Matrizen-DNS fiir eine PCR-Reaktion mit 50 ul Volumen werden 2 ul dieses Lysates

eingesetzt. Die Lysate konnen bei —20°C aufbewahrt werden.
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Populations-Lysate:

Von einer kleinen Platte, die fast leergefressen ist, werden die Wiirmer mit 1 ml TE abgespiilt und in ein
EppendorfgefiB {iberfiihrt. Wenn sich die Tiere abgesetzt haben, wird der Uberstand abgenommen und das
Pellet zwei Mal mit 1 ml TE gewaschen. Das 50 pl Pellet wird in einen 8er-Streifen PCR Reaktionsgefdsse
iberfiihrt in dem 50 pl Lysepuffer mit Proteinase K vorliegen. Der Ansatz wird mindestens 10 min bei
—80°C eingefroren und wieder aufgetaut. In einer PCR Maschine wird der Ansatz dann 60 min bei 65°C und
anschliessend 15 min bei 95°C inkubiert. Dieses Lysat wird 1:10 mit H,O verdinnt und davon 2 ul als
Matrizen-DNS fiir eine PCR-Reaktion mit 25 ul oder 50 pl Volumen eingesetzt.

4.2.5 Mikroskopie lebender Wiirmer

Die Wiirmer wurden bei 20°C kultiviert und als Embryonen, frisch geschliipfte L1 Larven oder adulte Tiere
von einer wachsenden Kultur analysiert. Um Bilder aufzunehmen, wurden die Tiere in 100 mM Natriumazid
in M9 Puffer fiir eine Stunde inkubiert und dann auf Agarpads gelegt. Die Mehrzahl der Wiirmer lagen nach
dieser Behandlung mit dem Bauch nach unten auf dem Objekttrager. Dies war hinderlich, da der Ventralstrang
untersucht werden sollte, der so nicht sichtbar war. Deshalb wurden meist Wiirmer generiert, die zusétzlich
rol-6(el87) besaBlen. Weil der Korper helikal verdreht war, wurde es einfacher Tiere zu finden, die mit dem
Bauch nach oben lagen und deren Ventralstrang in der gesamten Lénge eingesehen werden konnte.

Die axonalen Defekte wurden an einem Zeiss Axioplan Mikroskop unter Verwendung eines 40x Objektives
analysiert. Um die verschiedenen Farbvarianten zu trennen wurden enge Bandpassfilter eingesetzt (CFP:
D436/20, 455DCLP und D480/40; GFP: HQ480/20, Q495LP und HQ510/20; YFP: HQ500/20, Q515LP
und HQ535/30; DsRed: HQ565/30, Q585LP und HQ620/60).

4.2.5.1 Dialkyl-Indocarbocyanin (Dil)-Firbung

Dil ist ein lipophiler Farbstoff, der die sensorischen Neurone im Kopf- und Schwanzbereich von C. elegans
rot anfarbt. Wiirmer werden mit 1 ml M9 Puffer von der Platte abgespiilt und in ein Reaktionsgefdll
iiberfiihrt. Sind die Wiirmer sedimentiert, wird der Uberstand abgenommen und 500 ul Dil-Lésung (1 pg/ml
in M9 Puffer) zugegeben. Nach 2 Stunden Inkubation bei RT werden die Wiirmer zweimal mit je 1 ml M9
Puffer gewaschen und auf eine Kulturplatte pipettiert. Da der Farbstoff auch in den Darm aufgenommen wird
und dieser somit stark angefarbt ist, werden die Wiirmer 2 Stunden zur Futteraufnahme auf der Platte
inkubiert. Nachdem die Darmfarbung verschwunden ist, werden die Wiirmer auf einen Objekttrager gesetzt

und mikroskopiert.

4.2.5.2 Die Herstellung von mehrfarbigen C. elegans GFP Stimmen

Das griinfluoreszierende Protein GFP der Qualle Aequoria victoria und die anderen farblichen Varianten CFP
und YFP, die durch Mutationen in gfp entstanden sind, wurden als Marker verwendet. Folgende Promotoren
dienten dazu die gfp Expression in Nervenzellpopulationen mit Axonen im Ventralstrang zu steuern:
Interneurone: glr-1 (Hart et al., 1995; Maricq et al., 1995)

D-Typ Motoneurone: unc-47 (Mclntire et al., 1997)
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DA/DB Motoneurone: unc-129 (Colavita et al., 1998)

