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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Programmierter Zelltod oder Apoptose ist ein physiologischer Vorgang, der im
gesamten Tierreich von grundlegender Bedeutung ist, um tiberfliissige und potentiell
schidliche Zellen wédhrend der Entwicklung vielzelliger Organismen zu entfernen.
Studien am Nematoden Caenorhabditis elegans haben zur Identifizierung zahlreicher
Gene beigetragen, die an der Regulation von programmiertem Zelltod beteiligt sind
und zwischen Vertebraten und Invertebraten konserviert sind. Vier Gene, egl-1, ced-9,
ced-4 und ced-3 codieren Komponenten der zentralen Zelltodmaschinerie, die bei der
Aktivierung aller Zelltodereignisse wiahrend der Entwicklung von C. elegans eine
Rolle spielen. Diese Arbeit zeigt Untersuchungen zur zelltypspezifischen Regulation
von programmiertem Zelltod am Beispiel der NSM-Schwesterzellen, die wéahrend der
Embryonalentwicklung im Pharynx von C. elegans gebildet werden und kurz darauf
durch programmierten Zelltod sterben. ,,Gain-of-function“~-Mutationen in ces-1, die
wahrscheinlich zur Uberexpression des Gens fiihren, blockieren dieses zelltyp-
spezifische Zelltodereignis und fithren zum Uberleben der NSM-Schwesterzellen.
Genetische Analysen haben gezeigt, dass ces-1, welches einen Snail-dhnlichen
Transkriptionsfaktor codiert, genetisch vor dem zentralen Zelltodaktivatorgen der
Zelltodmaschinerie eg/-1 wirkt. Die Regulation von eg/-1, welches einen
,»BH3-Only“-Zelltodaktivator codiert, erfolgt in den NSM-Zellen und den
NSM-Schwesterzellen auf transkriptionaler Ebene. Es konnte gezeigt werden, dass
eine zwischen C. elegans und C. briggsae konservierte Region in den
cis-regulatorischen Sequenzen des egl-I-Lokus, der Region B, fiir die
Zelltodspezifizierung der NSM-Schwesterzellen erforderlich ist. Dariliber hinaus
bindet CES-1 in vitro spezifisch an vier Konsensus-Sequenzen flir Snail-Binde-
proteine in Region B. Funktionale Snail-Bindestellen sind fiir die Reprimierung der
egl-1-Expression durch CES-1 auch in vivo notwendig, was darauf hindeutet, dass
CES-1 als direkter Repressor der egl-I-Transkription wirken kann. /n vivo-Unter-
suchungen haben gezeigt, dass CES-1 die egl-/-Expression in den NSM-Schwester-
zellen reprimiert, indem es die Bindestellen blockiert, durch die wahrscheinlich auch
der potentielle egl/-/-Aktivator HLH-2/HLH-3 wirkt. Es wird angenommen, dass
dieser Kompetitionsmechanismus zwischen Repressor und Aktivator das Schicksal

der NSM-Schwesterzellen reguliert.
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2 Einleitung

2.1 Programmierter Zelltod

Programmierter Zelltod oder Apoptose ist ein physiologischer, genetisch
determinierter Vorgang, der sich vom Zelltod aufgrund von pathologischen
Verdanderungen (Nekrose) grundlegend unterscheidet (Kerr et al, 1972). Durch
programmierten Zelltod werden iiberfliissige oder womdglich schidliche Korperzellen
wiahrend der Entwicklung multizelluldrer Organismen eliminiert (Jacobson et al.,
1997). Die Bedeutung dieses im Tierreich konservierten Prozesses wird dadurch
verdeutlicht, dass Fehlregulationen zur Entstehung von zahlreichen Krankheiten
beitragen. Im Nervensystem ist programmierter Zelltod notwendig, um die Grof3e
neuronaler Populationen und die Selektion funktioneller Neuronen zu kontrollieren
(Pettmann und Henderson, 1998). Ektopischer Zelltod fiihrt beim Menschen unter
anderem zu neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. Parkinson oder Alzheimer. Im
Immunsystem ist Apoptose wihrend der Reifung der Lymphozyten essentiell, nur
funktionelle und nicht-autoreaktive Zellen werden so selektiert (Krammer, 2000).
Mangelnde Aktivierung der Zelltodmaschinerie kann zu unkontrollierter
Zellproliferation und folglich zur Entstehung von Krebskrankheiten wie z.B.
Leukédmie fithren (Hemavathy et al., 2000b; Rathmell und Thompson, 2002). Fiir die
Ausfiihrung von programmiertem Zelltod ist eine konservierte Maschinerie
verantwortlich, die in vielen, wenn nicht sogar in allen Zellen des Organismus
vorhanden ist. Die Aktivierung dieser Zelltodmaschinerie ist jedoch auf definierte
Zellen beschrinkt. Fiir die Untersuchung der Mechanismen die zum programmierten
Zelltod fithren, und deren Regulation, hat sich der Fadenwurm Caenorhabditis
elegans als geeigneter Modellorganismus herausgestellt (Brenner, 1974; Sulston und

Horvitz, 1977).

2.2 Caenorhabditis elegans als Modellorganismus

Der Fadenwurm (Nematoda) Caenorhabditis elegans zahlt zu den derzeit wichtigsten
Modellorganismen fiir die Untersuchung biologischer Vorgénge (Abb. 2.1). Der 1 mm
grole Bodenbewohner wird im Labor auf Agarplatten kultiviert, wo er sich von
Bakterien erndhrt (Wood, 1988). Laborpopulationen bestehen unter Normal-
bedingungen (20°C) fast ausschlieSlich aus Hermaphroditen (Zwitter), die sich durch



Einleitung

Selbstbefruchtung vermehren. Hermaphroditen legen bei 20°C etwa 300 Eier,
wodurch eine hohe Nachkommenzahl gewahrleistet wird (Hodgkin, 1988). Wahrend
einer kurzen Generationszeit von etwa drei Tagen entwickelt sich aus einer
befruchteten Eizelle iiber vier verschiedene Larvenstadien (L1-L4) ein erwachsenes
Tier (Sulston und Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983). L1- und L2-Larven kénnen in
fliissigem Stickstoff oder auch bei —80°C eingefroren, und bei Bedarf wieder
aufgetaut werden (Sulston und Hodgkin, 1988). Aufgrund der Transparenz von
C. elegans kann dessen Entwicklung am Mikroskop auf Zellebene beobachtet werden.
In einer C. elegans-Population sind lediglich 0.2 % der Tiere Minnchen, die sich
sexuell mit den Zwittern fortpflanzen kénnen und demnach Kreuzungsexperimente

ermoglichen (Sulston und Hodgkin, 1988).

Hermaphrodit:
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Abbildung 2.1: Anatomie von C. elegans Hermaphroditen und Méinnchen
Die Strukturen, die man in den durchsichtigen Tieren sehen kann, wurden schematisch dargestellt
(Sulston und Horvitz, 1977).

Ein breites Spektrum molekularbiologischer Technicken, wie z.B. die Konstruktion
transgener Tiere durch Mikroinjektion von DNA (Fire, 1986; Kimble et al., 1982), die
RNA-vermittelte Interferenz (RNAi)-Methode (Fire et al., 1998) oder auch die
chemische Mutagenese (Anderson und Brenner, 1984), wodurch die Isolation
zahlreicher Mutanten ermoglicht wird, gehéren zu den angewendeten

Standardmethoden im Labor. Dadurch wurden bereits eine Vielzahl genetischer
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Phanotypen charakterisiert (Hodgkin, 1997). C. elegans ist dariiber hinaus der erste
vielzellige Organismus, dessen Genom 1998 vollstindig sequenziert wurde
(Consortium, 1998).

Ein bedeutender Vorteil des Fadenwurms als Modellsystem ist das Phdnomen der
Zellkonstanz. Das Schicksal jeder einzelnen Zelle, von ihrer Entstehung bis hin zu
threr Position im erwachsenen Tier ist zeitlich und rdumlich festgelegt und kann am
Mikroskop verfolgt werden (Sulston und Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983).
Wiéhrend der Entwicklung eines Hermaphroditen entstehen 1090 somatische Zellen,
deren Herkunft aufgrund des konstanten Zellstammbaumes (Abb. 2.2) bis zu ihrem
Ursprung zuriickverfolgt werden kann. Genau 131 Zellen iiberwiegend neuronalen
Ursprungs (105 Neuronen) sterben durch programmierten Zelltod (Horvitz et al.,
1982b). Dieses Zellsterben ist sowohl in Bezug auf den Zeitpunkt als auch in Bezug
auf die Lage im Organismus reproduzierbar. Unter Laborbedingungen ist
programmierter Zelltod fiir das Uberleben von C. elegans allerdings nicht notwendig.
Fiir genetische Studien des programmierten Zelltods hat sich C. elegans aufgrund

dieser zahlreichen Vorteile als Modellorganismus etabliert.
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Abbildung 2.2: Zellstammbaum eines C. elegans Hermaphroditen

Darstellung des vollstdndigen Zellstammbaumes eines C. elegans Hermaphroditen. Wiahrend der
Entwicklung werden 1090 somatische Zellen gebildet und genau 131 Zellen sterben durch
programmierten Zelltod. Die Entwicklung und der programmierte Tod der Zellen werden anhand des
Zellstammbaums dargestellt (Sulston und Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983).
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2.3 Programmierter Zelltod in C. elegans

In C. elegans konnen Zellteilungen und Zelltod im lebenden Organismus beobachtet
und untersucht werden. Genetische Analysen von Tieren mit Mutationen, die sich auf
programmierten Zelltod auswirken, haben zur Identifizierung zahlreicher Gene
gefiihrt, die an der Regulation von programmiertem Zelltod beteiligt sind (Abb. 2.3)
(Horvitz, 1999). Wihrend der Spezifizierung legen zelltypspezifische Regulatoren
fest, ob eine Zelle durch programmierten Zelltod sterben soll. Darauthin wird die
Zelltodmaschinerie aktiviert und der aktive Prozess des Zelltods wird ausgefiihrt.
AnschlieBend werden die sterbenden Zellen von Nachbarzellen phagozytiert und
letztlich verdaut. Zahlreiche Gene, die an den vier aufeinanderfolgenden Schritten des
programmierten Zelltodes beteiligt sind, wurden in C. elegans sowohl genetisch als

auch molekularbiologisch charakterisiert (Horvitz, 1999).

SPEZIFIZIERUNG AUSFUHRUNG PHAGOZYTOSE DEGRADIERUNG

O—-0O — @ —0)\—p)

gesunde Zelle gesunde Zelle tote Zelle
zum Sterben tote Zelle wird
bestimmt phagozytiert
ced-1
tra-l ced-11 ced-6
ra-
ced-7
\’egl-l—i ced-9—ced-4—>ced-3 nuc-1
ces-2—ces-1 ced-2 csp-6
ced-8 ced-5
ced-10
ced-12
| 1 1
spezifische Zellen alle sterbenden somatischen Zellen

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des Zelltod-Prozesses in C. elegans

Die Zelltodspezifizierung einer gesunden Zelle, die zum Sterben bestimmt ist, fiihrt zur Aktivierung
der Zelltodmaschinerie und zur Ausfiihrung des Zelltods. Die tote Zelle wird von benachbarten Zellen
phagozytiert und anschlieBend degeneriert. Zahlreiche Gene, die an den vier Abschnitten des
Zelltodprozesses beteiligt sind, wurden charakterisiert (modifiziert nach Wittenburg, 2002).

2.3.1 Die zentrale Zelltodmaschinerie

Drei Gene, ced-9, ced-4 und ced-3 (ced, cell-death abnormal) codieren die
Komponenten der zentralen Zelltodmaschinerie (Abb. 2.4). Mutationen in diesen
Genen flihren zu einer generellen Blockierung des programmierten Zelltods und

verursachen daher einen sogenannten Ced-Phénotyp. In Ced-Mutanten iiberleben

10
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wahrscheinlich alle 131 Zellen, die in Wildtyp-Tieren durch programmierten Zelltod
sterben (Horvitz, 1999; Metzstein et al., 1998). Im Falle von ced-4 und ced-3 handelt
es sich um Mutationen, die zum Funktionsverlust dieser Gene fithren
(,,loss-of-function®(1f)-Mutationen) (Ellis und Horvitz, 1986). ced-4 und ced-3
codieren Zelltodaktivatoren, die fiir die Exekution des Zelltods notwendig sind
(Alnemri et al., 1996; Thornberry und Lazebnik, 1998; Yuan und Horvitz, 1992;
Yuan et al., 1993). Mutationen in ced-9 die zur Uberaktivierung des Gens fiihren
(,,gain-of-function““(gf)-Mutationen) blockieren ebenfalls programmierten Zelltod,
ced-9 codiert daher einen Zelltodinhibitor (Hengartner et al., 1992; Hengartner und
Horvitz, 1994; Xue und Horvitz, 1997). Tiere mit Mutationen in ced-9, die dessen
Funktionsverlust zur Folge haben, sterben aufgrund von ektopischem Zelltod wéahrend
der Embryonalentwicklung. Dieser Effekt ist von der Funktion der Gene ced-4 und
ced-3 abhingig, die daher genetisch nach ced-9 wirken. Die Uberexpression von
ced-4 und ced-3 fiihrt aufgrund ihrer Funktionen als Zelltodaktivatoren ebenfalls zu
ektopischem Zelltod (Shaham und Horvitz, 1996). Dabei ist der ektopische Zelltod,
verursacht durch Uberexpression von ced-4, von ced-3 abhingig. Der Phiinotyp von
ced-3(If)-Tieren ist unabhédngig von ced-4. Diese genetischen Daten ergeben einen
Regulationsweg, in dem ced-9 die Funktion von ced-4 negativ reguliert, ced-4
hingegen ced-3 aktiviert, dessen Funktion fiir programmierten Zelltod erforderlich ist
(Metzstein et al., 1998). Im Soma von C. elegans ist egl-1 (egl, egg laying defective)
der zentrale Regulator der Zelltodmaschinerie (Conradt und Horvitz, 1998; Trent et
al., 1983). Der Funktionsverlust von eg/-/ fiihrt zur Blockierung des programmierten
Zelltods. Ektopischer Zelltod, verursacht durch den Funktionsverlust von ced-9, ist
unabhingig von egl-1. Die Ergebnisse dieser epistatischen Analysen zeigen, daf eg/-/

wéhrend der Ausfiihrung des Zelltods vor ced-9 wirkt.
egl-1 — ced-9—ced-4—ced-3 — Zelltod
BH3 Bcl-2 Apaf-1  Caspase

zentrale Zelltodmaschinerie

Abbildung 2.4: Genetische Regulation der zentralen Zelltodmaschinerie

ced-9, ced-4, und ced-3 bilden die zentrale Zelltodmaschinerie, deren Regulation im Soma von egl-/
abhéngig ist. Die Gene der Exekutionsmaschinerie sind zwischen C. elegans und hoheren Organismen
konserviert.

11
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Molekularbiologische Untersuchungen der Proteine EGL-1, CED-9, CED-4 und
CED-3 haben zur Aufstellung eines Modells fiir die Aktivierung der zentralen
Zelltodmaschinerie gefiihrt (Metzstein et al., 1998) (Abb. 2.5). In den meisten, wenn
nicht sogar in allen Zellen scheinen die Proteine CED-9, CED-4 und pro-CED-3
vorhanden zu sein, damit besitzen diese Zellen das Potential zu sterben (Chen ef al.,
2000; Metzstein et al., 1998). CED-9 befindet sich wahrscheinlich an der Membran
der Mitochondrien und bindet gleichzeitig CED-4 (Spector et al., 1997; Vaux, 1997).
Diese Interaktion blockiert die Funktion von CED-4, und die Zellen iiberleben. Nach
der Aktivierung der Zelltodmaschinerie bindet EGL-1 das membran-assoziierte
CED-9 und fiihrt dadurch zur Translokation von CED-4 an die perinukleare Membran
(Chen et al., 2000). CED-4 aktiviert hier pro-CED-3, und aktives CED-3 fiihrt zum
Zelltod (Chinnaiyan et al., 1997a; Chinnaiyan et al., 1997b; Wu et al., 1997a; Wu et
al., 1997b).

PERINUKLEARE
MEMBRAN

&

K—}b —> Zelltod

wahrscheinlich alle Zellen zum Sterben bestimmte Zellen

MITOCHONDRIEN

Abbildung 2.5: Model fiir die Funktion der zentralen Zelltodmaschinerie

Zum Sterben bestimmte Zellen exprimieren EGL-1, dessen Bindung an CED-9 zur Translokation von
CED-4 an die perinukleare Membran fiihrt. Folglich kann CED-4 pro-CED-3 in die aktive Form
CED-3 iiberfiihren (modifiziert nach Metzstein et al. 1998).

2.3.2 Die zentrale Zelltodmaschinerie ist konserviert

Die Gene der zentralen Zelltodmaschinerie sind zwischen C. elegans und Sdugetieren
konserviert (Abb. 2.4). ced-3 codiert eine Cystein-Protease, ein Homolog zum
menschlichen Enzym ICE (ICE, interleukin-1B-converting enzyme), und ist ein
Vertreter der Familie der Zelltod-Proteasen, die sogenannten Caspasen (caspase,

cysteinyl aspartate-specific proteinase) (Yuan et al., 1993). Caspasen werden als

12
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inaktive pro-Caspasen gebildet und durch proteolytische Spaltung aktiviert (Shi,
2002). Aktive Caspasen spalten zahlreiche Proteine, ein Prozess, der zur Zerstorung
der Zelle fiihrt (Cryns und Yuan, 1998; Thornberry und Lazebnik, 1998). ced-4
codiert einen Aktivator fiir Caspase, ein Homolog zum humanen Apaf-1-Protein
(Apaf-1, apoptotic protease activating factor 1) (Vaux, 1997; Zou et al., 1997). CED-9
ist sowohl strukturell als auch funktionell homolog zum humanen Proto-Onkoprotein
Bcl-2 (Bcl-2, B cell lymphoma gene 2) (Hengartner und Horvitz, 1994; Vaux et al.,
1988; Vaux et al., 1992). Beide Proteine sind Vertreter der Zelltodinhibitoren in der
Familie der Bcl-2-Proteine (Chao und Korsmeyer, 1998; Cory und Adams, 2002).
Zusammen mit den bisher zehn bekannten Homologen Bad (Yang et al., 1995), Bid
(Wang et al., 1996), Bik/Nbk (Boyd et al., 1995; Han et al., 1996), Hrk/DP5
(Imaizumi et al., 1997; Inohara et al., 1997), Blk (Hegde et al., 1998), Bim/Bod (Hsu
et al., 1998; O'Connor et al., 1998), Bmf (Puthalakath et al., 2001), Noxa (Oda et al.,
2000), Puma/Bbc3 (Han et al., 2001; Nakano und Vousden, 2001; Yu et al., 2001)
und Bcl-Gg (Guo et al., 2001) in Maus bzw. im Menschen ist EGL-1 ein Vertreter
einer Untergruppe der Bcl-2-Proteine, der sogenannten ,,BH3-only*“-Proteine (BH3,
Bcl-2 homology region 3) (Conradt und Horvitz, 1998). ,,BH3-only*“-Proteine
repriasentieren Zelltodaktivatoren, die mit den anti-apoptotischen Mitgliedern der
Familie (z.B. Bcl-2, CED-9) interagieren und deren zelltodinhibitorischen Funktionen
entgegenwirken (Cory und Adams, 2002; Huang und Strasser, 2000). Die Regulation
dieser essentiellen Initiatoren des programmierten Zelltods unterliegt sowohl
transkriptionalen als auch posttranskriptionalen Mechanismen (Puthalakath und

Strasser, 2002).

2.3.3 Zelltypspezifische Regulation der Zelltodmaschinerie

Im Vergleich zu den Ausfiihrungsmechanismen des Zelltods, ist tiiber die
zelltypspezifische Regulation von programmiertem Zelltod nur wenig bekannt.
Genetische Analysen haben zur Identifizierung von Genen gefiihrt, die vor egl-/
wirken und den Zelltod in spezifischen Zellen regulieren (Conradt und Horvitz, 1998;
Ellis und Horvitz, 1991; Metzstein und Horvitz, 1999). Mutationen in den Genen ces-
2 und ces-1 (ces, cell-death specification) blockieren programmierten Zelltod nur in
spezifischen Neuronen im Pharynx, den NSM-Schwesterzellen (NSM, neurosecretory
motoneurons) bzw. den NSM- und 12-Schwesterzellen (12, interneurons 2) (Ellis und

Horvitz, 1991). Die NSM-Zellen sind bilaterale neurosekretorische Motoneuronen,
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die Serotonin produzieren, und die 12-Zellen sind Interneuronen (Sulston et al., 1983).
Ferner fiihrt eine gf-Mutation in tra-1 (tra, transformer) zum Uberleben der HSN-
Zellen (HSN, hermaphrodite-specific neurons) in Ménnchen (Conradt und Horvitz,
1999). Diese Hermaphroditen-spezifischen Neuronen sind fiir die Eiablage notwendig
(Sulston und Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983). Sie werden sowohl in
Hermaphroditen als auch in Méannchen gebildet und sterben in Wildtyp-Ménnchen
durch programmierten Zelltod. TRA-1A ist der terminale Regulator des Geschlechts,
ein Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, der in Hermaphroditen die Expression von egl-/
in den HSN-Zellen blockiert, wodurch deren Zelltod verhindert wird (Conradt und
Horvitz, 1999; Goodwin und Ellis, 2002; Hodgkin, 1999b). In Méannchen wird tra-1
nur in geringen Mengen exprimiert, so dass die Proteinmenge nicht ausreicht, um die
egl-1-Expression in den HSN-Zellen zu blockieren, folglich sterben die Zellen
(Hodgkin, 1999b). Die geschlechtspezifische Genexpression von tra-1 reguliert somit
den programmierten Zelltod der HSN-Zellen.

Im Gegensatz zu den HSN-Zellen, sterben die NSM-Schwesterzellen in beiden
Geschlechtern kurz nach ihrer Entsehung, etwa 420 min nach der ersten Zellteilung,
im 1 's-Faltenstadium wéhrend der Embryonalentwicklung (Sulston et al., 1983).
Mutationen, die zum Funktionsverlust von ces-2 bzw. zur Uberaktivierung von ces-1
fiihren, blockieren den programmierten Zelltod der NSM-Schwesterzellen (Ellis und
Horvitz, 1991). Mutationen, die zum Funktionsverlust von ces-1/ fiihren, haben jedoch
keinen erkennbaren Phanotyp, die NSM-Schwesterzellen sterben. Im Gegensatz zu
ces-2 1ist ces-1 fiir programmierten Zelltod nicht notwendig, es kann den Zelltod-
Defekt in ces-2(1f)-Tieren jedoch verhindern. Der ces-2(If)-Phénotyp ist somit von
einem funktionalen ces-/-Gen abhdngig und ces-2 wirkt daher genetisch vor ces-/

(Abb. 2.6).

ces-2 — ces-1 — egl-1 —>» NSM-Schwesterzelltod

bZIP Zinkfinger BH3

HLF SLUG

Abbildung 2.6: Regulation des NSM-Schwesterzelltods

In einem genetischen Weg wird ces-/ durch ces-2 negativ reguliert, und egl-/ wird durch ces-I negativ
reguliert. Diese zelltypspezifischen Transkriptionsfaktoren sind zwischen C. elegans und hdheren
Organismen konserviert.
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CES-2 ist ein bZIP-Transkriptionsfaktor (bZIP, basic leucine-zipper) mit Sequenz-
und Funktionshomologien zur Gruppe der PAR-Proteine (PAR, proline- and acid-
rich) in Wirbeltieren, die als transkriptionale Repressoren fungieren (Capovilla et al.,
1992; Cowell et al., 1992; Metzstein et al, 1996). Regulatorische Sequenzen
stromaufwérts vom ces-/-Transkriptionsstart enthalten eine CES-2-Bindestelle, somit
ist eine direkte, transkriptionale Regulation durch CES-2 mdglich. CES-1 ist ein
Zinkfinger DNA-Bindeprotein der Snail-Proteinfamilie (Metzstein und Horvitz,
1999). Die zelltypspezifischen Gene ces-/ und ces-2 haben humane Homologe, die
ebenfalls an der Regulation von programmiertem Zelltod beteiligt sind (Abb. 2.6). Ein
humanes Homolog von CES-2 ist der transkriptionale Repressor HLF (HLF, human
leukemia factor) (Inaba et al, 1992). In Patienten mit einer chromosomalen
Translokation bildet HLF mit der Aktivierungsdoméne des Transkriptionsfaktors E2A
ein onkogenes Fusionsprotein. Der neu erschaffene Aktivator E2A-HLF blockiert
programmierten Zelltod in pro-B-Zellen, wahrscheinlich durch die Aktivierung eines
anti-apoptoischen Faktors, und verursacht deren leukemische Transformation (Inaba
et al., 1996). Der postulierte anti-apoptotische Faktor ist das humane Gen SLUG
(Inukai et al, 1999). Ebenso wie ces-I codiert es ein Transkriptionsfaktor der
Snail-Proteinfamilie. Aufgrund dieser Ergebnisse nimmt man an, dass die
Uberexpression von SLUG durch E2A-HLF programmierten Zelltod in pro-B-Zellen
blockiert und folglich lymphatische Leukdmie verursacht.

2.4 Zielsetzung der Arbeit

Da Snail-Proteine iiberwiegend als transkriptionale Repressoren agieren (Hemavathy
et al., 2000a), wird das Schicksal der NSM-Schwesterzellen in ces-1(gf)-Tieren
wahrscheinlich durch die transkriptionale Repression eines pro-apoptotischen Gens
kontrolliert und die NSM-Schwesterzellen iiberleben. Da das Zelltodaktivator-Gen
egl-1 genetisch nach ces-1 wirkt (Conradt und Horvitz, 1998), ist es ein geeigneter
Kandidat, in den NSM-Schwesterzellen auf transkriptionaler Ebene von CES-1
reguliert zu werden. Das Ziel dieser Arbeit war, zu analysieren, ob die
egl-1-Transkription in den NSM-Schwesterzellen durch CES-1 direkt reguliert wird
und ob weitere Faktoren fiir das Schicksal der NSM-Schwesterzellen von Bedeutung
sind. Um die Identifizierung der NSM-Zellen und ihrer Schwesterzellen zu
vereinfachen, und damit fiir die erforderlichen Experimente eine schnelle Erkennung

der zu untersuchenden Zellen zu ermdglichen, sollte ein NSM-Reporter eingefiihrt
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werden. Prazise Analysen des egl/-/-Lokus sollten zeigen, ob definierte Regionen fiir
den programmierten Zelltod der NSM-Schwesterzellen erforderlich sind. /n vivo, mit
Hilfe von Antikorpern, und in vitro, mit Hilfe von Gelretardierungsexperimenten,
sollte gezeigt werden, ob CES-1 Sequenzen im egl-/-Lokus bindet. Diese
molekularbiologischen Untersuchungen sollten durch genetische Analysen unterstiitzt

werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Chemikalie Hersteller
1,4-Dithiothreit (DTT) Sigma
2-Mercaptoethanol Sigma
2-Natriumhydrogenphosphat Merck
2-Propanol Merck
4',6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) Serva
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galaktosidase (X-Gal) Roth
Acrylamid Bio-Rad
Agar Difco
Agarose NEEO Roth
Ammoniumchlorid Merck
Ampicillin Fisher Scientific
Borsdure Merck
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma
Calciumchlorid Dihydrat Sigma
Chloroform Sigma
Cholesterol Sigma
Coomassie Brilliant Blue R-250 GIBCO BRL
CrK(SO4)x2 12H,0 (C-5926) Sigma
Dimethylsulfat (DMSO) Merck
Dimethylsulfoxid (DMF) Merck
ddNTPs GIBCO BRL
ECL-Entwicklerlosung Amersham
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma
Ethylenglyko-bis-(2-aminoyl)-tetraessigsdure(EGTA) Sigma
Essigsédure (Eisessig) Merck
Ethanol absolut Riedel-de Haen
Ethidiumbromid Sigma
Ethylmethansulfonat (EMS) Sigma
Gelatine Sigma
Glyzerin Calbiochem
Glyzin Merck
Halocarbondl 700 Sigma
Hefe-Extract Difco
HEPES Roth
IGEPAL CA-360 (NP40-Ersatz) Sigma
Imidazol Qiagen
IPTG Roth
Kaliumchlorid Merck
Kaliumzitrat Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Kaliumhydroxid Merck
Kanamyzin Fisher Scientific
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Chemikalie Hersteller
Lithiumacetat Merck
Magnesiumchlorid Hexahydrat Merck
Magnesiumsulfat Hexahydrat Merck
Methanol Merck
Milchpulver Neuform
Mineralol Sigma
N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N"-[2-ethansulfonsédure] Merck
(HEPES)
Natriumazid Merck
Natriumchlorid Merck
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat Merck
Natriumhydroxid Merck
Natriumhypochlorid Roth
Para-aminobenzolsdure (PABA) Sigma
Paraformaldehyd (PFA) Merck
Phenol Eurobio
POLY(dI-dC)POLY (dI-dC) Amersham
Polyethylenglykol Sigma
PolyL-Lysin (P1524) Sigma
Polyvinylpyrrolidon (PVP) Bio Rad
Saccharose Merck
SDS/Natriumlaurylsulfat Roth
Spermidin Sigma
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin (TEMED) Eurobio
Tris-Base Riedel-de Haen
Triton X 100 Roth
Trypton Difco
Tween 20 Sigma
Xylene Cyanol Fisher Scientific
3.1.2 Gerite
Gerite Hersteller
CCD Kamera Visitron
Fluoreszenz- und Durchlichtmikroskop, Axioskop 2, Axiovert S100  Carl Zeiss
Helios Gene Gun Bio Rad
Mikromanipulator Carl Zeiss
Mini Trans Blot Bio Rad
Olympus-Stereomikroskop mit Auflichtfluoreszenzeinrichtung Micro-Optic
Stereomikroskop MS5 Leica
Transjector 5246 basic Eppendorf
Ultraschallgerdt Sonifier W-450 Branson

3.1.3 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmittel Hersteller

Deckglaser Roth

Filter Papier & 82 mm Schleicher und Schuell
GBO002 Blotting Papier Schleicher und Schuell
Gel Drying Kit Promega
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Verbrauchsmittel
Goldpartikel 1.0 Mikron
Kapillaren fiir Mikroinjektionen

Hersteller
Bio Rad

World Precision Instruments

Kodak X-Omat AR-5-film INTEGRA

Platindraht 0.25mm Sigma

Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette Kit PIERCE
PVDF-Membran (0.2 pm) Schleicher und Schuell

3.1.4 Enzyme, Antikorper und Standard

Enzyme
Restriktionsenzyme

T4-DNA-Ligase

Alkaline Phosphatase
Tag-Polymerase

Herculase

Native Pfu-Polymerase
Pfu-Turbo DNA Polymerase
Lysozym

RNase

Proteinase K
Protease-Inhibitoren

Antikorper
Kaninchen anti-CES-1 (94-105 AFF)

Kaninchen anti-CES-1-Peptid 1
(NH2-QKVPKLELENDEDVS-CONH?2) (P1K)
Kaninchen anti-CES-1-Peptid 2
(NH2-LDSLQNLDRRSLNKK-CONH?2) (P2K)
Meerschweinchen anti-CES-1-Peptid 1
(NH2-QKVPKLELENDEDVS-CONH2) (P1M)
Meerschweinchen anti-CES-1-Peptid 2
(NH2-LDSLQNLDRRSLNKK-CONH?2) (P2M)
Maus anti-GFP

Ziege anti-Maus IgG FITC-Konjugate

Ziege anti-Kaninchen IgG-Texas Red-Konjugate
Ziege anti-Kaninchen IgG HRP-Konjugate
Ziege anti-Maus IgG HRP-Konjugate

Ziege anti-Kaninchen IgG Cy""'3-Konjugate
Esel anti-Meerschweinchen IgG Cy'V'3-Konjugate

Standards

DNA-Standard 1kb DNA Ladder
Kaleidoscope Prestained Standard

Prestained SDS-PAGE Standards Broad Range

Hersteller

New England BioLabs
New England BioLabs
New England BioLabs
Promega

Stratagene

Stratagene

Stratagene

Fisher Scientific
Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim

Referenz
(M. Metzstein, pers. Mitteilung)
Pineda

Pineda
Pineda
Pineda

Clontech
Dianova
Dianova
Bio Rad
Bio Rad
Dianova
Dianova

Hersteller
Gibco BRL
Bio Rad
Bio Rad
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3.1.5 Kits

Kit
Plasmid Midi Kit

QIAquick Gel Extraction Kit
Bio-Rad Protein Assay

TNT T7 System

3.1.6 Oligonukleotide

Hersteller
Qiagen
Qiagen
Bio Rad
Promega

Oligonukleotide wurden mit dem Programm Vector NTI erstellt und von der Firma

Metabion bezogen.

Bezeichnung
sense pegl-mutl

antisense pegl-mutl
sense pegl-mut?2
antisense pegl-mut2
sense snail-mut
antisense snail-mut
pGEX seq. primer
sense pegl-1/1
antisense pegl-1/1
sense pegl-1/2
antisense pegl-1/2
CITE primer 1

sense pegl-mutl E
antisense pegl-mutl E
sense pegl-mut?E
antisense pegl-mut?E
sense pegl-mut3
antisense pegl-mut3
sense pegl-mut 4
antisense pegl-mut4
CES-1tripF
CES-1tripR
148rHpals
148rPstlas

mut3s

mut3as

sense pegl-mut3E
antisense pegl-mut3E
sense pegl-mut 4E
antisense pegl-mut4E
sense pegl-1/3
CES-ItripFmut
CES-1tripRmut
antisense pegl-1/3
M13/Rev

M13/20

Sequenz (5°-3°)
gttactcaacccatatatgccaacacaatg
cattgtgttggcatatatgggttgagtaac
caaatgattagcatatatttctggtctcge
gcgagaccagaaatatatgctaatcatttg
tagtggatcctaatatatgcagaattcgat
atcgaattctgcatatattaggatccacta
gggctggcaagecacgtttggte
tgtcaatattatggttactcaaccc
ccacaaatcacacaagtgttaa
ttgtccactegtttaccaca
aatcttccaacaggacatcc
ggggacgtggttttectttg
gttactcaacccatatgtgccaacacaatg
cattgtgttggcacatatgggttgagtaac
caaatgattagcatatgtttctggtctcge
gcgagaccagaaacatatgctaatcatttg
aagattgagttcatatattgtaattcatga
tcatgaattacaatatatgaactcaatctt
agaatgacttacatataggtgtggaggatt
aatcctccacacctatatgtaagtcattct
aattcatcgatAcaggtggccacaggtgttagcaggtgg
tcGaccacctgctaacacctgtggecacctgTatcgatg
ctttctgaagttaactttactataa
cgggctgcagcatttcttctaat
agattgagttcatatattgtaattc
gaattacaatatatgaactcaatct
aagattgagttcatatgttgtaattcatga
tcatgaattacaacatatgaactcaatctt
agaatgacttacatatgggtgtggaggatt
aatcctccacacccatatgtaagtcattct
ggatgtcctgttggaagatt
aattcatcgatacatatagccacatatattagcatatag
tcgactatatgctaatatatgtggctatatgtatcgatg
aactcatccacgtcaccaaa
caggaaacagctatgaccatg

gtaaaacgacggccagtgage
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3.1.7 Vektoren und Plasmide

Vektoren

Vektor Referenz Verwendung

pBS KSII+  Clontech  Klonierungen

pCITE4a(+) Promega  In vivo-Transkription und Translation von CES-1
pGAD424 Clontech  “Yeast one-hybrid”’-System

pGAD-CI Clontech  “Yeast one-hybrid”-System

pGEX-4T3 Pharmacia Expression des GST-CES-1 Fusionsproteins
pLacZi Clontech  “Yeast one-hybrid”-System

Konstruierte Plasmide

Name
pBC116

pBC117
pBC118
pBC120
pBC121
pBC122
pBC144
pBC145
pBC149
pBC150
pBC156
pBC170
pBC171
pBC172
pBC173
pBC174

pBC176

Vektor
pCITE4a(+)

pBS KSII+
pGEX-4T3
pBS KSII+
pBS KSII+
pBS KSII+
pBS KSII+
pBS KSII+
pBS KSII+
pBS KSII+
pBS KSII+
pBS KSII+
pBS KSII+
pBS KSII+
pGAD-ClI
pLacZi

pBS KSII+

Klonierung / Herkunft

ces-1 cDNA (Nhel/EcoRV-Fragment) aus pMM#44
in pCITE4a(+) (HincIl) kloniert

Region B aus pBCO8 amplifiziert (Primer sense und
antisense pegl-1/1), in pBS KSII+ (EcoRV) kloniert
ces-1 Zinkfinger cDNA (Apol/EcoRV-Fragment)
aus pMM#44 in pGEX-4T3 kloniert
PCR-Mutagenese mit pMM#63 (Primer sense und
antisense Snail-mut); Snail-BS: CATATA
PCR-Mutagenese mit pBC117 (Primer sense und
antisense pegl-mutl); Snail-BS I: CATATA
PCR-Mutagenese mit pBC121 (Primer sense und
antisense pegl-mut?2); Snail-BS 1, II: CATATA
PCR-Mutagenese mit pBC117 (Primer sense und
antisense pegl-mutlE); Snail-BS I: CATATG
PCR-Mutagenese mit pBC144 (Primer sense und
antisense pegl-mutE?2); Snail-BS 1, II: CATATG
Region B aus pBCO8 (BsrGl/Ndel-Fragment) in
pBCl11 (Clal) kloniert

PCR-Mutagenese mit pBC148 (Primer sense und
antisense pegl-mutl); Snail-BS I: CATATA
PCR-Mutagenese mit pBC150 (Primer sense und
antisense pegl-mut?2); Snail-BS 1, II: CATATA
PCR-Mutagenese mit pBC122 (Primer sense und
antisense pegl-mut4); Snail-BS 1, I, IV: CATATA
PCR-Mutagenese mit pBC156 (Primer sense und
antisense pegl-mut4); Snail-BS 1, I, IV: CATATA
PCR-Mutagenese mit pBC148 (Primer sense und
antisense pegl-mutlE); Snail-BS I: CATATG

ces-1 cDNA (EcoR1/Bgl/ll-Fragment) aus pBC116
in pGAD-C1

Region B aus pBCO8 amplifiziert (Primer sense
pegl-1/1 und antisense pegl-1/1), in pLacZi (Smal)
PCR-Mutagenese mit pBC172 (Primer sense und
antisense pegl-mutE?2); Snail-BS 1, II: CATATG
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Klonierung / Herkunft

PCR-Mutagenese mit pBC171 (Primer sense und
antisense pegl-mut3); Snail-BS 1, II, I, IV:
CATATA

PCR-Mutagenese mit pBC176 (Primer sense und
antisense pegl-mutE4); Snail-BS 1, I, IV: CATATG
Region B mit mutierten Snail-Bindestellen aus
pBC177 amplifiziert (Primer sense pegl-1/2 und
antisense pegl-1/1), in pLacZi (Smal)
PCR-Mutagenese mit pBC178 (Primer sense und
antisense pegl-mut3E); Snail-BS I, 1I, I, IV:
CATATG

egl-1-Lokus (Hpal/Pstl-Fragment) aus pBC177 in
pBCO8 ersetzt; Snail-BS 1, II, III, IV: CATATA
egl-1-Lokus (Hpal/Pstl-Fragment) aus pBC180 in
pBCO8 ersetzt; Snail-BS 1, II, III, IV: CATATG
EcoRl/Sall-Fragment mit drei Snail-BS aus den
Oligonukleotiden CES-ItripFF und CES-ItripR
amplifiziert, in pLacZi kloniert

302 bp-Fragment der Region B mit den Snail-BS I
und II aus pBCO8 amplifiziert (Oligonukleotide
sense pegl-1/2 und antisense pegl-1/2), in pLacZi
(Smal)

163 bp-Fragment der Region B mit den Snail-BS III
und IV aus pBCO8 amplifiziert (Oligonukleotide
sense pegl-1/2 und antisense pegl-1/2), in pLacZi
(Smal)

EcoRl1/Sall-Fragment mit drei mutierten Snail-BS
CATATA aus den Oligonukleotiden CES-ItripFmut
und CES-ItripRmut amplifiziert, in pLacZi kloniert
ces-1  Zink-Finger =~ cDNA  (Hindlll/EcoRV-
Fragment) aus pMM#44 in pGAD424 kloniert

Weitere verwendete Plasmide

Name
pBC177

Vektor
pBS KSII+

pBC178  pBS KSII+

pBC179  pLacZi

pBC180  pBS KSII+

pBC181  pBS KSII+

pBC182  pBS KSII+

pBC185  pLacZi

pBC186  pLacZi

pBC187  pLacZi

pBC195  pLlacZi

pBC232  pGAD424

Name Referenz Eigenschaften
pMM#44 (Metzstein und Horvitz, 1999) ces-1 cDNA
pMM#63 (Metzstein und Horvitz, 1999) Konsensus Snail-BS
pMM#101 (Metzstein und Horvitz, 1999) ces-1-Promotor
pSC38 (S. Cameron, pers. Mitteilung) egl/-/-Promotor

pSV-dhfr 8.32
pHS/49.78::GFP
-lacl

pL15EK
pRF4
pBY668
pTRB201
pBCOSA
pBCl11

pBC13
pBC119

(Carmi et al., 1998)
(Carmi et al., 1998)

(Ferguson und Horvitz, 1989)
(Kramer et al., 1990)

(Rohrig et al., 2000)

(G. Aspoeck, pers. Mitteilung)
(Conradt und Horvitz, 1998)
(B. Conradt, pers. Mitteilung)
(B. Conradt, pers. Mitteilung)
(B. Conradt, pers. Mitteilung)

32 lacO-Sequenzen
Phspl6-2::lacl-GFP

lin-15(+)

rol-6(sul006dm)
Ptph-1::gfp-Reporter

Pceh-2 gfp-Reporter
egl-1-Lokus (7.7 kb)
egl-1-Lokus (2.5 kb-Fragment)
egl-1-Lokus (2.9 kb-Fragment)
egl-1-Lokus (5.5 kb-Fragment)
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Name Referenz Eigenschaften

pBC148 (P. Grote, pers. Mitteilung) Pstl/Xhol-Fragment des egl-1-
Lokus in pBS KSII+

pBC165 (C. Huber, pers. Mitteilung) egl-1-Lokus ohne Region B

pBC224 (P. Grote, pers. Mitteilung) egl-1-Lokus und unc-119(+)

3.1.8 Bakterienstimme

Stamm Genotyp Firma / Referenz
E. coli BL21(DE3) B F, dem, ompT, hsdS(rg- mg-), gal [ Stratagene

(DE3)
E. coli DH5o F, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17(rg. (Hanahan, 1985)

,mg+), supE44, relAl, ¢ 80d lacZAM15,
A(lacZY A-argF), U169
E. coli OP-50 ura’ (Brenner, 1974)
E. coli STBL2 F, mcrA, A(mcrBC-hsdRMS-mrr), recAl, Gibco BRL
endAl, lon, , gyrA96, thi-1, supE44,
relAl, A", A(lac-proAB)

3.1.9 Hefestimme

Stamm Genotyp Firma / Referenz
YM4217 MATo, wura3-52, his3-200, ade2-101, Clontech

lys2-801, leu2-3, 112, trpl-901, tyrl-
501, gal4-A512, gal80-A538, ade5::hisG

Konstruierte Hefestimme

Stamm Eigenschaft

YM174 Plasmid pBC174 im Genom von YM4217 integriert
YM179 Plasmid pBC179 im Genom von YM4217 integriert
YMI85 Plasmid pBC185 im Genom von YM4217 integriert
YM186 Plasmid pBC186 im Genom von YM4217 integriert
YMI187 Plasmid pBC187 im Genom von YM4217 integriert
YMI195 Plasmid pBC195 im Genom von YM4217 integriert

3.1.10 C. elegans Stimme

Alle C. elegans Stimme wurden entweder vom ,,C. elegans Genetic Center an der
Universitidt von Minnesota (USA), bezogen, oder von dem Labor, das die Stimme

generiert hatte, erhalten. Als Wildtyp-Stamm wurde N2 var. Bristol verwendet.