PVQ Neuron: sra-6 (Troemel et al., 1995)

AVG und PVP Neurons: odr-2 (Chou et al., 2001)

Die GFP-Sequenz im Originalkonstrukt wurde oft durch eine der folgenden GFP-Varianten (A. Fire Vector
Kit) oder DsRed (Clontech) ersetzt:

CFP: Y66W, N1461, M153T, V163A

YFP: S65G, V68A, S72A, T203Y

DsRed: Insert aus dem Clontech Vektor pDsRed

DsRed2: Insert aus dem Clontech Vektor pDsRed2

Diese Vektorkonstrukte wurden dann alleine oder in Kombination von mehreren Konstrukten in die Wiirmer
injiziert. Das DNS-Array in transgenen Linien wurde ins Genom integriert und wir erhielten beispielsweise
Wiirmer, die drei verschiedene FP-Marker besitzen (Hutter, 2000; Hutter, 2004). So wurde zum Beispiel
folgender Stamm hergestellt: VH616: rhls4 (gir-1::GFP); hdls22 (unc-129::CFP; unc-47::DsRed2)

4.2.5.3 Konfokale Mikroskopie

Die DIC- und Fluoreszenz-Aufnahmen wurden an dem Leica SP2 konfokalen Mikroskop aufgenommen. Die
Exzitation bei 457 nm (CFP), 488 nm (GFP), 514 nm (YFP) und 543 nm (DsRed) wurde erhalten anhand
von Argon- und Helium-Lasern. Zur klaren Trennung der Kanidle war es ausreichend die Daten der
verschiedenen Kanéle nacheinander aufzunehmen. Das Fenster der Emission war jeweils: 463-493 nm (CFP),
520-540 nm (YFP), 580-640 (DsRed) und 719-778 (GFP). Stapel von konfokalen Bildern wurden jeweils mit
einem Abstand von 0,3-0,4 pum zwischen den einzelnen Aufnahmeebenen aufgenommen. Maximale

Intensitéitsprojektionen von allen Bildern eines Tieres wurden mit der Image J Software generiert.

4.2.5.4 4D-Mikroskopie

Um die Entwicklung von C. elegans Embryonen zeitlich verfolgen zu kénnen, wurden vierdimensionale
Aufnahmen gemacht. Der Versuchsaufbau erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. R. Schnabel (Schnabel,
1997). Mit einem automatischen Fokus und Zeitrafferaufnahmen wurden eine Vielzahl von Ebenen des
Embryonen in bestimmten Zeitintervallen dokumentiert. Es erlaubt die Beobachtung aller Zellen sowohl

rdumlich wie auch zeitlich. Die Durchfiihrung der Aufnahmen erfolgte wie beschrieben in Schnabel, 1997.

4.2.6 Die Kartierungsmethode iiber snip-SNP Marker

Das C. elegans Genom ist seit 1998 vollstindig sequenziert (The C. elegans Sequencing Consortium, 1998).
Es gibt verschiedene natiirliche Isolate von C. elegans Stimmen, z. B. N2 Bristol und CB4856 Hawaii, die
sich durch sehr viele ,,single nucleotide polymorphisms* (SNPs) unterscheiden. Eine grosse Anzahl von
SNPs konnen als ,,restriction fragment length polymorphism® (RFLP) identifiziert werden, als Folge einer
Modifizierung einer Restriktionsenzymsschnittstelle (Wicks et al., 2001). Dies kann zur schnellen Kartierung
von Genen in C. elegans verwendet werden. Das zu kartierende Gen ist dabei an den Marker gekoppelt, in

dessen genetischem Hintergrund die Mutagenese erfolgte. Wicks und Kollegen haben snip-SNPs identifiziert
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und ein Protokoll zur Anwendung ausgearbeitet. Dieses Protokoll diente als Vorlage und wurde fiir diese
Arbeit leicht abgedndert. Mutanten, die aus einem Screen stammen, der mit N2 Tieren durchgefiihrt wurde,
werden mit CB4856 gekreuzt. In den F1 Tieren liegen die beiden Chromosomen von N2 und CB4856 in
trans zueinander. In der F2 Generation werden wieder Mutanten isoliert, die durch Rekombination in der F1

Generation nun Teile des Hawaii Chromosomes besitzen.