Verwendete C. elegans-Stimme

Stamm  Genotyp Referenz / Bezugsquelle
CB193 unc-29(el93) 1 (Brenner, 1974)

CB2223  dpy-20(el282ts) unc-5(e53) IV (J. Hodgkin, pers. Mitteilung)
CB2306  unc-30(el91) dpy-4(ell166sd) IV (J. Hodgkin, pers. Mitteilung)
MD420  egl-1(n1084n3082) unc-76(e911) V; lin- (B. Conradt, pers. Mitteilung)
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Stamm  Genotyp Referenz / Bezugsquelle
15(m765ts) bels24[lin-15(+), ptph-1::GFP] X

MD645  unc-119(ed4) 111, egl-1(n1084n3082) V; (P. Grote, pers. Mitteilung)
bels9[ppdk::GFP, lin-15(+)] lin-15(n765ts) X

MT1506 ces-1(n703sd) [ (Ellis und Horvitz, 1991)

MT1642 lin-15(n765ts) X (Ferguson und Horvitz, 1989)

MT2867 unc-36(e251) I1I; unc-5(e53) IV; dpy-11(e224) V; (B. Horvitz, pers. Mitteilung)
lon-2(e678) lin-15(n765ts) X

MT4557 dpy-5(e6l) I; unc-4(el20) II; lin-15(n765ts) X (B. Horvitz, pers. Mitteilung)

MT5044 ces-2(n732ts) 1 (Ellis und Horvitz, 1991)

MTS5053  ces-3(ni1952) IV (Ellis und Horvitz, 1991)

MTS8738 egl-1(n1084n3082) unc-76(e911) V (B. Conradt, pers. Mitteilung)

MTO9830 unc-36(e251) I11; dpy-20(el282ts) IV; (B. Horvitz, pers. Mitteilung)

lin-15(n765ts) X

In dieser Arbeit konstruierte C. elegans-Stimme

Stamm

Genotyp

MD169
MDI170
MD185
MD189
MD193
MD386
MD387
MD388
MD389
MD390
MD391
MD343
MD401
MDA402
MD403
MD410
MD409
MD408
MDA407
MD406
MD405
MD404
MD421
MDA422
MDA436
MD447
MD448
MD449

MDA450

lin-15(n765ts) X; bcEx113[lin-15(+), ptph-1::GFP]
lin-15(n765ts) X; bcEx114/[lin-15(+), ptph-1::GFP]
lin-15(m765ts) X; bcEx115[lin-15(+), pegl-1, lacl-GFP; lacO]
lin-15(n765ts) X; bcEx116[lin-15(+), pegl-1, lacl-GFP; lacO]
lin-15(m765ts) X; bcEx117[lin-15(+), pegl-1, lacl-GFP; lacO]
rol-6(sul(006dm) II; bcEx154[rol-6 (+), pegl-1, lacl-GFP; lacO]
rol-6(sul006dm) II; bcEx155[rol-6 (+), pegl-1, lacl-GFP; lacO]
rol-6(sul(006dm) II; bcEx156[rol-6 (+), pegl-1, lacl-GFP; lacO]
rol-6(sul006dm) II; bcEx157[rol-6 (+), pegl-1, lacl-GFP; lacO]
rol-6(sul006dm) I1; bcEx158[rol-6 (+), pegl-1, lacl-GFP; lacO]
rol-6(sul006dm) II; bcEx159[rol-6 (+), pegl-1, lacl-GFP; lacO]
lin-15(n765ts) X; bcls21[lin-15(+), ptph-1::GFP] 11l
lin-15(n765ts) X; bels22[lin-15(+), ptph-1::GFP] IV
lin-15(n765ts) bels23[lin-15(+), ptph-1::GFP] X

lin-15(n765ts) bcls24[lin-15(+), ptph-1::GFP] X

lin-15(n765ts) X; bels25/[lin-15(+), ptph-1::GFP]

lin-15(n765ts) X; bcls26[lin-15(+), ptph-1::GFP]

lin-15(n765ts) X; bcls27[lin-15(+), ptph-1::GFP]

lin-15(n765ts) bcls28[lin-15(+), ptph-1::GFP] X

lin-15(n765ts) X; bcls29/[lin-15(+), ptph-1::GFP]

lin-15(n765ts) bcls30[lin-15(+), ptph-1::GFP] X

lin-15(n765ts) X; bels31[lin-15(+), ptph-1::GFP]
bels22[lin-15(+), ptph-1::GFP] IV

bels25[lin-15(+), ptph-1::GFP] IV

lin-15(n765ts) bcls30[lin-15(+), ptph-1::GFP] X

ces-1(n703sd) I; lin-15(n765ts) bcls30[lin-15(+), ptph-1::GFP] X
ces-2(n732ts) I, lin-15(n765ts) bcls30[lin-15(+), ptph-1::GFP] X
egl-1m1084n3082) unc-76(e911) V; lin-15(m765ts) bcls24[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx167[pBCO08]

egl-1m1084n3082) unc-76(e911) V; lin-15(m765ts)bcls24[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx168[pBCO08]
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Stamm

Genotyp

MD451

MD452

MD453

MD454

MD465
MD466
MDA467
MD468
MD469
MDA470
MDA471
MDA472
MD473
MDA474
MD475
MDA480

MD481
MD493
MD494
MD497
MDA498
MD507
MD525
MD526
MD529
MD535
MD536
MD615
MD616
MD618
MD697
MD696
MD695

MD709

egl-1(m1084n3082) wunc-76(e911) V; lin-15(n765ts) bcls24/[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx169/pBC119]

egl-1(m1084n3082) wunc-76(e911) V; lin-15(n765ts) bcls24/[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx170[pBC119]

egl-1(m1084n3082) wunc-76(e911) V; lin-15(n765ts) bcls24/[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx171[pBC13]

egl-1(m1084n3082) wunc-76(e911) V; lin-15(n765ts) bcls24/[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx172[pBC13]

unc-4(el120) II; bels25[lin-15(+), ptph-1::GFP] IV

dpy-20(el282ts) bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] IV

bels25[lin-15(+), ptph-1::GFP]IV; lon-2(e678) lin-15(n765ts) X
dpy-5(e61) I; bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] IV

bels25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1V, dpy-11(e224) V

unc-36(e251) I1I; bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] IV

unc-4(el120) II; bels21[lin-15(+), ptph-1::GFP] I, lin-15(n765ts) X
bcls21[lin-15(+), ptph-1::GFP] IlI; dpy-11(e224) V; lin-15(n765ts) X
bels21[lin-15(+), ptph-1::GFP] III; dpy-20(el282ts) IV, lin-15(n765ts) X
dpy-5(e61) I; bcls21[lin-15(+), ptph-1::GFP] III; lin-15(n765ts) X
bels21[lin-15(+), ptph-1::GFP] III; lon-2(e678) lin-15(n765ts) X
egl-1m1084n3082) unc-76(e911) V; lin-15(m765ts) bcls24[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx173[pBC11]

egl-1m1084n3082) unc-76(e911) V; lin-15(m765ts) bcls24[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx174 [pBC11]

bels21[lin-15(+), ptph-1::GFP] III

ces-1(n703sd) I; bels25[lin-15(+), ptph-1::GFP] IV

ces-2(n732ts) I; bels25[lin-15(+), ptph-1::GFP] IV

unc-30(el91) bels25[lin-15(+), ptph-1::GFP] IV

dpy-4(el166sd) bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] IV

ces-1(n703sd) I; bels25[lin-15(+), ptph-1::GFP] IV ; b¢cEx188/pBC117]
ces-1(n703sd) I; bels25[lin-15(+), ptph-1::GFP] IV; bcEx189/ pBC117]
ces-3(m1952) IV, lin-15(n765ts) bels30[lin-15(+), ptph-1::GFP] X
egl-1m1084n3082) unc-76(e911) V; lin-15(m765ts) bcls24[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx190[pBC149]

egl-1m1084n3082) wunc-76(e911) V; lin-15(m765ts) bcls24[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx191[pBC149]

egl-1m1084n3082) unc-76(e911) V,; lin-15(m765ts) bcls24[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx194[pBC165]

egl-1m1084n3082) unc-76(e911) V; lin-15(n765ts) bcls24 X; bcEx195
[pBC165]

ces-1(n703sd) I; bels25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1v;
bcEx197[ceh-2::GFP]

egl-1m1084n3082) unc-76(e911) V,; lin-15(m765ts) bcls24[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx202[pBC181]

egl-1m1084n3082) unc-76(e911) V; lin-15(m765ts) bcls24[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx201[pBC181]

egl-1m1084n3082) wunc-76(e911) V; lin-15(m765ts) bcls24[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx200[pBC181]

egl-1m1084n3082) unc-76(e911) V; lin-15(m765ts) bcls24[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx203[pBC181]
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Stamm

Genotyp

MD710

MD711

MD712

MD726

MD740

MD770

MDg74

MD&82

MD&83

MD&g84

MD8&85

MD&86

MD&87

MD&88

MD&89

MD&90

MD&91

MD&g92

MD&93

MD?920

MD921

MD923

MD924

egl-1(m1084n3082) wunc-76(e911) V; lin-15(n765ts) bcls24/[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx204[pBC182]

egl-1(m1084n3082) wunc-76(e911) V; lin-15(n765ts) bcls24/[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx205[pBC182]

egl-1(m1084n3082) wunc-76(e911) V; lin-15(n765ts) bcls24/[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx206[pBC182]

unc-119(ed4) IlI; bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1IV; egl-1(n1084n3082)
Vv

ces-2(n732ts) I; bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1V, egl-1(n1084n3082)
unc-76(e911) vV

ces-2(n732ts) I; unc-119(ed4) III; bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] IV;
egl-1m1084n3082) vV

egl-1(n1084n3082) wunc-76(e911) V; lin-15(n765ts) bcls24/[lin-15(+),
ptph-1::GFP] X; bcEx215[pBC08]

egl-1(n1084n3082) unc-76(e911) V; bcls24[lin-15(+), ptph-1::GFP] X;
bcEx216[pBC0S]

ces-2(n732ts) I; bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1V, egl-1(n1084n3082)
unc-76(e911) V; bcEx217[pBC08]

ces-2(n732ts) I, bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1V, egl-1(n1084n3082)
unc-76(e911) V; bcEx218[pBC181]

ces-2(n732ts) I; bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1V, egl-1(n1084n3082)
unc-76(e911) V; bcEx219[pBC181]

ces-2(n732ts) I, bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1V, egl-1(n1084n3082)
unc-76(e911) V; bcEx220[pBC181]

unc-119(ed4) IlI; bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1IV; egl-1(n1084n3082)
V; bels42[pMMO51, pBCOS]

unc-119(ed4) IlI; bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1IV; egl-1(n1084n3082)
V; bcEx221[pMMO051, pBCOS]

unc-119(ed4) IlI; bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1IV; egl-1(n1084n3082)
V; bcEx222[pMMO051, pBCOS]

unc-119(ed4) IlI; bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1IV; egl-1(n1084n3082)
V; bcEx223[pMMO051, pBCOS]

unc-119(ed3) IlI; bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1IV; egl-1(n1084n3082)
V; bels43[pMMO0O51]

unc-119(ed3) IlI; bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1IV; egl-1(n1084n3082)
V; bcls44[pMMO0O51]

unc-119(ed3) IlI; bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1IV; egl-1(n1084n3082)
V; bels45[pMMO0O51]

ces-2(n732ts) I, bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1V, egl-1(n1084n3082)
unc-76(e911) V; bcEx226[pBC08]

ces-2(n732ts) I, bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1V, egl-1(n1084n3082)
unc-76(e911) V; bcEx227[pBC08]

ces-2(n732ts) I, bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1V, egl-1(n1084n3082)
unc-76(e911) V; bcEx229[pBC182]

ces-2(n732ts) I, bcls25[lin-15(+), ptph-1::GFP] 1V, egl-1(n1084n3082)
unc-76(e911) V; bcEx230[pBC182]
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3.1.11 Medien

Medien fiir Bakterien

LB-Medium

1 %  Bacto-Trypton Antibiotikum:

0.5 % Hefe-Extrakt 75 ug/ml Ampicillin bzw.

1%  NaCl 50 pg/ml Kanamycin
pH7.5

Dem LB-Medium wurde zur Verfestigung bei der Herstellung von Festmedien 17 g/l

Agar zugesetzt.

B-Broth
1%  Bacto-Trypton
0.5% NaCl

Medien fiir S. cerevisiae

YPD Medium 2x SC-Medium Aminosaure-Mix

1 % Hefe-Extrakt 124 ¢ Aminosiure-Mix jeweils 2 g:

2 % Bactopepton 4.15¢ Yeast Nitrogen Base L-Ala, Arg, Asp,

2% Glukose 300 ml H,0 Asn, Cys, Gln, Gly,
Zusitze nach dem Autoklavieren Met, Ile, Phe, Pro,
100x Ade: 40mM Ser, Thr, Tyr, Val
100x Lys: 100 mM 2g myo-Inositol
200x His: 60 mM 0.2g PABA

100x Ura: 20 mM
60x Trp: 40 mM (sterilfiltriert)
40 % Glukose (sterilfiltriert)

Den Grundmedien wurde zur Verfestigung bei der Herstellung von Festmedien 17 g/l

Agar zugesetzt.

Medien fiir C. elegans

NGM-Medium M9-Medium

3g/l  NaCl 5.8 g/l Na,HPO4
2.5 g/l Bacto-Pepton 3.0g1 KH,PO4
17gl  Agar 0.5g1 NaCl
nach dem Autoklavieren: 1 g/l NH,CI

I ml/l1 1M CaCl,

Iml/l 1M MgSOq4

I ml/ 5 mg/ml Cholesterol in Ethanol
25ml/1 1 M KPOy, pH 6.0
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA

3.2.1.1 STET-Lyse

Die Zellen einer 4 ml iN-Kultur wurden 4 min bei 13000 rpm sedimentiert. Das
Zellpellet wurde in 200 pl STET-Puffer gelost. Zur Suspension wurden 10 pl
Lysozymlosung (10 mg/ml) gegeben, gemischt und 1 min im Wasserbad gekocht.
Nach 5 min Inkubation auf Eis, wurden die Zellen zentrifugiert (10 min, 13000 rpm)
und das Sediment mit einem sterilen Zahnstocher entfernt. Zum Uberstand wurden
200 pl Isopropanol gegeben und invertiert. Die DNA wurde 15 min bei 13000 rpm
abzentrifugiert und anschlieBend mit eiskaltem 70 % und 100 % Ethanol gewaschen.
Die Plasmid-DNA wurde in 30-50 pl TE-Puffer in 0.1 pg/ml RNase A aufgenommen.

STET-Puffer Lysozym TE-Puffer

8% Saccharose 10 mg/ml 10 mM Tris-HCI (pH 7.5)
5% Triton X-100 ImM  EDTA (pH 8.0)
50 mM EDTA

50 mM Tris-HCI (pH 8.0)

3.2.1.2 QIAgen Midi-Prep

Der Kit QIAgen Midi-Prep von Qiagen wurde verwendet, um gréfere Mengen
Plasmid-DNA zu isolieren. Die DNA wurde nach Vorschrift des Herstellers gereinigt

und deren Konzentration und Reinheit photometrisch bestimmt bzw. {iberpriift.
3.2.2 Reinigung und Fillung von DNA

3.2.2.1 Ethanolfillung

Die DNA wurde durch Zugabe von 0.1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 6.5) und 3
Volumen eiskaltem Ethanol gefdllt. Nach Inkubation fiir 30 min bei —20°C wurde das
Pellet 30 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70 %

Ethanol gewaschen, getrocknet und in sterilem Wasser oder in TE-Puffer gelost.

3.2.2.2 Phenol/Chloroformfillung

Mit dieser Methode wurden Proteine aus wéBrigen DNA-Losungen entfernt. Die
DNA-L6sung wurde mit 1 Volumen TE gesittigtem Phenol gemischt und bei 13000

rpm abzentrifugiert. Der wiBrige Uberstand wurde mit Chloroform/Isomylalkohol
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(24:1) extrahiert. Im Anschluss folgte eine Ethanolfillung der im Uberstand
vorhandenen DNA.

3.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur GroBen- und Konzentrationsabschdtzung von DNA-Fragmenten sowie zur
priparativen  Auftrennung von Nukleinsduren wurden Gelelektrophoresen
durchgefiihrt (Sambrook et al, 1989). Fiir Agarose-Gele wurde je nach
FragmentgroBe eine Agarosekonzentration von 0.8 % bis 1.5 % in 1x TAE-Puffer
verwendet. Nach dem Aufkochen und vor dem GieBen des Gels wurde
Ethidiumbromid zugegeben. Als Laufpuffer diente 1x TAE, die angelegte Spannung
lag bei 80-120 Volt. Die mit Ethidiumbromid gefirbte DNA wurde unter
UV-Durchlicht sichtbar gemacht.

20x TAE-Puffer
0.8M Tris-Base
04M Natriumacetat
25 mM EDTA
pH 8.5 (Essigséure)

3.2.4 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Die DNA-Isolierung aus Agarosegelen wurde mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction
Kits (Qiagen) nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt und mit 30-50 ul H,O

eluiert.

3.2.5 Konzentration und Reinheitsbestimmung von DNA

Die Konzentration der Nukleinsduren wurde, sofern in ausreichender Menge
vorhanden, photometrisch bei einer Wellenlinge von 260 nm bestimmt. Dabei
entspricht die Absorption bei 260 nm (Aje0) von 1.0 etwa 50 ng/ul DNA. Waren nur
geringe Mengen an DNA vorhanden, wurde deren Konzentration durch Auftragung
eines definierten Volumens auf einem Agarosegel, und Abschitzung der
Konzentration im Vergleich zu verschiedenen DNA-Volumen mit bekannten

Konzentrationen bestimmt.
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3.2.6 Enzymatische Reaktionen mit DNA

3.2.6.1 Restriktionsspaltung von DNA

Restriktionsspaltungen durch Endonukleasen wurden in einem Reaktionsvolumen von
20-50 pl und dem vom Hersteller (New England BioLabs) empfohlenen Puffersystem
durchgefiihrt. Die Proben wurden bei der empfohlenen Temperatur 1 h bis N
inkubiert.

3.2.6.2 Auffiillen von 5’-iiberhiingenden DNA-Enden

Liegen nach der Spaltung der DNA keine Ligations-kompatiblen Enden vor, so kann
man 5’-liberhdngende Enden mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase 1 zu
glatten Enden auffiillen. Hierzu wurde der Restriktionsansatz nach Anleitung des

Herstellers (New England BioLabs) etwa 15 min bei 25°C inkubiert.

3.2.6.3 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um die Riickligation eines linearisierten Vektors mit kompatiblen Enden zu
verhindern, wurde die Phosphatgruppe an dessen 5’-Ende mit alkalischer Phosphatase
(CIP) abgespalten. Hierzu wurde der Restriktionsansatz nach Anleitung des

Herstellers (New England BioLabs) 1-2 h bei 37°C inkubiert.

3.2.6.4 Ligation
Sofern die Enden kompatibel sind, konnen DNA-Fragmente mit Hilfe der 74-DNA-

Ligase kovalent verkniipft werden. Ligationen wurden in 20 pl Volumen nach
Anleitung des Herstellers (New England BioLabs) durchgefiihrt. Der Ligationsansatz
wurde bei RT 2-3 h oder bei 15°C iiN inkubiert und anschlieBend wurde die DNA in

Bakterien transformiert.

3.2.6.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Das Verfahren beruht auf der enzymatischen Vervielfiltigung eines DNA-Fragments
zwischen zwei, an Strang und Gegenstrang gebundenden DNA-Primern. Die
Reaktionsfolge besteht aus wiederholter, hitzeinduzierter Strangtrennung der DNA,
anschliefender Primer-Hybridisierung und Polymerisierung. Durch die Verwendung
von thermostabiler DNA-Polymerase (7aq, Pfu, etc.) wird das zu amplifizierende

DNA-Fragment durch mehrfaches Erhitzen und Abkiihlen der Ansétze vervielfaltigt.
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50 pl PCR-Ansatz Standard-PCR-Programm (25-30 Zyklen)
100ng DNA 2 min bei 95°C

50 uM  dNTP Denaturierung 1 min bei 95°C

1 uM ,Primer sense” Hybridisierung 1 min bei Ty,

1 uM ,Primer antisense* Polymerisierung 2 min bei 72°C

1x Reaktionspuffer 2 min bei 72°C

0.5 -1 pl Polymerase (2.5 U/ul) o0 15°C

3.2.6.6 PCR-Mutagenese

Die PCR kann ebenfalls zur Einfiihrung von Punktmutationen in DNA-Sequenzen
verwendet werden. Fiir die sogenannte gerichtete Mutagenese wurden zwei
zueinander komplementdre DNA-Oligonukleotide mit der eingefiihrten Punkt-
mutation verwendet. Die Oligonukleotide, die ebenfalls zum jeweiligen Gegenstrang
des Plasmids komplementdr sind wurden wéhrend der Polymerisierung durch die
PfuTurbo DNA Polymerase (Stratagene) nach Anleitung des Herstellers verlédngert.
Nach der PCR-Reaktion wurde die parentale DNA mit Dpnl verdaut. Da aus E. coli
isolierte DNA dam-methyliert ist, wird sie durch Dpnl gespalten, und ausschlieSlich
neu synthetisierte DNA wurde selektiert. Nach der Kontrolle des PCR-Produktes auf
einem Agarosegel wurden 5 pl in E. coli DH5a transformiert. Die Region, in welcher
die eingefiihrten Punktmutationen der neu konstruierten Plasmide liegen, wurde vor
der Verwendung fiir weitere Experimente sequenziert und anschlieBend in das

Ausgangsplasmid riickkloniert.

3.2.7 Herstellung kompetenter Zellen

E. coli-Zellen wurden nach der modifizierten Anleitung von Hanahan (Hanahan,
1985) kompetent gemacht. Dazu wurden die Zellen in 5 ml LB-Medium angeimpft
und iiN bei 37°C inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurden 500 ml LB-Medium beimpft
(1:100) und bei 37°C bis zu einer ODgpp von 0.6 geschiittelt. Nach 10 min Eiskiihlung
wurden die Zellen durch Zentrifugation sedimentiert (10 min, 5000 rpm, 4°C) und in
%2 Volumen eiskalter, steriler 0.1 M CaCl,-Losung gelost. Nach weiteren 20 min auf
Eis, wurden die Zellen erneut abzentrifugiert, in 1/10 des Ausgangsvolumens eiskalter
0.1 M CaCl,-Losung aufgenommen und mit Glyzerin zu einer Endkonzentration von
15 % versetzt. Die kompetenten Zellen wurden portioniert, in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei —80°C autbewahrt.
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3.2.8 Transformation in Bakterien

Die Transformation von FE.coli-Zellen wurde nach einer modifizierten Anleitung von
Hanahan (Hanahan, 1985) durchgefiihrt. Zu 1-10 pul DNA-Losung oder zu
Ligationsansitzen mit 5-100 ng DNA wurden 100 pl kompetenter Bakterien gegeben
und 30 min auf Eis inkubiert.

Anschliefend wurden sie 1 min bei 42°C hitzebehandelt, auf Eis abgekiihlt und nach
Zugabe von 1 ml LB-Medium 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Die transformierten
Bakterien wurden auf LB-Platten mit Antibiotikum ausplattiert und N bei 37°C
inkubiert.

3.2.9 Kultivierung und Konservierung von E.coli-Stimmen

Transformanten und Stdmme wurden als Glyzerin-Kryokultur aufbewahrt. Dazu
wurden iN-Kulturen aus Fliissigkulturen oder von Agarplatten geerntet und in LB-
Medium, das 20 % Glyzerin enthielt, aufgenommen. Die Zellsuspensionen wurden in

fliissigem Stickstoff gefroren und bei —80°C gelagert.
3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Invitro Transkription und Translation von CES-1

In vitro Transkription/Translation von CES-1 mittels 77-Polymerase wurde in
Retikulozyten-Lysat unter Verwendung des entsprechenden TNT Transkriptions- und
Translations-Reaktionssystems (Promega) nach Angaben des Herstellers durch-
geflihrt. Zur radioaktiven Markierung der in vitro-translatierten Proteine wurde pro
Ansatz 40 uCi **S-Methionin zugesetzt. Die Proteine wurden auf einem SDS-PAGE-

Gel und auf einem Autoradiographiefilm iiberpriift.

3.3.2 Bakterielle Expression von GST-CES-1 Fusionsproteinen
GST-CES-1-Fusionsproteine wurden in E. coli BL21(DE3) unter Verwendung des

“GST Gene Fusion System” (Pharmacia) exprimiert. Um eine einfache Aufreinigung
zu ermoglichen und gleichzeitig die Protein-Loslichkeit zu erhdhen, wurden die fiinf
Zink-Finger (AS 117 bis AS 270) von CES-1 als Fusionsprotein der 26 kDa grof3en
Glutathion-S-Transferase (GST) exprimiert.

Eine 50 ml Bakterienkultur wurde mit einer iN-Kultur (1:10) angeimpft und bis zu

einer ODgop von 0.6 bei 37°C geschiittelt. Die Proteinexpression wurde mit 0.5 mM
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IPTG induziert, und die Bakterien nach 2.5 h geerntet. Die induzierten Bakterien
wurden sedimentiert und in 1/50 Volumen Lysis-Puffer aufgenommen. Durch
dreimaliges FEinfrieren der Suspension in fliissigem Stickstoff (-196°C),
anschlieBendem Auftauen im 37°C Wasserbad und durch Ultraschall (Sonifier
W-450; Mikrospitze, & 3 mm; Puls 30 sek; bei ,,Output Control“ 4), wurden die
Zellen aufgeschlossen. Nach Zugabe von 1/10 Volumen 5 M NaCl-Losung wurden
die Zellen auf Eis gelagert. Die Proteine wurden fiir 15 min bei 13000 rpm und 4°C
sedimentiert und anschlieBend mit 1/10 Volumen Glutathion-Agarose-Perlen gut
gemischt. Die Bindung der GST-CES-1 Proteine an die Perlen wurde fiir 1 h bei 4°C
und schwachem Schiitteln ermdglicht. Nach drei Waschschritten mit 20 Volumen
Lysis-Puffer und einem Waschschritt mit 20 Volumen 50 mM Tris (pH 8), wurden die
Fusionsproteine mit 1 Volumen 50 mM Tris (pH 8), 10 mM Glutathion N bei 4°C
von den Glutathion-Perlen eluiert. Nach jedem Schritt wurden Proben entnommen,

die auf einem SDS-PAGE-Gel analysiert wurden.

Lysis-Puffer

25 mM HEPES (pH 7.5)
20 mM KCI

2.5 mM EDTA

1 % Triton X-100

1 mM DTT

0.5 mM AEBSF

1 pg/ml Pepstatin

1 pg/ml Leupeptin

3.3.3 Dialyse und Aufbewahrung von Proteinen

Um das Glutathion aus der Proteinldsung zu entfernen, wurde die Suspension in eine
Slide-A-Lyzer- Dialyse-Kassette (Pierce) gegeben und gegen 250-faches Volumen
des Dialyse-Puffers dialysiert. Es wurde dreimal (5 h, 10 h, 5 h) bei 4°C unter Riihren
dialysiert.

Dialyse-Puffer

25 mM HEPES (pH 7.5)
50 mM KCl

1 mM DTT

6 mM MgCl,

10 % Glyzerol

1 mM EDTA
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3.3.4 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Konzentration von Proteinlosungen wurde durch den Bradford-Test (Biorad)
photometrisch bestimmt. 50 ul Probenlésung wurden mit 750 ul Reagenz (Protein-
Assay-Farbstoffkonzentrat, 1:4 verdiinnt) gemischt, und nach 5 min die ODsos
gemessen. Eine Standardkurve wurde mit bekannten Mengen BSA erstellt, indem die
ODsos gegen die bekannte Proteinmenge in pg aufgetragen wurde. Aus dieser Kurve

wurde die Proteinmenge der zu testenden Losung abgelesen.

3.3.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli
Fiir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) zur

Auftrennung von denaturierten Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurden
10-15%-1ge Trenngele jeweils mit 5%-igen Sammelgelen verwendet (Sambrook ef al.,
1989). Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit Protein-
Probenpuffer versetzt und fiir 5 min im Wasserbad gekocht. Die Auftrennung erfolgte

zusammen mit einem Molekulargewicht-Standard bei einer konstanten Spannung von

100-150 V.

Sammelgel (5%) Trenngel (10%) Trenngel (15%)

(S ml) (S ml) (S ml)
H,O 3.7 ml 2.4 ml 1.8 ml
40 % Acrylamid-Losung 630 pl 1.25 ml 1.9 ml
1 M Tris-HCI1 (pH 6.8) 630 ul 1.3 ml 1.3 ml
20 % SDS 25 ul 25 ul 25 ul
10 % APS 500 pl 500 pl 500 pl
TEMED Sul Sul 5ul
Protein-Probenpuffer (2x) Protein-Gel-Laufpuffer (4 1)
100 mM  Tris-HCI (pH 6.8) 24 ¢ Tris-Base
2% SDS 1152 ¢g  Glyzin
5% 2-Mercaptoethanol 20 ml 20 % SDS
15 % Glyzerol

Bromophenolblau

3.3.6 Proteinfirbung mit Coomassie Brilliant Blau

Die Methode der Proteinfirbung mit Coomassie Brilliant Blau ist zur Detektion
relativ geringer Proteinmengen geeignet. Die Gele wurden etwa 30 min in Coomassie-

Losung geféarbt und anschlieBend iiN in Entfarberlosung inkubiert.

Coomassie-Losung Entfirber
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lg Coomassie brilliant blue R-250 10 % Eisessig
50 ml Eisessig 20 % Methanol
500 ml  Methanol

450 ml  H0

3.3.7 Gelretardierungsanalyse (EMSA)
Mit der Gelretardierungsmethode (EMSA, ,.electrophoretic mobility shift assay®)
lassen sich DNA-bindende Proteine untersuchen. Im Vergleich zu freier DNA

besitzen Protein-DNA-Komplexe eine geringere Mobilitét in nativen Gelen.

3.3.7.1 PCR mit radioaktiv markierten dATP

Fiir den Nachweis von DNA-bindenden Proteinen auf einem Autoradiographiefilm,
wurden DNA-Proben radioaktiv markiert. Die DNA-Fragmente wurden mittels PCR
amplifiziert und durch die Verwendung von dATP mit radioaktiv markierten
o*?P-Nukleotiden markiert. Parallel dazu wurde fiir die Konzentrationsbestimmung
der DNA ein PCR-Ansatz ohne dATP mit o *P-Nukleotiden verwendet.

50 nl PCR-Ansatz

100 ng DNA

50 uM dNTP ohne ATP

20 uM dATP

10 pCi dATP o°P

1 uM ,,Primer sense*

1 uM ,Primer antisense‘

Sul 10x Reaktionspuffer

1.5 ul MgCl; (50 mM)

0.25 ul Tag-Polymerase (2.5 U/pl)

3.3.7.2 Reinigung und Isolierung von radioaktiv markierten PCR-Produkten

Radioaktiv markierte PCR-Produkte wurden iiber ein 6 % Acrylamid/TBE-Gel
gereinigt. Die Proben wurden in 1x TBE-Puffer 2 h bei 30 mA aufgetrennt.
AnschlieBend wurde die DNA auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht und das
gewlinschte Gelstiick mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten. Die DNA wurde 4 h
bei 37°C mit 2 Volumen Elutionspuffer (TE, 100 mM NacCl) eluiert. Die Losung
wurde mit Phenol/Chloroform extrahiert, mit Ethanol gefillt und in 50 ul TE gelost.

5x TBE-Puffer (11) 6 % PAA-Gel (60 ml)

54 ¢ Tris-Base 6 ml 40 % Acrylamid-Mix
275¢g Borsédure 8 ml 5x TBE

10mM EDTA (pH 8.0) 26 ml H,0

400 ul 10 % APS
40 pl TEMED
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3.3.7.3 Protein-DNA-Bindung

Die Protein-DNA-Bindung erfolgte in einem 20-pl-Reaktionsvolumen mit 4 ng
radioaktiv markierten DNA-Fragmenten, 1x Reaktionspuffer und unterschiedlichen
Proteinmengen. Fiir Kompetitions-Experimente wurden definierte Mengen an nicht
radioaktiv markierten DNA-Fragmenten zu dem Reaktionspuffer mit markierten
DNA-Fragmenten zugegeben und gemischt, bevor die Proteinlosung beigemischt
wurde. Die Reaktionsansidtze wurden 40 min bei RT inkubiert, auf einem 5 % TGE-
Poyacrylamidgel aufgetragen und in TGE-Laufpuffer bei 4°C und 30 mA fiir etwa 2 h
getrennt. AnschlieBend wurde das Gel vakuumgetrocknet, und bei -80°C wurden die

radioaktiv markierten Banden fiir einige Stunden bzw. Tage auf einen Rontgenfilm

iibertragen.
4x Reaktionspuffer Protein-DNA-Bindugsreaktionsansatz
100 mM HEPES (pH 7.5) 1x Reaktionspuffer
400 mM KCl 10 pg/ul dldC
40 % Glyzerol 20 pg/ul BSA
12 mM MgCl, 1 mM DTT
4 mM EDTA 5ng DNA-Probe
0.2% IGEPAL gewiinschte Konz.  Proteinlosung
1x TGE-Puffer 5 % TGE-Gel (60 ml)
25 mM Tris-Base 7.5 ml 40 % Acrylamidmix (37:1)
190 mM Glyzin 2.5ml H,O
1 mM EDTA 50 ml 1x TGE-Puffer
800 pl 10 % APS
40 pl TEMED

add 60 ml H,O
3.4 Immunologische Methoden

3.4.1 Western Blot-Analyse

Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes wurden die Proteine aus einem SDS-
PAGE-Gel auf eine PVDF-Membran in Richtung der Anode transferiert. Der Transfer
erfolgte bei 100 V fiir 1 h. Um unspezifische Bindungen der Antikdrper zu reduzieren
bzw. zu vermeiden, wurde die Membran anschlieBend fiir 1 h bei RT in 5 %
Magermilchpulver in 1x TBS-Puffer inkubiert. Danach wurde sie mit einer geeigneten
Verdiinnung des Primérantikorpers in 5 % Magermilchpulver-Losung iN inkubiert.
Alle nicht gebundenen Antikdrper wurden durch dreimal zehnminiitiges Waschen mit

TBS-Puffer entfernt, und die PVDF-Membran dann mit dem sekundéren Meerrettich-
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Peroxidase-gekoppelten Antikérper in TBS-Puffer inkubiert. Die Membran wurde
abermals dreimal gewaschen und dann mit Hilfe des ECL-Kits (Amersham

Pharmacia) nach Anleitung des Herstellers behandelt.

Transfer-Puffer (4 1) 1x TBS

576¢g Glyzin 20 mM Tris-Base

12 g Tris-Base 137mM  NaCl

800 ml  Methanol pH 7.6 mit HCI einstellen
0.1 % SDS

add41  H,O

3.4.2 ,Strippen*“ von Western Blots

Um bereits entwickelte Blots von den Antikorpern zu reinigen und nochmals mit
Antikorper behandeln zu konnen, wurden die Membranen gewaschen. Dazu wurden
sie fiir 30 min bei 50°C in ,,Stripping*“-Puffer geschwenkt und anschlieBend zweimal

fiir 10 min in TBS-Puffer gewaschen.

»Stripping“-Puffer

62.5 mM Tris-HCI (pH 6.7)
2% SDS

100 mM 2-Mercaptoethanol

3.4.3 Immunofluoreszenz

3.4.3.1 Fixierung und Antikorperfirbung von C. elegans Embryonen nach

Metzstein

Eine von Metzstein (Metzstein, 1998) beschriebene Methode, Embryonen zu fixieren
und anschlieBend mit Antikdrpern anzufdrben, wurde angewendet. Erwachsene
Wiirmer wurden bei 20°C in 10 cm Platten kultiviert. Die Wiirmer von vier bis sechs
Kulturplatten wurden mit etwa 10 ml H,O gewaschen und in einem 15 ml
Eppendorfgefal bei 3000 rpm fiir 2 min sedimentiert. Nach weiteren zwei Wasch-
schritten wurden die Tiere in Hypochlorid-Losung fiir etwa 10 min leicht geschiittelt.
Die dabei freiwerdenden Eier wurden dreimal mit je 10 ml H,O gewaschen und 2 min
bei 2000 rpm zentrifugiert. Die Eier wurden in Fixierlosung 20 min auf Eis inkubiert
und anschlieBend in fliissigem Stickstoff gefroren. In diesem Zustand kann man die
Embryonen bei —80°C auf unbestimmte Zeit autheben. Unter flieBendem kalten
Wasser wurden die Eier wieder aufgetaut und 20 min leicht geschiittelt. Danach

wurden sie fiir I min bei 2000 rpm sedimentiert, einmal in 1 ml Tris-Triton-Puffer
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und einmal in 1 ml PBST-B-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden sie in 1 ml
PBST-B-Puffer aufgenommen und 15 min geschiittelt. Bei 4°C konnen die fixierten
Embryonen fiir eine unbestimmte Zeit aufgehoben werden.

Fixierte Embryonen wurden in 20 pl Primérantikdrper in PBST-A-Puffer iN bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet mit je 1 ml
PBST-B-Puffer viermal je 25 min gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde
der Uberstand abgenommen und die Embryonen mit je 20 ul Sekundirantikdrper in
PBST-A-Puffer fiir 2.5 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde das Sediment wie
bereits beschrieben gewaschen. Um die DNA in den Zellkernen der Embryonen
anzufiarben wurden diese fiir 5 min in 500 pul DAPI-Lésung (1 pg/ml DAPI in 1x
PBS) geschiittet und anschlieBend abzentrifungiert. 3 ul Antibleich-Losung (Vecta-
shield, Vector Laboratories) und 3 pl des Embryo-Sediments wurden auf einem
Objekttrager durch vorsichtiges auf- und abpipettieren vermischt und mit einem
Deckglas bedeckt, deren Rénder mit Nagellack abgedichtet wurden.
Hypochlorid-Losung

300 pl 10 N NaOH

250 pl 2 M NaOCl;

2x “Witche's Brew” Fixierlosung

160mM  KCI 610 pl H,O

40 mM NaCl 140 pl 2x ,,Witche’s Brew*

20 mM Na,EGTA 250 pl 4 % Paraformaldehyd

10 mM Spermidin-HCl 250 pl 90 % Methanol in 10 % EGTA

30 mM Na-PIPES (pH 7.4)

50 % Methanol

Tris-Triton-Puffer 10x PBS-Puffer (200 ml)

100 mM Tris-HCI (pH 7.4) 16 g NacCl

1% Triton X-100 04¢g KCl1

1 mM EDTA 12¢g Na,HPO, (wasserfrei)
04 g KH2P04

PBST-A-Puffer PBST-B-Puffer

Ix PBS-Puffer Ix PBS-Puffer

1 % BSA 0.1 % BSA

0.5% Triton X-100 0.5% Triton X-100

5mM Sodiumazid 5 mM Natriumazid

1 mM EDTA I mM EDTA
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3.4.3.2 Fixierung und Antikorperfirbung von C. elegans Embryonen nach

Bossinger

Eine weitere Methode, Embryonen zu fixieren und anschliefend mit Antikorpern
anzufiarben, beruht auf einem Protokoll von Olaf Bossinger (pers. Mitteilung). Dabei
wird die Schale der Eier durch Einfrieren und anschlieBendes Auftauen der
Embryonen fiir die Antikdrper durchléssig gemacht. Objekttrager wurden mit 5 pl
PolyL-Lysin beschichtet und iiN getrocknet. Anschlieend wurden darauf zehn junge
erwachsene Tiere in 10 pul Wasser gegeben. Damit sie die Embryonen frei geben,
wurden die Tiere mit Hilfe zweier Kantilen jeweils zweigeteilt. Nach der Platzierung
eines Deckglases wurden sie sofort in fliissigem Stickstoff schockgefrohren. Das
Deckglas wurde mit einem Skalpell entfernt, und die Eier fiir 20 min in —20°C kaltem
Methanol inkubiert. Nach 10 min in —20°C kaltem 90 % Ethanol, 10 min in —20°C
kaltem 60 % Ethanol und 10 min in 30 % Ethanol bei RT, wurden die Embryonen
dreimal jeweils 10 min mit TBT-Puffer gewaschen. Die fixierten Embryonen wurden
mit 5 pl Primédrantikoérper in Antikorper-Puffer fiir 3 h bei RT bzw. iiN bei 4°C in
einer feuchten Box inkubiert. AnschlieBend wurden sie wie bereits beschrieben
dreimal gewaschen und mit dem Sekundérantikdrper fiir 2 h bei RT inkubiert. Die
Embryonen wurden viermal jeweils 15 min mit TBT-Puffer gewaschen und mit einer
1 pg/ml DAPI-Lésung in 1x PBS und Anitbleich-Losung (Vectashield, Vector
Laboratories) iiberschichtet. AnschlieBend wurden sie mit einem Deckglas bedeckt,

deren Rander mit Nagellack abgedichtet wurden.