F1
e N - Hawaii
2 |2 2 |2 i 5 ion i
sl s Rekombination sl x Bristol (tragt Mutation in Gen X)
. .
3_><_3 _— 3_><_3 X zu kartierender Genlokus (rezessiv)
4- |4 4 -4
F2 14 1 1 1— 1
2— -2 24 |2 24 -2
=Xt = =X X— X
34 |3 34 -3 34 -3
44 4 4+ -4 4 -4
25% 50% 25%

zeigt Phanotyp fir X

Abb.34: Die snip-SNP Kreuzung

Fiir die snip-SNP Kartierung werden Wiirmer aus zwei verschiedenen Isolaten miteinander gekreuzt, wobei ein
Wurm die zu kartierende Mutation besitzt. In der F1 Generation werden die Gene in trans gebracht, damit
eine Rekombination stattfinden kann. In der F2 Generation werden wieder Mutanten isoliert, die dann Teile
ihres Chromosomes gegen CB5648 ausgetauscht haben.

* mutierter Genlokus

Von diesen Tieren werden Lysate hergestellt wie in Kapitel 4.2.4.4 beschrieben. Es werden snip-SNP Marker
ausgewihlt und getestet. Der Bereich, in dem der snip-SNP liegt, wird mit PCR amplifiziert. Als Matrize
dienen dabei die Wurmlysate der zu testenden Kreuzungsnachkommen. Zudem werden Lysate von N2 und
CB4856 Wiirmern als Kontrolle verwendet. Das PCR Produkt wird anschliessend mit dem entsprechenden
Restriktionsenzym verdaut und in einem Gel aufgetrennt. Die Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym
ist in einem Allel vorhanden und in dem anderen nicht. Zum Beispiel wird das PCR Produkt in N2 nicht
geschnitten, aber in CB4856 wird es einmal geschnitten. Anhand des Verdaumusters kann man erkennen, ob
an diesem Marker CB4856 aufgenommen wurde, oder ob N2 vorhanden ist. Am folgenden Beispiel mit dem

Marker LGII-SNP 23 soll dies illustriert werden:

Erkennungssequenz fiir Lwel: GCATC
N2 tgctTCATCctca keine Schnittstelle
CB4856 tgctGCATCctca Schnittstelle vorhanden

Mit spezifischen Primern wird ein 601 bp grofles DNS-Fragment amplifiziert. Der Verdau mit Lwel ergibt:
N2 601 bp

CB4856 300 bp und 301 bp

Die Anzahl der CB4856 Allele zu den N2 Allelen wird fiir jeden Marker bestimmt und ergibt die

Rekombinationswahrscheinlichkeit. Das zu kartierende Gen liegt in dem Bereich, in dem diese Rekom-
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binationswahrscheinlichkeit am niedrigsten ist, und wo kein CB4856 Marker aufgenommen wurde. Mit
dieser Methode kann die Kopplung an ein Chromosom festgestellt werden, sowie die Lokalisation eines Gens

auf einem Chromosom bis auf einen kleinen Bereich von 0,5 cM oder kleiner eingegrenzt werden.

4.2.6.1 PCR und Verdau fiir die snip-SNP Kartierung

25 ul PCR Ansatz:

2 ul DNS (Wurmlysat 1:10 verdiinnt)
0,2 mM dNTPs

1,5 mM MgCl,

0,4 nM Primermix

75 mM Tris-HCI

20 mM (NH4)SO, 10 x Puffer
0,01% Tween

0,5 Units Taqg-DNS-Polymerase

Zu Beginn wird der Ansatz fiir 5 min bei 95°C inkubiert um die Zellen aufzuschliessen. Die thermische
Denaturierung der DNS findet fiir 40 s bei 95°C statt, die Hybridisierung der Startermolekiile fiir 40 s bei
58°C und die Elongation der DNS fiir 40 s bei 72°C. Insgesamt werden 35 Zyklen durchlaufen. Anschlieend
werden 12,5 pl des PCR Ansatzes mit 3 Einheiten des entsprechenden Enzyms und RNAse
(Endkonzentration: 100 pg/ml) im Gesamtvolumen von 20 pl fiir mindestens 2 Stunden verdaut. Der Verdau
wird dann gelelektrophoretisch in einem 2%-igen Agarosegel fiir 1,5 Stunden bei 120 V aufgetrennt und
analysiert.