PolyL-Lysin-Losung

50 ml H,O wurden auf 60°C erhitzt. Dazu wurden 100 mg Gelatine gegeben und auf
40°C abgekiihlt. AnschlieBend wurden 10 mg CrK(SO4)x2 12H,0 zugegeben. 10 ml
dieser Losung wurden mit 10 mg PolyL-Lysin versetzt und bei 4°C flir maximal 2
Monate aufbewahrt.

10x TBS-Puffer TBT-Puffer

02M Tris-HCI (pH 8) 1x TBS-Puffer
1.5M NaCl 0.1% Triton X-100
Antikorper-Puffer

5ml 1x TBT-Puffer

1 % BSA

1 % Milchpulver
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3.5 Methoden des Hefe-Expressionssystems

3.5.1 Anzucht von S. cerevisiae

Nicht transformierte Wildtypstimme wurden in YPD-Vollmedium oder auf
YPD-Hefeplatten bei 30°C kultiviert. Hefestimme, die Plasmide tragen, wurden auf
SC-Minimalmedium inkubiert, dem der auxotrophe Marker der Plasmide fehlt, um

deren Expression zu gewdahrleisten.

3.5.2 Lithiumacetat-Transformation von S. cerevisiae

Um Plasmide in Hefezellen einzubringen, wurde die Lithiumacetat-Transformation
gewdhlt (Gietz et al, 1995). Aus einer frischen Vorkultur wurden 50 ml
YPD-Vollmedium mit Hefezellen angeimpft (0Dgoo ~ 0.2) und bei 30°C inkubiert.
Davon wurden 10 ml sedimentiert (5 min, 4000 rpm, RT), mit sterilem Wasser
gewaschen, in 500 pl einer 100 mM Lithiumacetat-Losung aufgenommen und fiir 20
min bei 30°C inkubiert. 50 ul dieser Zellsuspension wurden daraufhin zu der zu
transformierenden DNA-Probe (ca. 1.5 pg) gegeben und dieser Ansatz mit 5 pl
denaturierter Heringssperma-DNA (Clontech) versetzt. AnschlieBend wurden 300 ul
40 % PEG 4000 in 100 mM Lithiumacetat zu jeder Probe pipettiert und 20 min bei
30°C inkubiert. Um die Transfektionseffizienz weiter zu erhohen, wurde DMSO in
einer Endkonzentration von maximal 10 % zu den Zellen gegeben, und diese einem
15-miniitigen Hitzeschock bei 42°C unterzogen. Die Zellen wurden auf

Selektionplatten ausplattiert und fiir etwa drei Tage bei 30°C inkubiert.

3.5.3 ,Yeast one-hybrid”-System

Das ,yeast one-hybrid“-System ermoglicht den Nachweis von Protein-DNA-
Interaktionen in S. cerevisiae. Die Methode wurde nach der Anleitung des Herstellers
(Clontech) mit geringen Anderungen angewendet. Ein 82 mm Filterpapier (Schleicher
und Schuell) wurde auf eine SC-Hefeplatte gelegt. Die zu untersuchenden
Hefestimme wurden auf die Hefeplatte mit dem Filter iibertragen und N bei 30°C
inkubiert. Der Filter mit den zu analysierenden Hefekolonien wurde anschlieend 5—
10 sek in fliissigen Stickstoff gelegt, um die Zellen permeabel zu machen. Ein
weiterer Filter wurde in eine Petrischale gelegt und mit 2.5 ml Z-Puffer und 1 mg/ml
X-Gal (in 100 mg/ml DMF gel6st) getrankt. Der Filter mit den Hefekolonien wurde
auf den Filter mit dem Puffer gelegt und fiir 30 min bis zu 2 h bei 30°C inkubiert.
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Zwischenzeitlich wurde die Blaufirbung der Hefestimme als Folge der [-

Galaktosidase-Aktivitdt und somit als Folge der Protein-DNA-Bindung tiber-priift.

Z-Puffer

60 mM NazHPO4 7 Hzo

40 mM NaH,PO4 H,0

10 mM KCI

1 mM MgSO4 7 H,O (pH 7)
nach dem Autoklavieren

2.7 ml/l 2-Mercaptoethanol

3.6 Biologische Untersuchung von C. elegans

3.6.1 Kaultivierung und Anzucht von C. elegans

C. elegans wurde auf NGM-Platten verschiedener Groflen (3.5 cm, 6 cm, 10 cm)
gehalten, die mit einem Rasen von E. coli OP-50 beimpft wurden (Brenner, 1974).

Die Tiere wurden bei 15°C, 20°C bzw. 25°C kultiviert.

3.6.2 Reinigung kontaminierter Tiere

Wiirmer wurden mit einem ausgegliihten Platin-Draht unter sterilen Bedingungen von
Platte zu Platte transferiert. Kontaminierte Wiirmer wurden zur Reinigung in
Hypochlorid-Losung (3.4.3.1) gegeben. Dazu wurden ein paar Tropfen der Losung an
den Rand des Bakterienrasens pipettiert. Etwa 10 erwachsene Tiere mit Eiern in ihren
Gonaden wurden zugegeben. Nur die Eier sind gegen diese Behandlung resistent, und
nicht kontaminierte Larven konnten schliipfen. Bei grofleren Mengen zu reinigende
Wiirmer wurden sie 5 min in Hypochlorid-Losung bei RT inkubiert und anschlieBend
2 min bei 4000 rpm sedimentiert. Nach 3-6 Waschschritten in M9-Medium wurden
die Eier auf frische Platten libertragen. Diese Methode wurde ebenfalls verwendet, um
grofe Mengen, sich im gleichen Entwicklungsstadium befindliche Wiirmer zu

kultivieren.

3.6.3 Einfrieren / Auftauen

C. elegans Tiere lassen sich flir unbegrenzte Zeit bei —80°C bzw. in fliissigem
Stickstoff (-196°C) einfrieren und wieder auftauen. Zum Einfrieren wurden
gehungerte L1 und L2 Larven von zwei 6 cm-Kultruplatten mit M9-Medium

abgewaschen und 1:2 mit Einfrierlésung versetzt. Die Tiere wurden in 1 ml Aliquots
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auf 2 ml-Kryor6éhrchen verteilt und zum gleichméBigen Einfrieren fiir ein bis mehrere
Tage in einer Styroporschachtel bei —80°C inkubiert, bevor sie flir die langfristige

Lagerung in fliissigen Stickstoff transferiert wurden.

Einfrierlosung

20 ml 1 M NaCl

10 ml 1 M KH,PO4 (pH 6)
60 ml 100 % Glyzerin
110ml  H,O

nach dem Autoklavieren

0.6 ml 0.1 M MgCl,

3.6.4 Induktion von Minnchen durch Hitzeschock

X0-Minnchen treten in einer Population nur mit einer Frequenz von ~ 0.2 % spontan
auf. Die Wahrscheinlichkeit von inkorrekten Chromosomensegregationen, die u.a. zur
Entstehung von X0-Minnchen fiihrt, kann durch Hitzeschock erhoht werden. Dazu
wurden L4-Hermaphroditen 4-6 h einem Hitzeschock von 30°C ausgesetzt und
anschlieBend weiter bei 20°C kultiviert. In der folgenden Generation treten nun

vermehrt (2-5 %) Méannchen auf.

3.6.5 Genetische Methoden

3.6.5.1 Kreuzungen

Bei Kreuzungen zwischen Hermaphroditen und Minnchen, werden ménnliche
Spermien bei der Befruchtung der Oocyten gegeniiber den Spermien der
Hermaphroditen bevorzugt. Daher konnten Hermaphroditen mit Méannchen gekreuzt
werden, um heterozygote F1-Nachkommen zu erhalten. Kreuzungen von
verschiedenen Stimmen wurden durchgefiihrt, indem man etwa 3 L4-Hermaphroditen
eines Stammes zusammen mit etwa 5 Méinnchen eines anderen Stammes zusammen
setzte. In der folgenden Generation wurden Nachkommen aus der Kreuzung und
durch Selbstbefruchtung anhand geeigneter Marker identifiziert. So haben rezessive
Mutationen in heterozygoten F1-Tieren keinen Phénotyp, dominante Marker, wie z.B.
die Synthese von GFP, sind sichtbar. Etwa zehn F1-Nachkommen wurden vereinzelt
und deren Nachkommen analysiert. Von der F2-Generation wurden ebenfalls etwa 10

Tiere klonal gepickt und untersucht.
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3.6.5.2 Transformation von C. elegans durch Mikroinjektion von DNA

Die Transformation von C. elegans erfolgte mittels Mikroinjektion von DNA in die
Gonaden von Hermaphroditen (Fire, 1986, Mello, 1991 #389). Zu transformierende
Plasmid-DNA wurde zusammen mit dem Koinjektionsmarker und Injektionspuffer
bei 4°C zentrifugiert, um Partikel, welche die Glasnadel verstopfen konnten, zu
sedimentierem. Auf einen Objekttriger wurde ein Tropfen 2 %-iger Agarose in H,O
aufgetropft, flachgedriickt und 1N getrocknet. Zur Injektion wurde auf ein
beschichtetes Objektglas ein Tropfen Halocarbondl oder Mineraldl gegeben. In
diesem Ol wurden L4-Hermaphroditen oder junge Erwachsene auf der Agarose
fixiert. Die Injektion der DNA-Losung erfolgte in die Gonade(n) der Tiere. Die Tiere
wurden anschlieBend mit M9-Puffer vom Deckglas gelost und auf NGM-Platten
transferiert. In der F1-Generation wurden diejenigen Tiere klonal isoliert, die den
Koinjektionsmarker exprimierten. In einigen dieser Nachkommen bildet die injizierte
DNA lange extrachromosomale DNA-Elemente (>700 kb), die in die F2-Generation
weiter vererbt werden. Die Vererbung dieser DNA schwankt in den unabhéngig

etablierten Linien zwischen 10 % und 90 % (Mello und Fire, 1995).

Injektionspuffer

20 % Polyethylenglykol

20 mM Kaliumphosphat (pH 7.5)
30 mM Kaliumzitrat (pH 7.5)

3.6.5.3 Integration extrachromosomaler Elemente durch EMS-Mutagenese

Eine Moglichkeit, extrachromosomale DNA in das Genom von C. elegans zu
integrieren, ist die Ethylmethansulfonat (EMS)-Mutagenese (Hodgkin, 1999a).
L4-Larven wurden mit M9-Medium von einer 10 cm-Platte abgewaschen, in einem 15
ml-Gefall abzentrifugiert (1 min, 2000 rpm) und in 3 ml M9-Puffer aufgenommen. In
einem weiteren 15-ml-Gefdll wurden 20 pl EMS (47 mM Endkonzentration) zu 1 ml
MO-Puffer gegeben und gut gemischt, bevor die 3 ml-Wurmldsung zugegeben wurde
und fiir 4 h bei 20°C auf einem Schiittler inkubiert wurde. Nach der Mutagenese
wurden die Tiere bei 2000 rpm fiir 30 sek abzentrifugiert und zweimal mit 4 ml
MO-Puffer gewaschen, bevor sie fiir 2 h auf einer frischen Kulturplatte inkubiert
wurden. Danach wurden jeweils drei Tiere pro Kulturplatte vereinzelt und bei 25°C
inkubiert, bis sie in der F2-Generation als L1-Larven verhungerten. Die L1-Tiere

wurden mit einem Agarblock auf frische 10 cm-Kulturplatten gebracht und bei 25°C
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inkubiert. Junge erwachsene transgene F2-Tiere (20-30 pro Platte) wurden klonal auf
frische Kulturplatten iibertragen. Falls 100 % der Nachkommen den genetischen
Marker trugen, waren sie flir das zu integrierende Element homozygot und wurden als
integrierte Linien erhalten. Da die Linien durch Mutagenese generiert wurden, wurden
sie viermal mit Wildtyp-Tieren riickgekreuzt, um etwaige unerwiinschte Mutationen
im Genom zu beseitigen. Um die Integration zu kartieren, wurden Standardmethoden,
wie bereits beschriecben (Brenner, 1974, Sulston, 1988 #749), verwendet.
Zwei-Faktor-Kreuzungen wurden fiir die Kartierung des Chromosoms, und
Drei-Faktor-Kreuzungen fiir Kartierung einer chromosomalen Subregion durchgefiihrt

(Sulston und Hodgkin, 1988).

3.6.5.4 Transformation von C. elegans durch ,,Microparticle Bombardment*

Eine weitere Moglichkeit zur Transformation von C. elegans ist die BeschieBung der
Wiirmer mit DNA-beschichteten Goldpartikeln (Jackstadt et al., 1999, Praitis, 2001
#751). Mit dieser Methode ist es moglich, wenige oder sogar nur einzelne Kopien von
Plasmiden ins Genom von C. elegans zu integrieren. Um die Goldpartikel mit
Plasmid-DNA zu beschichten, wurden 100 pl 0.05 M Spermidin zu 25 mg Gold
gegeben, gut gemischt und kurz ins Ultraschallbad gestellt, damit die Goldpartikel
nicht verklumpen. Nach der Zugabe von 50 pg DNA wurde die Suspension gut
geschiittelt und wahrenddessen 100 ul 1 M CaCl,-Losung tropfenweise zugegeben.
Nach 10 min Inkubationszeit bei RT wurde das Sediment drei mal mit 1 ml Ethanol
gewaschen und in 3 ml Polyvinylpyrrolidon (PVP)-Losung (0.05 mg PVP in 1 ml
Ethanol) gelost. Ein 10 mm dicker Schlauch (Bio Rad) wurde mit Ethanol gewaschen
und getrocknet, bevor er mit der Gold-Losung befiillt wurde. Nachdem sich die
Partikel nach etwa 3 min abgesetzt hatten, wurde die Fliissigkeit mit einer Spritze
wieder entfernt. Um die, an der Schlauchwand befestigten Goldpartikel zu trocknen,
wurde fiir 3 min 0.35 I/min Stickstoff durch den Schlauch geblasen. SchlieBlich wurde
der Schlauch in etwa 1 cm lange Patronen geschnitten und bei 4°C gelagert. Fiir
dieses Verfahren ist es notwendig, eine groBe Anzahl an L4-Wiirmern zu kultivieren.
Fiir einen Beschu3 wurden etwa 10000 Tiere eingesetzt und fiir jedes DNA-Konstrukt
wurden etwa 20 Schiisse abgefeuert. Um die Transformanten schnell zu erkennen,
wurde eine Selektion, basierend auf die Komplementation des wunc-119(ed4)-
Phanotyps (Maduro und Pilgrim, 1995) angewendet. unc-119(ed4)-Tiere entwickeln

kein Dauerlarven-Stadium und konnen somit auf Platten ohne Bakterien nicht
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iiberleben. Etwa 10000 Wiirmer wurden auf eine 3.6 cm grof3e Kulturplatte pipettiert
und nach Anleitung des Herstellers mit der Helios Gene Gun (Bio Rad) bei einem
Druck von 250-300 psi beschossen. Der optimale Abstand zwischen dem Revolver
und der Kulturplatte lag bei 1.2 cm. Die Wiirmer wurden fiir 2 h bei 20°C inkubiert
und anschlieBend mit M9-Medium abgewaschen, auf je zwei 10 cm Wurmplatten
aufgeteilt und bei 20°C fiir etwa 10 Tage inkubiert. Nachdem die Bakterien
verbraucht waren, konnten nur Transformanten, die den wunc-119(ed4)-Phénotyp

komplementierten und Dauerlarven bildeten, iiberleben.

3.6.6 Mikroskopie lebender Tiere

Die Strukturen und Zellen in den durchsichtigen Tieren kénnen am Lichtimikroskop,
mit differentialer Interferenz Kontrast (DIC) Mikroskopie (Nomarski Optik) (Sulston
und Horvitz, 1977), analysiert werden. Die gfp-Expression in den NSMs und den
NSM-Schwesterzellen wurde am Fluoreszenzmikroskop analysiert. Um die
Identifiezierung einzelner Zellen zu erleichtern, wurden vor allem L4-Tiere mit einer
60-100 mM Natriumazid-Losung in M9-Puffer betdubt. Um die Anzahl tiberlebender
NSM-Schwesterzellen zu bestimmen, wurden zwei Zellen (NSMs) von der Anzahl
GFP-positiver Zellen im Pharynx subtrahiert. Uberlebende NSM-Schwesterzellen
wurden in % angegeben. ,,n“ reprisentiert die hochst mogliche Anzahl {iberlebender

NSM-Schwesterzellen in einer bestimmten Anzahl von Tieren.

3.6.7 Isolierung von DNA aus C. elegans

Vor allem fiir die Uberpriifung von Mutationen wurde DNA aus C. elegans isoliert,
amplifiziert und anschlieBend sequenziert. Dafiir wurden 4-5 pl Lysis-Puffer mit
Proteinase K (1.2 pl 10 mg/ml Proteinase K pro 200 pl C. elegans-Lysis-Puffer) in
den Deckel eines PCR-ReaktionsgefiBles gegeben. Eins bis zwei Tiere wurden
hinzugefiigt, die Reaktionsgefdfle kurz zentrifugiert und bei —80°C mindestens 5 min
eingefroren und wieder aufgetaut. Der Ansatz wurde mit Mineraldl iiberschichtet und
60 min bei 60°C und anschlieBend 20 min bei 95°C in einer PCR-Maschine inkubiert.
2 ul dieses Lysats wurden als Matrizen-DNA fiir eine PCR-Reaktion mit 50 pl

Volumen verwendet werden.

C. elegans-Lysis-Puffer
50 mM KCl
10 mM Tris-HCI (pH 8.2)
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2.5 mM MgCl,
0.45 % NP-40
0.45 % Tween 20
0.01 % Gelatine

3.6.8 Herstellung von Embryo-Lysat fiir Western-Blot-Analysen

Fir die Herstellung von Embryo-Lysaten flir Western-Blots ist es notwendig,
mindestens fiinf 10 cm-Kulturplatten mit zahlreichen erwachsenen Tieren zu
kultivieren. Die Tiere wurden mit M9-Medium von den Platten gewaschen, 1 min bei
2000 rpm sedimentiert und fiir 5-10 min in Hypochlorid-Lésung inkubiert, bis die
Wiirmer zersetzt, und die Eier frei wurden. Nach sechs Waschschritten mit
MO9-Medium wurden die Eier durch fiinfmaliges Einfrieren in fliissigem Stickstoff
und anschlieBendem Auftauen im 37°C Wasserbad aufgebrochen. Das Embryo-Lysat
wurde vor dem Auftragen auf ein SDS-PAGE-Gel in Protein-Probenpuffer (3.3.5)

gelost und fiir 5 min im Wasserbad gekocht.
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4 Ergebnisse

4.1 Der Piph-1::gfp-Reporter wird in den NSM-Zellen und den
wuntoten“ NSM-Schwersterzellen exprimiert

Die 28 Zellkerne im Pharynx von C. elegans, unter ihnen die der NSM-Zellen,
nehmen definierte Positionen ein (Albertson und Thomson, 1976) und kénnen daher
in L4-Tieren (letztes Larvenstadium in der Entwicklung von C. elegans) mit
Nomarski-Optik (3.6.6) (Sulston und Horvitz, 1977) identifiziert werden. Allerdings
konnen sie nur aufgrund ihrer Position und Morphologie einer bestimmten
Zellidentitit zugeordnet werden. Uberleben die NSM-Schwesterzellen, wie zum
Beispiel in ces-1(gf)- oder in ces-2(If)-Tieren, konnen die zwei zusétzlichen Zellkerne

im Pharynx in unmittelbarer Nachbarschaft zu den NSM-Zellen identifiziert werden.

4.1.1 Injektion des Ptph-1::gfp-Reporters in C. elegans

Um die Erkennung der NSM-Zellen und ihrer Schwesterzellen zu vereinfachen,
wurde ein gfp-Reportergen (gfp, green fluorescent protein) verwendet. Dabei wird gfp
unter der Kontrolle des #ph-1-Promotors (tph, tryptophan hydroxylase) exprimiert
(Ptph-1::gfp). tph-1 codiert eine Tryptophanhydroxylase, ein Schliisselenzym der
Serotoninsynthese, und wird ausschlieBlich in serotonergen Neuronen exprimiert,
unter anderem in den NSM-Zellen (Sze et al., 2000).

Zu diesem Zweck wurden [in-15(n765ts)-Tiere mit dem Plasmid pBY668
(Ptph-1::gfp) (Rohrig et al., 2000) (50 ng/ pl) und dem Koinjektionsmarker pL15EK
(lin-15(+)) (Ferguson und Horvitz, 1989) (75 ng/ pl) injiziert (3.6.5.2). lin-15(1f ts)-
Tiere entwickeln bei 20°C bzw. bei 25°C einen sogenannten Muv-Phanotyp (muv,
multi-vulva), der durch das Vorhandensein zahlreicher Vulven charakterisiert ist. Bei
15°C wird der Muv-Phénotyp nicht exprimiert. Transgene Tiere, die den
Ptphl::gfp-Reporter und /in-15(+) in zahlreichen Kopien auf extrachromosomalen
DNA-Elementen exprimieren, konnen bei 20°C bzw. bei 25°C selektiert werden. In
fiinf unabhangigen Linien wurde die extrachromosomale DNA mit einer Rate von 30
% bis 70 % an die Nachkommen vererbt. Die Expression des Piph-1::gfp-Reporters
wurde in zahlreichen transgenen Tieren jeder Linie untersucht. Im vorderen Bereich

des Pharynx wurde GFP ausschlielich in zwei Zellen exprimiert (Abb. 4.1). Die
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Position dieser Zellen wurde dariiber hinaus mit Nomarski Optik {iberpriift, und es

handelt sich um die NSM-Zellen.

A

NSM NSM-
Schwesterzelle

Abbildung 4.1: Piph-1::gfp-Expression im Pharynx von C. elegans

Der Ptph-1::gfp-Reporter wird in Wildtyp-Tieren in den NSM-Zellen exprimiert (A), in ces-1(gf)-
Tieren in den NSM-Zellen und ebenso in den iiberlebenden NSM-Schwesterzellen (B) (Hatzold, 2001).
Genotypen der untersuchten Stimme: (A) MD422: bcls25 IV; (B) MD494: ces-1(n703sd) 1, bcls25 1V.

4.1.2 Integration des Piph-1::gfp-Reporters durch EMS-Mutagenese

Die Vererbung extrachromosomaler DNA an die Nachkommen schwankt in
unabhingig etablierten Linien zwischen 10 % und 90 % (Mello und Fire, 1995).
Folglich erhdlt man eine mosaikartige Expression der injizierten Fremd-DNA. Um
eine konstante Expression des Piph-1::gfp-Reporters in allen Zellen, und somit in
allen Nachkommen zu gewéhrleisten, ist es erforderlich, die transgene DNA stabil ins
Genom zu integrieren. Zu diesem Zweck wurden transgene L4-Tiere mit dem
Genotyp lin-15(n765ts); bcExI13[Ptph-1::gfp, lin-15(+)] mit EMS mutagenisiert
(3.6.5.4). Transgene Nachkommen dieser Tiere (~70 %) haben bei 20°C bzw. bei
25°C keinen Muv-Phinotyp und exprimieren gfp. Mit Hilfe der EMS-Mutagenese
wurden elf Stimme generiert (bcls21 bis einschlieBlich bcls31), deren Nachkommen
zu 100 % GFP-positiv waren und daher den Pph-1::gfp-Reporter voraussichtlich
stabil ins Genom integriert haben. Die vier Integranten bcls21, bcls22, bels25 bzw.
bcls30 wurden jeweils viermal mit Wildtyp-Tieren riickgekreuzt, um etwaige, durch

die Mutagenese entstandene Hintergrundmutationen, zu eliminieren.

4.1.3 Kopplungsanalysen

Um zu bestimmen auf welchem Chromosom die DNA ins Genom integriert wurde,

wurden Zwei-Faktor-Kreuzungen durchgefiihrt (Hodgkin, 1999a). Drei Integranten,
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bcls22, bcls25 bzw. bcls2] wurden jeweils mit einem Stamm mit einfach
phinotypisch erkennbaren Mutationen auf bestimmten Chromosomen gekreuzt. Falls
der integrierte gfp-Reporter auf dem gleichen Chromosom liegt wie der Marker,
werden sie, sofern keine Rekombination stattfindet, nicht gemeinsam in die nichste
Generation vererbt. Die in Tabelle 4.1 dargestellten Stdmme wurden fiir die

Kreuzungen verwendet.

Tabelle 4.1: Fiir Zwei-Faktor-Kreuzungen eingesetzte Stimme

Stamm Genotyp

MT2867 unc-36(e251) 1I; wunc-5(e53) 1V; dpy-11(e224) V; lon-2(e678)
lin-15(n765ts) X

MT4557 dpy-5(e61) 1; unc-4(el20) 11; lin-15(n765ts) X

MT9830 unc-36(e251) 11; dpy-20(el1282ts) 1V; lin-15(n765ts) X

MT9831 dpy-20(el1282ts) IV; unc-39(e257) V; lin-15(n765ts) X

Die Integranten bcls21, bels22 und bels25 wurden jeweils mit den Stimmen MT2867,
MT4557, MT9830 und MT9831 gekreuzt (3.6.5.1), und in der F2-Generation wurde
tiberpriift, welche Mutationen gemeinsam mit dem gfp-Reportergen vererbt wurden.

Die Kreuzungen und deren Ergebnisse sind in Tabelle 4.2 dargestellt.

Tabelle 4.2: Kreuzungen und Phanotypen GFP-positiver F2-Nachkommen

Kreuzung: Integrant X GFP-positive
Marker-Stamm F2-Nachkommen

bcls22 X 76 von 100 Dpy
dpy-5(e61) I; unc-4(el20) 11; lin-15(n765ts) X 60 von 81 Unc
bcls22 X 0 von 93 Dpy
unc-36(e251) 111; dpy-20(e1282ts) 1V; lin-15(n765ts) X 64 von 89 Unc
bels22 X 0 von 44 Dpy
dpy-20(e1282ts) 1V; unc-39(e257) V; lin-15(n765ts) X 39 von 39 Unc
bels22 X 24 von 26 Dpy

unc-36(e251) 11I; unc-5(e53) 1V, dpy-11(e224) V; lon- 13 von 14 Lon
2(e678) lin-15(n765ts) X

bels25 X 96 von 126 Dpy
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Kreuzung: Integrant X GFP-positive
Marker-Stamm F2-Nachkommen

dpy-5(e61) 1; unc-4(el20) 11; lin-15(n765ts) X 57 von 94 Unc
bcls25 X 1 von 105 Dpy
unc-36(e251) 111; dpy-20(e1282ts) 1V; lin-15(n765ts) X 79 von 83 Unc
bcls25 X 0 von 45 Dpy

dpy-20(e1282ts) 1V; unc-39(e257) V ; lin-15(n765ts) X 38 von 39 Unc
bels25 X 13 von 18 Dpy

unc-36(e251) 1I; unc-5(e53) 1V; dpy-11(e224) V; 17 von 20 Lon
lon-2(e678) lin-15(n765ts) X

bels21 X 20 von 26 Dpy
dpy-5(e61) 1; unc-4(el120) 11; lin-15(n765ts) X 24 von 26 Unc
bels21 X 4 von 5 Dpy
unc-36(e251) 111; dpy-20(el282ts) 1V; lin-15(n765ts) X 0 von 18 Unc
bels21 X 21 von 21 Dpy

unc-36(e251) 1I; unc-5(e53) 1V; dpy-11(e224) V; 12 von 18 Lon
lon-2(e678) lin-15(n765ts) X

Da bcls22 nicht gemeinsam mit dpy-20 in die F2-Generation vererbt wurde, befindet
sich die Integrationen auf Chromosom IV. bcls25 wurde nur in einem von 105
Nachkommen gemeinsam mit dpy-20 vererbt, vermutlich als Folge eines
Rekombinationsereignisses. bcls25 befindet sich wahrscheinlich ebenso wie bcls22
auf Chromosom IV. bcls2] wurde nicht gemeinsam mit unc-36 in die F2-Generation
vererbt, die Integration liegt demnach auf Chromosom III.

Um die Position der Integration bcls25 auf Chromosom IV zu definieren, wurden
Drei-Faktor-Kreuzungen durchgefiihrt (Hodgkin, 1999a). Die Anordnung der
ausgewdhlten Genpaare (dpy-4 und unc-30 bzw. dpy-20 und unc-5) auf Chromosom
IV ist in Abbildung 4.2 vereinfacht dargestellt. Die gfp-Expression wurde in
rekombinanten F3-Nachkommen analysiert (Tab 4.3).
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Tabelle 4.3: Drei-Faktor-Kreuzungen und Phanotypen GFP-positiver
F3-Nachkommen

Kreuzung: Integrant X GFP-positive
Marker-Stamm F3-Nachkommen
bcls25 1TV X 0 von 15 Dpy
dpy-20(el282ts) unc-5(e53) IV 23 von 24 Unc
bcls25 TV X 2 von 15 Unc
unc-30(el91) dpy-4(ell166sd) IV 11 von 12 Dpy

Da im ersten Kreuzungsexperiment (bcls25 X dpy-20(el282ts) unc-5(e53)) alle
F3-Nachkommen mit dem Phinotyp Dpy, kein gfp exprimierten (0/15), liegt die
Integration bcls25 links von dpy-20 (Abb. 4.2). In diesem Fall miilliten auch alle
F3-Nachkommen mit einem Unc-Phénotyp ebenfalls gfp exprimieren. Ein
F3-Nachkomme exprimiert jedoch kein gfp, vermutlich als Folge eines zusétzlichen
Rekombinationsereignisses. Im  zweiten  Kreuzungsexperiment (bcls25 X
unc-30(el91) dpy-4(ell166sd)) exprimierten zwei von 15 Unc-Nachkommen und elf
von zwolf Dpy-Nachkommen gfp, die Integration bcls25 liegt somot zwischen dpy-4
und unc-30 (Abb. 4.2). Da unc-30 und bcls25 mit einer Haufigkeit von nur 12 %
gemeinsam an die F3-Nachkommen vererbt wurden und dpy-4 und bcls25 mit einer
weitaus hoheren Héaufigkeit von 88 % gemeinsam an die F3-Nachkommen vererbt
wurden, liegt bcls25 in der Ndhe von unc-30. Bei einem Abstand von 4.5 centi-
Morgan (cM) zwischen dpy-4 und unc-30 ergibt sich ein Abstand von 4 cM zwischen
dpy-4 und bcls25 und ein Abstand von 0.5 ¢cM zwischen bcls25 und unc-30.

bcls25
dpy-4 unc-30 dpy-20 unc-5
—
1cM

Abbildung 4.2: Vereinfachte Genkarte des Chromosoms IV

Die Genpaare dpy-4 und unc-30 mit 4.5 cM Abstand zueinander, bzw. dpy-20 und unc-5 mit 3.2 ctM
Abstand zueinander, wurden verwendet, um die Position der Integration bcls25 auf Chromosom IV zu
bestimmen.
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4.1.4 Expression des Piph-1::gfp-Reporters in ausgewihlten Mutanten
Um zu iiberpriifen, ob der Ptph-1::gfp-Reporter neben den NSM-Zellen ebenfalls in

den ,untoten” NSM-Schwersterzellen exprimiert wird, wurden Mutanten mit
bekannten Phéinotypen ausgewidhlt, und das Schicksal der NSM-Zellen und ihrer
Schwesterzellen mit Hilfe des GFP-Reporters analysiert. Zu diesem Zweck wurden
die Stimme MD494 (ces-1(n703sd) I; bcls25 1V), MD497 (ces-2(n732ts) 1; bcls25
IV) und MD529 (ces-3(n1952ts) IV; bcls30 lin-15(n765ts) X) konstruiert, und das
Schicksal der NSM-Schwesterzellen analysiert (3.6.6). In ces-1(gf)-Tieren iiberlebten
bei 15°C 100 %, bei 20°C 98 % und bei 25°C 99 % der NSM-Schwesterzellen (n =
76-82) (Abb. 4.3). In ces-2(1f)-Tieren iiberlebten bei 15°C 13 %, bei 20°C 26 % und
bei 25°C 73 % der NSM-Schwesterzellen (n = 66-198). In ces-3(1f)-Tieren iiberlebten
bei 15°C 1 %, bei 20°C 2 % und bei 25°C 32 % der NSM-Schwesterzellen (n = 78-
140). Diese Daten wurden ebenso mit Nomarski Optik tiberpriift und bestétigt. Die
Ergebnisse dieser Experimente stehen im Einklang mit den bekannten Zahlen fiir das
Uberleben der NSM-Schwesterzellen in den untersuchten Mutanten (Ellis und
Horvitz, 1991; Metzstein und Horvitz, 1999). Der Ptph-1::gfp-Reporter wird sowohl
in NSM-Zellen als auch in ,,untoten® NSM-Schwesterzellen exprimiert und kann
somit fiir die folgenden Experimente verwendet werden, um das Schicksal dieser

Zellen zu analysieren (Abb. 4.1).

100
m 15°C

60 ( m 25°C
40
20 - ]

T T 1

+/+  ces-1(gf) ces-2(If) ces-3(1f)

Uberlebende
NSM-Schwesterzellen [%]

O

Abbildung 4.3: Uberlebensrate der NSM-Schwesterzellen in definierten Mutanten

,untote® NSM-Schwesterzellen in Wildtyp-, ces-1(gf)-, ces-2(1f)- und ces-3(1f)-Tieren bei 15°C, 20°C
und 25°C (n = 76 — 198). Genotypen der analysierten Stdmme: MD422, bcls25 1V; MD494,
ces-1(n703sd) 1; bcls25 1V; MDA497, ces-2(n732ts) 1; bcls25 IV und MDS529, ces-3(nl1952ts) 1V;
lin-15(m765ts) bels30 X.
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4.2 CES-1-Expression in C. elegans Embryonen

4.2.1 CES-1-Expressionsmuster in fixierten Embryonen

Um die CES-1-Expression in C. elegans zu analysieren, wurden fixierte Embryonen
mit  CES-1-spezifischen = Antikorpern  (AK)  gefdarbt.  Hierfir ~ wurden
affinititsgereinigte, polyklonale AK gegen die 135 N-terminalen Aminosduren des
Proteins (94-105 AFF) aus Kaninchen verwendet (Metzstein, 1998). Mit diesem anti-
CES-1-AK wurde das CES-1-Expressionsmuster in Embryonen analysiert. Neben den
in Material und Methoden beschriebenen Protokollen zur Fixierung und AK-Farbung
von C. elegans Embryonen nach Metzstein (3.4.3.1) und nach Bossinger (3.4.3.2),
wurden zwei weitere Methoden nach Finney (Finney und Ruvkun, 1990) und nach
Bettinger (Bettinger et al., 1996) angewendet. Die AK-Fiarbungen wurden in N2-
Embryonen und als Kontrolle ebenfalls in ces-I(1f)-Embryonen in unterschiedlichen
Stadien der Embryonalentwicklung durchgefiihrt. Mit dem 94-105 AFF-AK wurde
durch die Anwendung der Protokolle nach Metzstein (3.4.3.1) und nach Finney

(Finney und Ruvkun, 1990) in N2-Embryonen eine zellkernspezifische Firbung
beobachtet (Abb. 4.4A, 4.4B). In ces-1(1f)-Embryonen hingegen wurde keine CES-1-
AK-Farbung sichtbar (Abb. 4.4C, 4.4D).

A

Abbildung 4.4: CES-1-Antikérper-Farbung in C. elegans Embryonen

Anti-CES-1-AK-Férbung in einem Wildtyp-Embryo (~ 400 Zellstadium) (A) und in ces-I(1f)-
Embryonen (~ 400 bzw. ~ 200 Zellstadium) (C), und DAPI-Féarbung in einem Wildtyp-Embryo (B)
und in ces-(If)-Embryonen (D).
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Metzstein et al. (Metzstein, 1998) haben gezeigt, dass CES-1 embryonal vor und
wihrend der Morphogenese bis zum 1 1/2-Falten-Stadium (etwa 420 min nach der
ersten Zellteilung) in einer groen Anzahl von Zellkernen exprimiert wird. Bis zum
2-Falten-Stadium nimmt die Expression immer mehr ab, so dass etwa 450 min nach
der ersten Zellteilung keine CES-1-Farbung mehr erkennbar ist. Die Identitdt der
CES-1-exprimierenden Zellen konnte infolge des komplexen CES-1-Ex-
pressionsmusters und der schwachen Immunreaktivitit mit dem 94-105 AFF-AK
nicht bestimmt werden. Das CES-1-Expressionsmuster gleicht allerdings dem

beschriebenen Expressionsmuster fiir UNC-86 (UNC, uncoordinated), welches in

einer groBen Anzahl von Zellkernen neuronalen Ursprungs exprimiert wird (Finney
und Ruvkun, 1990). Daher ist es wahrscheinlich, dass ces-/ vorwiegend in Zellen
neuronaler Herkunft exprimiert wird (Metzstein, 1998).

Gegen zwei verschiedene CES-1-Peptide (P1, P2) wurden anti-CES-1-AK aus
Kaninchen (P1K, P2K) bzw. Meerschweinchen (P1M, P2M) von der Firma Pineda
hergestellt (3.1.4). Mit den anti-CES-1-AK P1M und P2M bzw. P1K und P2K konnte
wihrend der Embryonalentwicklung keine CES-1-Expression in fixierten Tieren
nachgewiesen werden. Zudem konnte mit Hilfe von Western-Blot-Analysen (3.4.1)
aus C.elegans Embryo-Lysaten (3.6.8) mit keinem der von Pineda hergestellten AK

CES-1-Protein nachgewiesen werden.

4.2.2 Kolokalisierung von CES-1 und Pceh-2::gfp in C. elegans Embryonen

Infolge des komplexen CES-1-Expressionsmusters konnte mit Hilfe der AK-Fér-
bungen nicht gezeigt werden, ob CES-1 in den NSM-Zellen und deren
Schwesterzellen  exprimiert wird. Mit einem embryonal exprimierten
NSM-spezifischen Marker wire es moglich zu iiberpriifen, ob CES-1 mit diesem
Marker kolokalisiert und daher in den NSM-Zellen exprimiert wird. Das Gen ceh-2
(ceh, C. elegans homeobox) wird wéahrend der Embryonalentwicklung kurz vor der
Pharynx-Morphogenese in wenigen Zellen des Pharynx exprimiert (Burglin et al.,
1989) und stellt daher ein potentielles Reportergen fiir die NSM-Zellen dar. Das
gfp-Reportergen Pceh-2::gfp wird in Wildtyp-Tieren in fiinf Zellen des Pharynx
exprimiert, und zwar in den 13- (Interneuronen), den M3L- und M3R-Zellen (linke
und rechte Motoneuronen), und wahrscheinlich auch in den NSM-Zellen (G.

Aspoeck, pers. Mitteilung). Der Stamm TB250 mit dem Genotyp
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chEx250[Pceh-2::gfp, rol-6(sul006dm)] tragt den Pceh-2::gfp-Reporter als
extrachromosomale DNA (G. Aspoeck, pers. Mitteilung). In lebenden Embryonen
wurde am Fluoreszenzmikroskop nur eine sehr schwache gfp-Expression ab dem 2-
Falten-Stadium der Embryonalentwicklung (etwa 460 min nach der ersten Zellteilung)
beobachtet, so dass die Anzahl und die Identitit der GFP-positiven Zellen nicht
zuverlédssig bestimmt werden konnte. Daher wurden Embryonen in verschiedenen
Stadien der Entwicklung nach dem Metzstein-Protokoll (3.4.3.1) fixiert und mit anti-
GFP-AK (3.1.4) gefarbt. In Embryonen im 2-Falten-Stadium der Entwicklung wurden
fiinf GFP-positive Zellen im vorderen Bereich des Pharynx sichtbar (Abb. 4.5).