Die SNP Datenbank des Genome Sequencing Centers, St. Louis, USA wurde verwendet zur Erarbeitung der
snip-SNP Marker 22 bis 34, die auf Chromosom II zwischen der Position -6,2 ¢cM und -2,0 ¢cM lagen. In
dieser Datenbank wurden SNPs in N2 und CB4856 gesucht, die in ecinem der Isolate eine
Restriktionsschnittstelle modifizierten. Primer wurden entworfen, die ungefdhr 500 bp groBe Fragmente
amplifizieren, in deren Mitte die modifizierte Restriktionsschnittstelle lag. Diese Marker wurden verwendet

wie oben beschrieben.

4.2.7 Isolierung einer C. elegans Deletionsmutante

In unserem Labor wurde eine Deletionsbank hergestellt, die aus drei Teilen besteht: vereinigte DNS-
Losungen, Populationslysate und eingefrorene Wiirmer. Eine Ausgangspopulation Po wurde mit EMS
mutagenisiert und die F1 Nachkommen synchronisiert. Je 20 F1 Wiirmer wurden in einer Schale mit
Flissigmedium kultiviert. Das ergab eine F2 Population von ungefihr 2000 Wiirmern. Von einem Viertel der
F2 Population wurde mittels Phenol/Chloroform-Extraktion genomische DNS isoliert. Die genomische DNS
aus 48 Rohrchen wurde vereinigt und bei -20°C eingefroren. Ein weiteres Viertel der Wiirmer wurde lysiert
und diese Wurmlysate einzeln bei -20°C eingefroren. Die Hilfte der F2 Population wurde bei -80°C

eingefroren. Die Deletionsbank besteht insgesamt aus 2,2+10° Genomen.
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Das Durchsuchen der Deletionsbank wird mit der ,,Poison Primer PCR" durchgefiihrt (Edgley et al., 2002).
Die ,,Poison Primer PCR* ist eine Variante der nested PCR, bei der in einem initialen Amplifikationsschritt
mit Hilfe von zwei die Deletion flankierenden, externen Startermolekiilen ein PCR Produkt erzeugt wird.
Zugleich wird im selben Reaktionsschritt ein zusdtzliches Startermolekiil, der sogenannte Poison Primer,
eingesetzt. Dieser fiithrt bei der Vervielfiltigung zu einem im Vergleich mit den externen Startermolekiilen
kiirzeren Amplifikat. Dieses kiirzere Amplifikat wird aufgrund seiner geringeren Grofe bevorzugt gebildet. Im
zweiten Schritt der Deletionsfindung wird das im ersten PCR Durchgang erhaltene Produkt-Gemisch als
Matrize verwendet. Dabei werden nun interne Startermolekiile verwendet, die innerhalb der externen Primer
hybridisieren. Dadurch vervielfdltigt sich jene Matrize bevorzugt, die die Deletion tragt, da sie kleiner ist.
Somit kann im weiteren Verlauf die Auffindung einer Deletion durch eine Gelelektrophorese erfolgen.

Das Screening der Deletionsbank erfolgt in zwei Stufen: im ersten Schritt wird die vereinigte DNS als
Matrize fiir die oben beschriebene PCR verwendet. Wird eine Deletionsbande gefunden, so wird diese DNS
ein zweites Mal getestet. Wurde das Ergebnis bestétigt, werden die entsprechenden 48 Einzellysate getestet.
Das dem positiven Einzellysat entsprechende Rohrchen mit den eingefrorenen Wiirmern wird aufgetaut und
die Wiirmer vereinzelt. Ein Teil jeder F1 Population wird lysiert und mittels PCR der fiir die Deletion
positive Wurm identifiziert. Liegt die Deletion homozygot vor, kann die genomische DNS sequenziert

werden.

Externe PCR mit gemischten Populationslysaten:

13.7 ul  H,O PCR Programm:
2.5 ul 10x Puffer (MBI mit (NH4),SO4)
2.5 ul  dNTPs (2 mM) 94°C  30s
2.0 ul MgCl, (25 mM) 94°C  30s
0.3 ul  Tag-DNS-Polymerase (MBI Fermentas, 5 U/ul) 61°C  30s 34 Zyklen
1.5 pl  Primermix (ext. vorwérts und riickwérts, poison, 5 pmol jeder)  72°C  30s insgesamt
2.5 ul  Matrizen-DNS (Lysat 1:10 verdiinnt) 4°C
25 ul

Interne PCR mit gemischten Populationslysaten:

14.7 nl H,O PCR Programm:
2.5 ul 10x Puffer (MBI mit (NH4),SO4)
2.5 ul  dNTPs (2 mM) 94°C  30s
2.0 ul MgCl, (25 mM) 94°C  30s
0.3 ul  Tag-DNS-Polymerase (MBI Fermentas, 5 U/ul) 61°C  30s 34 Zyklen
2.0 ul  Primermix (int. vorwérts und riickwirts, 10 pmol jeder) 72°C  60s insgesamt
1.0 ul Matrizen-DNS (externer PCR Ansatz) 4°C
25 ul

Externe PCR mit Populationslysaten:

314 pul H,O PCR Programm:
5.0 ul  10x Puffer (MBI mit (NH4),SO4)
5.0 ul  dNTPs (2 mM) 94°C  30s
4.0 ul MgCl, 25 mM) 94°C  30s
0.6 ul  Tag-DNS-Polymerase (MBI Fermentas, 5 U/ul) 61°C  30s 34 Zyklen
3.0 ul  Primermix (ext. vorwérts und riickwérts, poison, 10 pmol jeder) 72°C 30 insgesamt
1.0 ul Matrizen-DNS (Populationslysat) 4°C
50 pl

Die interne PCR mit Populationslysaten als Matrize wird durchgefiihrt wie die interne PCR mit gemischten

Populationslysaten.
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S Anhang

5.1 AbKkiirzungen
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DIC
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Amp
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E.coli
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EMS
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HEPES
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p

PCR
pH
Poly(A)
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S. cerevisiae
SDS
Snip-SNP
SNP
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X-Gal
YAC

yfp
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Abbildung

Caenorhabditis elegans

cyan fluoreszierendes Protein
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differentiale Interferenz Kontrast

rot fluoreszierendes Protein

Ampizillin

Desoxyribonukleinsaure

Escherichia coli
Ethylendiaminotetraessigsaure
Ethylmethansulfonat
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fluoreszierendes Protein

grun fluoreszierendes Protein
4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazin-ethansulfonsaure
Isopropylthio-B-D-Galktosid
Larvenstadien in der C. elegans Entwicklung
Kopplungsgruppe; engl. linkage group
Nahrmedium fur Bakterien; "Luria Broth"
C. elegans Puffer

C. elegans Medium

optische Dichte

Promotor

Polymerasekettenreaktion

negativer dekadischer Logarhytmus der H -Ionenkonzentration
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Restriktionsfragment Langen Polymorphismus
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Raumtemperatur

Phosphatase; engl. shrimp alkaline phosphatase
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Saccharomyces cerevisiae

Natriumdodecylsulfat ; engl. sodium dodecyl sulfate

SNP charakterisiert duch RFLP

Einzelnukleotid Polymorphismus; engl. single nucleotide polymorphism
Tris-EDTA

Tris-Hydroxymethylaminomethan
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Ultraviolettes Licht

Wildtyp

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-Galaktopyranosid

kunstliche Hefechromosom; engl. yeast artificial chromosome
gelb floureszierendes Protein

Hefevollmedium; engl. yeast extract, peptone, dextrose
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centi-Morgan

Gramm / Erdanziehungskraft
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Aminosauren-Nomenklatur nach TUPAC-IUB Vereinbarungen (1969)

min Minute(n)
Mol ca. 6,023 x 1023 Molekiile
S Sekunde(n)
u Einheit der Enzymaktivitat ("Unit")
\Y% Volt
5.3 Vorsatze
kilo 103
m milli 1073
u mikro 1070
n nano 109
p piko 10-12
f femto 10713
5.4 C. elegans Gene und Phanotypen
ast »axonal steering®
dpy ,dumpy*
efn ,efrin‘
egl ,egg laying defective*
lin ,lineage defective*
rol ,rolling*
sax »sensory axon guidance*
unc ,;Juncoordinated*
zag ,Zinc finger in axon guidance*
5.5 Nukleotide
A Adenosin
C Cytosin
G Guanosin
T Thymidin
U Uridin
5.6
Ala A Alanin
Arg R Arginin
Asn N Asparagin
Asp D Asparaginsaure
Cys C Cystein
Gln Q Glutamin
Glu E Glutaminsaure
Gly G Glyzin
His H Histidin
Ile 1 Isoleuzin
Leu L Leucin
Lys K Lysin
Met M Methionin
Phe F Phenylalanin
Pro P Prolin
Ser S Serin
Thr T Threonin
Trp W Tryptophan
Tyr Y Tyrosin
Val \% Valin
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