Aufgrund ihrer Position handelt es sich wahrscheinlich um die beschriebenen Zellen

I3, M3R/L und NSMR/L.

Abbildung 4.5: Pceh-2::gfp-Expression in fixierten C. elegans Embryonen

Antikdrper-Farbung eines transgenen Embryonen mit anti-GFP-AK (~ 450 Zellstadium). Fiinf
GFP-positive Zellen (weile Pfeile) sind am Fluoreszenzmikroskop sichtbar (A). DAPI-Farbung des
gleichen Embryonen (B). Genotyp der Tiere: chEx250[Pceh-2::gfp, rol-6(sul 006dm)].

Um festzustellen ob der Reporter in den NSM-Zellen und ihren Schwesterzellen
tatsdchlich exprimiert wird, sollte dessen Expression in ces-I(gf)-Tieren analysiert
werden, in denen die NSM-Schwesterzellen {iberleben. Falls hier der GFP-Reporter in
den NSMs und den iiberlebenden NSM-Schwesterzellen exprimiert wird, wiirde man
nicht nur fiinf, sondern sieben GFP-positive Zellen erwarten. Zu diesem Zweck wurde
das Plasmid pTRB201 (Pceh-2::gfp) mit pRF4 (rol-6(sul(006dm) als Koinjektions-
marker in ces-1(gf)-Tiere injiziert und transgene Linien etabliert. Nach der Fixierung
und der AK-Firbung wurden in transgenen ces-I(gf)-Embryonen im 2 '>-Falten-

Stadium sieben GFP-positive Zellen im Pharynx gezdhlt (Abb. 4.6). Aufgrund der

55



Ergebnisse

Position der GFP-positiven Zellen im Embryo handelt es sich wahrscheinlich um die

erwarteten Zellen I3, M3L/R, NSML/R und NSML/R-Schwesterzellen.

Abbildung 4.6: Pceh-2::gfp-Expression in fixierten ces-1(gf)-Embryonen

Antikdrper-Farbung transgener Embryonen mit anti-GFP-AK. Vier GFP-positive Zellen sind in der
eingestellten Brennebene sichtbar (~ 500 Zellstadium) (A). DAPI-Féarbung transgener Embryonen (B).
Genotyp der Tiere: ces-1(n703sd) 1; bcls25 IV; bcEx197[Pceh-2::gfp, rol-6(sul006dm)].

Um eine Kolokalisation zwischen CES-1 und GFP zu analysieren, wurden fixierte
Embryonen mit anti-CES-1-AK und anti-GFP-AK gefdrbt. In Embryonen mit
GFP-positi-ven Zellen im Pharynx (ceh-2::gfp) konnte jedoch keine spezifische
CES-1-Féarbung beobachtet werden. Die ceh-2.:gfp-Expression wurde erst ab dem
2-Falten Stadium sichtbar, die ces-/-Expression nimmt jedoch bis zum 2-Falten-
Stadium ab (4.4.1) (Metzstein, 1998). Zum Zeitpunkt der gfp-Expression wurde
CES-1 wahrscheinlich nicht mehr exprimiert. Mit dem ceh-2::gfp-Reporter war es
somit nicht moglich, eine Kolokalisation zwischen anti-CES-1-AK und anti-GFP-AK

nachzuweisen.

4.3 Region B im egl-1-Lokus ist fiir den programmierten Zelltod der
NSM-Schwesterzellen erforderlich

4.3.1 Injektion definierter Fragmente des egl/-1-Lokus in egl-1(If)-Tieren

egl-1m1084n3082)-Tiere tragen eine Mutation im egl-/-Gen, die zum
Funktionsverlust des Gens filihrt (Conradt und Horvitz, 1998). Folglich ist
programmierter Zelltod in somatischen Geweben generell blockiert, einschlieBlich der
Tod der NSM-Schwesterzellen. Untersuchungen der gfp-Expression unter der
Kontrolle des egl-1-Promotors (Pegl-1::gfp) haben gezeigt, dass gfp ausschlieBlich in
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den NSM-Schwesterzellen, nicht aber in den NSM-Zellen exprimiert wird (J. Hatzold,
pers. Mitteilung). Um die gfp-Expression in den ,,untoten NSM-Schwesterzellen
analysieren zu konnen, wurde der Tod der Zellen durch eine ced-3(lf)-Mutation
verhindert. Der Funktionverlust der Caspase CED-3 hat keine Auswirkung auf die
zelltypspezifische Regulation von egl-I. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
zeigen, dass eg/-1 in den zum sterben bestimmten NSM-Schwesterzellen exprimiert
wird. Mit Hilfe des Pph-1::gfp-Reporters wurde in egl-1(If)-Tieren bei 20°C eine
Uberlebensrate der NSM-Schwesterzellen von 96 % gezihlt. Injiziert man ein 7.6 kb
genomisches  Fragment (pBCO08), welches die eg/-/-Transkriptionseinheit
einschlieBlich flankierender Sequenzen enthilt (1036 bp stromaufwirts von egl-/ und
5575 bp stromabwirts von egl-1), in egl-1(If)-Tiere, wird der Phénotyp
komplementiert (Conradt und Horvitz, 1998). Das Plasmid pBCO0S8 trigt daher alle
notwendigen Informationen, um eg/-/ in den NSM-Schwesterzellen zu exprimieren.
Um nun in vivo zu analysieren, ob eine spezifische Region in den regulatorischen
Sequenzen des egl-/-Lokus fiir die Zelltodspezifizierung der NSM-Schwesterzellen
erforderlich ist, wurden Fragmente des eg/-/-Lokus in egl/-1(1f)-Tiere injiziert (Abb.
4.7). Diese Fragmente tragen die egl-/-Transkriptionseinheit mit den flankierenden
1036 bp stromaufwirts vom egl-I Start-Codon und definierten Sequenzen
stromabwérts von eg/-1. Somit wurden ausschlieBlich regulatorische Sequenzen des
egl-1-Lokus in den verschiedenen Fragmenten verdndert. Plasmid pBC119 enthilt
3447 bp, pBC13 806 bp und pBC11 377 bp stromabwirts von egl/-1. pBC149 enthilt
377 bp stromabwirts von egl/-1, an welche die sogenannte Region B, ein 350
bp-Fragment, etwa 3500 bp stromabwirts von egl-/, ligiert wurde. pBC165 enthilt
den egl-I-Lokus ohne Region B. Junge Erwachsene mit dem Genotyp
egl-1(n1084n3082) unc-76(e911); lin-15(n765ts) bcls24 wurden jeweils mit pBC08
(2 ng/ul), pBC119 (1.5 ng/ul), pBC13 (1.1 ng/ul), pBC11 (1.1 ng/ul), pPBC149 (1.1
ng/ul) und pBC165 (2 ng/ul) injiziert (3.6.5.3). Als Koinjektionsmarker diente
p76-16B (75 ng/ul) (Ferguson und Horvitz, 1989), welches den unc-76(1f)-Phanotyp
(unkoordinierte Fortbewegung) komplementiert und daher transgene Tiere
kennzeichnet. Dabei wurden flinf Linien mit pBCO08, acht Linien mit pBC119, vier
Linien mit pBC13, fiinf Linien mit pBC11, sieben Linien mit pBC149 und sechs

Linien mit pBC165 als extrachromosomale DNA konstruiert.
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Abbildung 4.7: Schematische Darstellung des egl/-1-Lokus und ausgewiihlte Fragmente.
Schematische Darstellung des egl-/-Lokus auf Chromosom V (Linkage Group (LG) V). pBC08 enthélt
die egl-I-Transkriptionseinheit, einschlieBlich 1036 bp stromaufwérts und 5575 bp stromabwirts
angrenzende Sequenzen. pBC119 (3447 bp stromabwirts), pBC13 (806 bp stromabwiérts), pBC11 (377
bp stromabwirts), pBC149 (Region B an pBCl11 ligiert) und pBC165 (pBC08 ohne Region B) sind
Fragmente des Plasmids pBCO08.

4.3.2 Untersuchung der NSM-Zellen und der NSM-Schwesterzellen in
transgenen egl-1(If)-Tieren

Die NSM-Zellen und ihre Schwesterzellen wurden in L4-Larven mit dem Genotyp
egl-1(n1084n3082) unc-76(e911); lin-15(n765ts) bcls24[Ptph-1::gfp] als GFP-posi-
tive Zellen im vorderen Bereich des Pharynx am Fluoreszenzmikroskop analysiert.
Die Tiere exprimieren kein funktionales egl/-/-Gen, programmierter Zelltod ist
generell blockiert, und die NSM-Schwesterzellen {iberleben. Des Weiteren
exprimieren sie den gfp-Marker unter anderem in den NSM-Zellen und ihren
Schwesterzellen. Wie bereits beschrieben tiiberleben in diesen Tieren 96 % der
NSM-Schwesterzellen (Abb. 4.8). Im Vergleich dazu wurden egl-1(1f)-Tiere, welche
die verschiedenen Fragmente des eg/-I-Lokus (Abb. 4.7) als transgene DNA
enthalten, analysiert. Eine Uberlebensrate der NSM-Schwesterzellen von 50 % wurde

als Schwelle fiir die Komplementation des Zelltod-Defekts festgelegt.
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Abbildung 4.8: Region B des egl-I-Lokus ist notwendig fiir die Zelltodspezifizierung der NSM-
Schwesterzellen

Die Plasmide pBCO08, pBC119, pBC13, pBCl11, pBC149 bzw. pBC165 wurden in egl-I(1f)-Tiere
injiziert. Das Schicksal der NSM-Schwesterzellen wurde in zahlreichen unabhingigen Linien (4-8)
untersucht (n = 100-240) und die Uberlebensrate in % berechnet. Genotyp injizierter Tiere: egl-
1(n1084n3082) unc-76(e911) V; lin-15(n765ts) bcls24 X.

In transgenen egl-1(1f)-Tieren, die pBCO8 als extrachromosomale DNA enthalten,
iiberlebten die NSM-Schwesterzellen mit einer Rate zwischen 3 % und 33 % (6/6
Linien) (Abb. 4.8). pBCO08 enthilt somit die notwendigen Informationen, um egl/-/ in
den NSM-Schwesterzellen zu exprimieren und den Zelltod-Defekt zu komplemen-
tieren. pBC119 und pBC149 komplementierten ebenfalls den Zelltod-Defekt von
egl-1(1f)-Tieren (8/8 Linien und 4/7 Linien) (Abb. 4.8). Beide Plasmide tragen

Sequenzen stromabwirts von egl-1, die ein etwa 350-bp-Fragment, die sogenannte
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Region B, beinhalten (Abb. 4.7). Im Gegensatz dazu {berlebten die
NSM-Schwesterzellen in egl-1(1f)-Tieren, die pBC13, pBC11 oder pBC165 enthalten
(4/4 Linien, 5/5 Linien und 6/6 Linien). Diese Plasmide verfligen nicht iiber die
erforderlichen Informationen, um eg/-/ in den NSM-Schwesterzellen zu exprimieren.
Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dass Region B im egl/-/-Lokus notwendig
ist, um den Zelltod-Defekt der NSM-Schwesterzellen in egl-I(If)-Tieren zu
komplementieren. Es ist anzunehmen, dass Region B die cis-regulatorischen
Sequenzen enthilt, die fiir die egl-/-Expression in den NSM-Schwesterzellen

notwendig sind.

4.3.3 Region B enthilt vier Konsensus-Sequenzen fiir Snail-Bindeproteine

Ein Vergleich der Sequenzen des egl-/-Lokus von C. elegans und C. briggsae hat
umfangreiche Sequenz-Homologien in der Region B gezeigt (Abb. 4.9). In der etwa
350 bp-langen Region B sind 76 % der Nukleotide identisch. Es wurde bereits
gezeigt, dass Sequenz-Homologien zwischen diesen zwei Caenorhabditis-Arten einen
ersten Hinweis fiir funktional relevante regulatorische Bereiche darstellen (Heschl und
Baillie, 1990). Nach einer genaueren Priifung der Sequenzen wurde festgestellt, dass
Region B vier Konsensus-Sequenzen fiir Snail-Bindeproteine (5-CACCTG-3")
enthdlt (Mauhin et al., 1993). Die Bindestellen I, IT und IV sind zwischen C. elegans
und C. briggsae vollstindig konserviert, sechs von sechs Basen sind identisch. Die
Bindestelle III hat fiinf konservierte Nukleotide. Die Bindestellen 1 und II sind
identisch mit der Konsensus-Sequenz fiir Snail-Proteine (5-CACCTG-5"), wihrend
die Bindestellen III und IV jeweils eine Abweichung von der Konsensus-Sequenz
aufweisen (5'-CATCTG-3" bzw. 5'-CAGCTG-3"). CES-1 gehort zur Snail-Familie
von Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren, und es wurde bereits gezeigt, dass CES-1 in
vitro an die Konsensus-Sequenzen fiir Snail-Proteine bindet (Metzstein und Horvitz,
1999). Dartiber hinaus befinden sich die genannten Bindestellen in einer konservierten

Region und sind daher wahrscheinlich funktional relevant.
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1
C. elegans ATCATC----CCAATATTTATGTACATATTGTCAA--TATTATGGTTACTCAA
C. briggsae ATCAACGCTTCCACTATTTATGTACATATTGTCAAAATATTATGGTTACTCAA
1
C. elegans COCACCTGTGCCAACACAATGTTTCCCTAGCTGTCACCTAAACTTGAATTTAG
C. briggsae CCCACCTGTGCCAACAAAATGTTTCCGTAGCTGTCACCTAACCCCGTTCICAG

€. elegans GTGGTGTTTGTTATGTTTACACAACTCCCCCTCCGATCATCCGCTTAATTAGT
C. briggsae T----- R T S — — — — — — CNECCEATECATCECEECTNAATTAGE

C. elegans C-AAGTGAATAGGGGGAGAATGGAAGGAGAAGCTGGGTGGTAGAACAA--ATG
C. briggsae TGAATTGAGGAAGGAGAAGCTGGTTCTATTGGTTIGTGTACTACTACTACAATG
i
€. elegans ATTAGCACCTGITTCTGGTCTCGCGCAATACTAATTGACACTGGATTTCCGGA
C. briggsae ATTAGLACCTGITTCT-——--— CEECCARATICECTARATTIGAC——————— CTCCGGA
111
C. elegans TCGGATGTCCTGTTGGAAGATTGAGTTLCATCTGITGTAATTCATGATATTTGA

C. briggsae [TCGGATGTCCTG-—-—--- GGGTGGAGAACATCCGITGTAATTTACGACATTTGA
1V 352
C. elegans TACGAACA-GAGAATG——————— ACTTACAGCTGGGTGT --GGAGGATTTGGT

C. briggsae TATTTTTATGTGTGIGTATTTITTACTTACAGCTGGGTGTAAGGATAGGTGGGA

Abbildung 4.9: Region B enthillt vier zwischen C. elegans und C. briggsae konservierte
Snail-Bindestellen

Die zwischen C. elegans und C. briggsae homologen Sequenzen in Region B sind grau unterlegt. Die
vier konservierten Snail-Bindestellen sind durch Kédsten markiert.

4.4 CES-1 bindet in vitro spezifisch an Region B im egl/-1-Lokus

Um festzustellen ob CES-1 die egl-/-Transkription direkt, durch dessen Bindung an
den egl-I-Promotor, blockiert, wurden Gelretardierungexperimente (3.3.7) mit CES-1

und verschiedenen DNA-Proben durchgefiihrt.

4.4.1 Amplifizierung der DNA-Proben

Plasmid pBCO08 wurde als Matrize verwendet, um die Region B (350 bp), mit allen
vier Snail-Bindestellen, mit den Oligonukleotiden sense pegl-1/2 und antisense
pegl-1/3 zu amplifizieren. Ein 302-bp-Fragment der Region B, mit nur zwei
Snail-Bindestellen (Bindestellen I und II), wurde mit den Oligonukleotiden sense
pegl-1/2 und antisense pegl-1/2 amplifiziert. Eine zwischen C. elegans und
C. briggsae konservierte Region des ces-I-Promotors enthdlt ebenfalls vier
Snail-Bindestellen, an die CES-1 in vitro bindet (Metzstein und Horvitz, 1999). Die
konservierte Region wurde mit den Oligonukleotiden M13/Rev und M13/20 aus
Plasmid pMM#101 (Metzstein und Horvitz, 1999) amplifiziert.

Um die Spezifitit der DNA-Bindung zu priifen, wurden die Snail-Bindestellen im
egl-1-Lokus mittels PCR-Mutagenese (3.2.3.6) schrittweise mutiert. Mit den

Oligonukleotiden sense und antisense pegl-mutl fiir die Bindestelle I, sense und
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antisense pegl-mut2 fiir die Bindestelle II, sense und antisense pegl-mut3 fiir die
Bindestelle III und sense und antisense pegl-mut4 fiir die Bindestelle IV wurden alle
vier Snail-Bindestellen schrittweise zu 5'-CATATA-3" mutiert. Plasmid pBC181, mit
vier mutierten Snail-Bindestellen 5'-CATATA-3" in Region B, wurde als Matrize
verwendet, um Region B bzw. das 302 bp-Fragment der Region B mit den

beschriebenen Oligonukleotiden zu amplifizieren.

4.4.2 Ein GST-CES-1 Fusionsprotein bindet in vitro an die Snail-Bindestellen

GST-CES-1-Fusionsproteine wurden in £E. coli BL21(DE3) exprimiert und
aufgereinigt (3.3.2). Die Konzentration der Proteinlosung wurde durch den Bradford-
Test (Biorad) photometrisch bestimmt (3.3.4), und der GST-CES-1-Anteil auf einem
SDS-Gel evaluiert. Die DNA-Proben (4.3.1) wurden mittels PCR mit o’°P-
markiertem dATP amplifiziert und anschlieBend auf einem 6 %-igen PAA-Gel
getrennt und gereinigt (3.3.7.2). GST-CES-1 wurde in verschiedenen Verdiinnungen
mit einer konstanten Menge (5 ng) radioaktiv markierter DNA inkubiert und
anschlieBend durch Gelelektrophorese auf einem 5 %-igen TGE-Gel aufgetrennt
(3.3.7.3). Es konnte gezeigt werden, dass GST-CES-1 ab einer Proteinmenge von
etwa 70 ng an Region B, an das Fragment der Region B mit nur zwei Snail-
Bindestellen und an den ces-/-Promotor bindet (Abb. 4.10). Mit geringeren
Proteinkonzentrationen wurde kein GST-CES-1-Komplex sichtbar. Des Weiteren ist
die DNA-Bindung des GST-CES-1-Fusionsproteins spezifisch fiir CES-1, da GST bei

einer Proteinmenge von etwa 140 ng an keine der analysierten DNA-Proben bindet.
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Probe Region B Region B-Fragment ces-1 Promotor
(302 bp)

GST-CES-1 - — 1 _ —1_ _—]

v — GST-CES-1
e . Komplex

Freie DNA =—> u w

1 234567 8 91011121314151617 18

Abbildung 4.10: GST-CES-1 bindet an DNA-Fragmente mit Snail-Bindestellen
Steigende Proteinkonzentrationen des GST-CES-1-Fusionsproteins (0 ng [Bande 1, 7 und 13], 14 ng
[Bande 3, 9 und 15], 28 ng [Bande 4, 10 und 16], 70 ng [Bande 5, 11 und 17], 140 ng [Bande 6, 12 und
18]) und 140 ng GST [Bande 2, 8 und 14] wurden mit je 5 ng radioaktiv markierter DNA (Region B
mit vier Snail-Bindestellen [Bande 1 bis 6], Region B-Fragment mit zwei Snail-Bindestellen [Bande 7
bis 8] oder ces-1-Promotor mit vier Snail-Bindestellen [Bande 13 bis 18]) inkubiert.

AnschlieBend wurde iberpriift, ob GST-CES-1 spezifisch an die vier
Snail-Bindestellen bindet. Zu diesem Zweck wurde Region B mit den mutierten
Bindestellen 5'-CATATA-3" in einem weiteren Experiment als Probe eingesetzt. Es
konnte gezeigt werden, dass GST-CES-1 ab einer Proteinmenge von etwa 65 ng an
Region B mit Wildtyp-Sequenzen bindet, jedoch nicht an Region B mit mutierten
Snail-Bindestellen (Abb. 4.11).
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Probe Region B
Wildtyp mutiert
CACCTG CATATA

GST-CES-1 1 —]

GST-CES-1
Komplex g ” *

Freie DNA ==

123456738910

Abbildung 4.11: GST-CES-1 bindet in vitro spezifisch an die vier Snail-Bindestellen in Region B
Steigende Konzentrationen des GST-CES-1-Fusionsproteins (0 ng [Bande 1 und 6], 43 ng [Bande 2
und 7], 65 ng [Bande 3 und 8], 86 ng [Bande 4 und 9], 108 ng [Bande 5 und 10]) wurden mit 5 ng
radioaktiv markierter DNA (Region B mit vier Wildtyp-Snail-Bindestellen [Bande 1 bis 5] oder mit
vier mutierten Snail-Bindestellen [Bande 6 bis 10]) inkubiert. * markiert einen unspezifischen
Komplex.

Um die Spezifitit der beobachteten Bindungen zu untermauern, wurden ferner
Kompetitionsanalysen mit unmarkierter DNA durchgefiihrt. Dabei wurden eine
gleichbleibende Menge markierter DNA sowie Protein, und zudem steigende
Konzentrationen unmarkierter DNA eingesetzt (Abb. 4.12). Falls unmarkierte DNA
mit markierter DNA um die Protein-Bindung erfolgreich konkurriert, ist der
Protein-DNA-Komplex auf einem Rontgenfilm nicht sichtbar. Unmarkierte
Kompetitor-DNA mit intakten Snail-Bindestellen konkurriert mit der dquivalenten
markierten Kompetitor-DNA bereits bei einem 5-fachen UberschuB3 (Abb. 4.12). Bei
einem 100-fachen UberschuB an Kompetitor-DNA wurde die Bindung des Proteins an
die markierte DNA ganz aufgehoben. Kompetitor-DNA mit mutierten Snail-
Bindestellen fiihrte erst bei einem 100-fachen Uberschuf3 im Vergleich zur markierten
Wildtyp-DNA-Probe zu einer schwachen Abnahme der GST-CES-1-Bindung. Die
Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dass bakteriell exprimierte CES-1-Proteine in

vitro spezifisch an die Snail-Bindestellen in Region B binden.
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Probe: Region B-Fragment (302 bp)

Kompetitor: Wildtyp mutiert
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Abbildung 4.12: Kompetitionsanalyse mit verschiedenen Fragmenten der Region B

Konstante Mengen GST-CES-1 (70 ng) wurden mit 5 ng radioaktiv markierter DNA (Region
B-Fragment mit zwei Wildtyp-Snail-Bindestellen) inkubiert. Unmarkierte Region B-Fragmente mit
zwei Wildtyp-Snail-Bindestellen (Bande 1 bis 4 [0x, 10x, 20x, 100x]) bzw. mit mutierten Snail-
Bindestellen (Bande 5 bis 8 [0x, 10x, 20x, 100x]) dienten als Kompetitor-DNA.

4.4.3 CES-1-Bindung an Snail-Bindestellen im ,,Yeast one-hybrid*“-System

Eine weitere Methode, die Interaktion zwischen CES-1 und den Snail-Bindestellen in
Region B nachzuweisen, ist das ,,Yeast one-hybrid“-System (3.5.3) (Abb. 4.13). Die
Expression eines Reportergens wie z. B. der B-Galaktosidase (lacZ) wird mit Hilfe
von cis-regulatorischen Sequenzen wie z.B. Promotoren oder Protein-Bindesequenzen
reguliert. Bindet ein Fusionsprotein, bestehend aus der GAL4-Aktivierungsdomine
(GAL4-AD) und einem DNA-Bindeprotein (z.B. CES-1), an die cis-regulatorischen
Sequenzen (Target-Element), wird die lacZ-Expression aktiviert. Die Aktivitdt der
B-Galaktosidase kann durch Zugabe des synthetischen Substrats X-Gal nachgewiesen

werden. Das Enzym spaltet das X-Gal zu einem unloslichen blauen Farbstoff.
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>

Abbildung 4.13: Nachweis von DNA-Protein-Interaktionen mit Hilfe des ,,Yeast one-hybrid*-
Systems

Ein Fusionsprotein, bestehend aus der GAL4-Aktivierungsdoméne und der CES-1 DNA-Bindedoméne
(CES-1-GAL4-AD), aktiviert nach dessen Target-DNA-Bindung die Expression des lacZ-
Reportergens.

Die konstruierten lacZ-Reporterplasmide pBC174, pBC179, pBC185, pBCI195,
pBC186 und pBC187 (3.1.7) enthalten unterschiedliche Target-Elemente: Region B
(pBC174), Region B mit mutierten (5-CATATA-3") Snail-Bindestellen (pBC179),
ein Triplett aufeinander folgender Snail-Bindestellen (pBC185), ein Triplett
aufeinander folgender mutierter (5'-CATATA-3") Snail-Bindestellen (pBC195), ein
302 bp-Fragment der Region B mit den Snail-Bindestellen I und II (pBC186) und ein
163 bp-Fragment der Region B mit den Snail-Bindestellen III und IV (pBC187). Nach
Linearisierung der Plasmide wurden sie mittels LiAc-Transformation (3.5.2) in das
Genom des Hefestammes YM4271 integriert. Die Integration dieser Plasmide stellte
den mutierten URA3-Lokus (Integrationsmarker) im Hefegenom infolge homologer
Rekombination mit dem intakten URA3-Lokus des /acZ-Reporterplasmids wieder her.
Auf Minimalmedium (3.1.11) ohne Uracil kann nach Integranten selektiert werden.
Die generierten Stamme YM174 (pBC174), YM179 (pBC179), YM185 (pBC185),
YM195 (pBC195), YM186 (pBC186) und YM187 (pBC187) haben die entsprechen-
den Plasmide ins Hefegenom integriert und wurden auf Selektionsmedium bei 30°C
kultiviert. Die Expressionsplasmide flir das ces-/-Gen pBC173 (ces-I ¢cDNA) und
pBC232 (ces-1 Zinkfinger cDNA) exprimieren CES-1 als Fusionsprotein mit
GAL4-AD und LEU2 als Selektionmarker. Sie wurden in die konstruierten
Hefestimme transformiert und auf Minimalmedium ohne Uracil und Leucin
kultiviert. AnschlieBend wurde die Aktivierung der B-Galaktosidase, als Folge der
Protein-DNA-Interaktion, untersucht. Es konnte jedoch nicht nachgewiesen werden
ob CES-1 oder die CES-1-Zinkfinger alleine an Region B, an das 302 bp-Fragment
der Region B mit den Snail-Bindestellen I und II oder an das 163 bp-Fragment der
Region B mit den Snail-Bindestellen III und IV binden. Es wurde keine
B-Galaktosidase-Aktivitit nachgewiesen. Allerdings zeigte der Hefestamm YM185,
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mit einem Triplett aufeinander folgender Snail-Bindestellen als Target-Element, nach

der Induktion mit X-Gal sogar ohne CES-1-GAL4-AD eine Blaufiarbung.

4.4.4 CES-1 Bindung an den egl/-1-Promotor in extrachromosomalen Elementen

Um die CES-1-Bindung an den egl-/-Promotor in vivo mit Antikorpern darzustellen,
wurde eine von Carmi et al. beschriebene Methode verwendet (Carmi et al., 1998).
Nach dieser Methode (Abb. 4.14A) konstruiert man transgene Tiere, die den
egl-1-Promotor, 32 aufeinander folgende DNA-Bindestellen (lacO-Sequenzen) fiir
den Lac-Repressor (Lacl) und das lacl-gfp-Fusionsgen unter der Kontrolle eines
hitze-induzierbaren Promotors (pHS.:lacl-gfp) auf extrachromosomalen Elementen
tragen. Wird die Expression des Lacl-GFP-Fusionsproteins induziert, bindet es an die
lacO-Sequenzen der extrachromosomalen Elemente. Falls nun endogenes
CES-1-Protein an die egl-/-Promotor-Sequenzen der =zahlreichen extrachromo-
somalen Elemente bindet, kann dies durch Kolokalisation von anti-CES-1-AK und
anti-GFP-AK in fixierten Embryonen gezeigt werden. In transgenen Tieren, denen der
egl-1-Promotor fehlt, und die nur die /acO-Sequenzen und pHS. :lacl-gfp exprimieren
(Abb. 4.14B), wird keine Kolokalisation von anti-CES-1-AK und anti-GFP-AK

erwartet.

A B

Abbildung 4.14: Modell-Experiment fiir die CES-1-Bindung an den eg/-1-Promotor
Extrachromosomale Elemente in den Zellkernen transgener Tiere tragen den egl-/-Promotor, 32
aufeinander folgende DNA-Bindestellen (lacO-Sequenzen) fiir den Lac-Repressor (Lacl) und das
lacl-gfp-Fusionsgen unter der Kontrolle eines hitzeinduzierbaren Promotors (pHS::lacl-gfp). Die
Bindung des Lacl-GFP-Fusionsproteins an die /acO-Sequenzen der extrachromosomalen Elemente
wird mit anti-GFP-AK gezeigt. Falls endogenes CES-1-Protein an den egl-/-Promotor der
extrachromosomalen Elemente bindet, kann dies durch Kolokalisation von anti-CES-1-AK und
anti-GFP-AK gezeigt werden (A). Ist der egl-/-Promotor nicht auf extrachromosomalen Elementen
enthalten (B), werden anti-CES-1-AK und anti-GFP-AK nicht kolokalisieren.
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Zuerst wurden durch Injektion von DNA (3.6.5.2) transgene Tiere konstruiert, welche
die Plasmide pHS49.78::GFP-lacl (pHS::lacl-gfp), pSV-dhfr 8.32 (lacO-Sequenzen),
pSC38 (egl-1-Promotor) und pRF-4 (rol-6(sul006dm)) als Koinjektionsmarker
(Kramer et al., 1990) auf extrachromosomalen Elementen enthalten. Dabei wurden
zehn unabhingige Linien erhalten. Als Kontrolle wurden transgene Tiere fiir
pHS::lacl-gfp, lacO-Sequenzen, rol-6(sul 006dm) ohne den egl/-/-Promotor generiert.
Dabei wurden elf unabhéngige Linien erhalten.

Durch Inkubation transgener Tiere bei 27°C bis 30°C (Hitze-Schock) wurde die
Expression des Lacl-GFP-Fusionsproteins induziert. Da die extrachromosomalen
Elemente zahlreiche Kopien der injizierten Plasmide tragen, wurden die Lacl-GFP-
Proteine, die an die /acO-Sequenzen binden, in lebenden Embryonen als intensiv
fluoreszierende Punkte beobachtet (Abb. 4.15). Auf diese Weise wurde die

extrachromosomale DNA mit GFP markiert.

Abbildung 4.15: Extrachromosomale Elemente in Zellkernen lebender Embryonen

Aufnahmen lebender Embryonen, welche das lacl-gfp-Gen exprimieren. Nomarski-Aufnahme (A) und
Fluoreszenzmikroskopie (B) eines transgenen und eines nicht-transgenen Embryonen. Die Bindung der
Fusionsproteine an die lacO-Sequenzen extrachromosomaler Elemente ist in den transgenen
Embryonen als fluoreszierende Punkte erkennbar.

Um die Bindung endogenen CES-1-Proteins an den eg/-/-Promotor und dessen
Kolokalisation mit Lacl-GFP zu iiberpriifen, wurden transgene Tiere fixiert und mit
anti-CES-1-AK und anti-GFP-AK gefarbt (3.1.4, 3.4.3.1). Die Bindung der
Lacl-GFP-Fusionsproteine an die lacO-Sequenzen der extrachromosomalen DNA
wurde in den transgenen Embryonen als fluoreszierende Punkte deutlich erkennbar
(Abb. 4.16A). Die CES-1-Farbung zeigte ein gepunktetes Muster, mit vielen,
verschieden intensiv fluoreszierenden Punkten (Abb. 4.16B), welches bei den
Féarbungen von Wildtyp-Tieren mit CES-1-AK nicht beobachtet wurde (4.2.1, Abb.
4.4). Bei den Doppelmarkierungen mit anti-CES-1-AK und anti-GFP-AK konnte
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keine Kolokalisation beobachtet werden. Beim Vergleich der CES-1-Farbung in
transgenen Embryonen mit bzw. ohne eg/-/-Promotor auf extrachromosomalen
Elementen konnte kein Unterschied festgestellt werden. Es besteht daher die
Moglichkeit, dass es sich bei der beobachteten ,,punktierten* CES-1-Farbung um eine
unspezifische Markierung handelt. Wihrend eines weiteren Versuchs mit transgenen
Linien, die in gleicher Weise, mit den Plasmiden pHS49.78::GFP-lacl
(pHS::lacl-gfp), pSV-dhfr 8.32 (lacO-Sequenzen), mit bzw. ohne pSC38 (egl-1-Pro-
motor), und an Stelle von pRF-4 (rol-6(sul006dm)) mit pL15EK (/in-15(+))
(Ferguson und Horvitz, 1989) als Koinjektionsmarker konstruiert wurden, wurde bei
der CES-1-Féarbung ebenfalls das oben beschriebene gepunktete Muster beobachtet
(Ergebnisse nicht gezeigt). Mit dieser Methode konnte in vivo nicht gezeigt werden,

ob CES-1 an Sequenzen im eg/-/-Lokus bindet.
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Abbildung 4.16: Lokalisation von anti-GFP-AK und anti-CES-1-AK in transgenen Embryonen
AK-Férbungen fixierter Embryonen. Weier Pfeil markiert einen Embryo (~ 350 Zellstadium), der fiir
die Plasmide pHS49.78::GFP-lacl (pHS::lacl-gfp), pSV-dhfr 8.32 (lacO-Sequenzen), pRF-4
(rol-6(sul006dm)) und pSC38 (egl-1-Promotor) transgen ist. Anti-GFP-AK-Farbung (A), anti-
CES-1-AK-Féarbung (B) und DAPI-Féarbung (C) fixierter Embryonen. Die Bindung der Lacl-GFP-
Fusionsproteine an die lacO-Sequenzen extrachromosomaler Elemente ist in den transgenen
Embryonen als fluoreszierende Punkte erkennbar (A).

70



Ergebnisse

4.5 Funktionale Snail-Bindestellen in Region B sind fiir die

Zelltodspezifizierung der NSM-Schwsterzellen notwendig

4.5.1 Modell fiir die Zelltodspezifizierung der NSM-Schwesterzellen

Es wurde in vivo gezeigt, dass Region B im egl/-/-Lokus fiir die eg/-/-Expression in
den NSM-Schwesterzellen notwendig ist (4.3.2). Dariiber hinaus bindet CES-1 in
vitro spezifisch an die vier Snail-Bindestellen in Region B (4.4.2). Eine
ces-1(If)-Mutation ruft jedoch keinen erkennbaren Phénotyp hervor (Ellis und
Horvitz, 1991; Metzstein und Horvitz, 1999). Uberexpression des Proteins als Folge
einer ces-1(n703sd)-Mutation fiihrt zum Uberleben der NSM-Schwesterzellen und der
12-Schwesterzellen, die ces-1(gf)-Mutation hat aber keine erkennbaren Auswirkungen
in den tlibrigen CES-1-exprimierenden Zellen (Ellis und Horvitz, 1991). Infolge dieser
Ergebnisse stellte sich die Frage nach weiteren Faktoren, die fiir die Aktivierung des
programmierten Zelltods der NSM-Schwesterzellen notwendig sind und ebenfalls
durch Region B wirken. Basierend auf den bisherigen Daten wurde ein Modell
aufgestellt (Abb. 4.17A), wonach in Wildtyp-Tieren in den NSM-Schwesterzellen ein
spezifischer Aktivator an Region B bindet, welcher die egl-/-Expression aktiviert und
zum Tod der NSM-Schwesterzellen fiihrt. Eine ces-I(gf)-Mutation oder eine
ces-2(If)-Mutation fiihrten zum Uberleben der NSM-Schwesterzellen, ebenso wie die
Uberexpression von ces-I durch dessen Expression auf extrachromosomalen
Elementen, unter der Kontrolle des endogenen Promotors (Ellis und Horvitz, 1991;
Metzstein und Horvitz, 1999) (4.1.4). Erhohte CES-1-Proteinmenge, aufgrund einer
ces-1(gf)-Mutation, einer ces-2(If)-Mutation oder der Uberexpression von ces-1, fiihrt
in den NSM-Schwesterzellen, gemidB dem Modell, zur CES-1-Bindung an die
Snail-Bindestellen in Region B und zur Blockierung eines NSM-spezifischen
Aktivators. Folglich wird egl-I nicht exprimiert, und die NSM-Schwesterzellen
tiberleben.

Die Snail-Bindestellen 5'-CACCTG-3" in Region B reprédsentieren sogenannte
E-box-Motive (5'-CANNTG-3") (Mauhin et al., 1993). Diese DNA-Bindemotive sind
Konsensus-Bindestellen flir “basic helix-loop-helix” (bHLH)-Transkriptionsfaktoren
(Villares und Cabrera, 1987), die vor allem als Aktivatoren fungieren (Massari und
Murre, 2000). bHLH-Proteine bilden funktionale Homo- oder Heterodimere und

haben regulatorische Funktionen in der Determinierung und Differenzierung
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verschiedener Zelltypen, unter anderem auch in neuronalen Vorlduferzellen und
Neuronen. Des Weiteren wurde in vitro gezeigt, dass Snail-Transkriptionsfaktoren
antagonistisch zu bHLH-Proteinen wirken, besonders zu Daughterless/Achaete-Scute-
Heterodimeren, eine Untergruppe der bHLH-Proteine, indem sie um die gemeinsamen
Bindestellen konkurrieren (Fuse et al., 1994), (Fuse et al., 1999), (Kataoka et al.,
2000). Somit ist es moglich, dass bHLH-Proteine an der Spezifikation des Zelltods
der NSM-Schwesterzellen mitwirken. Es wurde daher analysiert, ob C. elegans
bHLH-Proteine der Gruppe Daughterless und Achaete-Scute bei der Regulierung des
Zelltods der NSM-Schwesterzellen eine Rolle spielen (J. Hatzold). Es wurde gezeigt,
dass die PHLH-Gene hlh-2 (Daughterless-ahnlich) und hlh-3 (Achaete-Scute-dhnlich)
fiir den programmierten Zelltod der NSM-Schwesterzellen notwendig sind, und dass
sie genetisch nach ces-1 wirken (J. Hatzold, pers. Mitteilung). Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass HLH-2/HLH-3-Heterodimere in vitro spezifisch an die
Snail-Bindestellen in Region B binden (J. Hatzold, pers. Mitteilung). HLH-2 und
HLH-3 agieren moglicherweise als direkte Aktivatoren der egl/-/-Transkription und
filhren durch deren Bindung an die Snail/E-box-Bindestellen in Region B zum Tod
der NSM-Schwesterzellen (Abb. 4.17B). Infolge der ces-I-Uberexpression in
ces-1(gf)-Tieren bzw. in ces-2(If)-Tieren konkurriert der Repressor CES-1
moglicherweise mit dem potentiellen Aktivator HLH-2/HLH-3 um die Bindung an die
Snail/E-box-Bindestellen in Region B und blockiert dadurch die eg/-/-Expression in
diesen Mutanten. Mit den folgenden Experimenten soll dieses Modell der

Zelltodspezifizierung der NSM-Schwesterzellen analysiert werden.

72



Ergebnisse

] Genotyp egl-1 Schicksal

~ S
—
A +/+ an Tod S ———————

P’ -

k aus  Uberleben
ces-1-Uberexpression "

(extrachromosomale DNA) /
Snail-
Bindestellen /\
B +/+ an Tod — s - - e‘e egl-1

-1(gf) ]
Z‘;_Z (%f) aus Uberleben —

ces-1-Uberexpression
(extrachromosomale DNA) /

Snail/E-box-
Bindestellen

Abbildung 4.17: Model der Zelltodspezifizierung der NSM-Schwesterzellen

In Wildtyp-Tieren (+/+) wird CES-1 in den NSM-Schwesterzellen nur in geringen Mengen exprimiert.
Eine ces-1(gf)-Mutation, eine ces-2(If)-Mutation oder ces-I/-Expression auf extrachromosomalen
DNA-Elementen, unter der Kontrolle des endogenen Promotors, fiihren zur Uberexpression des
Proteins, unter anderem in den NSM-Schwesterzellen.

(A) In Wildtyp-Tieren bindet ein NSM-spezifischer Aktivator an Region B, aktiviert die
egl-1-Expression und fiihrt zum Tod der Zellen. Aufgrund der ces-1-Uberexpression wird der NSM-
spezifische Aktivator durch CES-1-Bindung an die Snail-Bindestellen blockiert, worauthin eg/-/ nicht
aktiviert werden kann, und die Zellen iiberleben.

(B) In Wildtyp-Tieren bindet HLH-2/HLH-3 an die Snail/E-box-Bindestellen in Region B, aktiviert die
egl-1-Expression und fiihrt zum Tod der Zellen. Aufgrund der ces-/-Uberexpression konkurriert CES-1
erfolgreich mit dem Aktivator HLH-2/HLH-3 um die Bindung an die gemeinsamen Bindestellen in
Region B und blockiert dadurch die egl-1-Expression. Die NSM-Schwesterzellen iiberleben.

4.5.2 Trennung der CES-1-Bindung und der bHLH-Bindung an die vier
Snail/E-box-Bindestellen in Region B

Basierend auf bisherigen Ergebnissen wird vermutet, dass CES-1 als Repressor und
HLH-2/HLH-3 als Aktivator der egl-/-Transkription wirkt, und zwar durch die
Bindung an die gleichen Bindestellen in Region B des eg/-/-Lokus. Um den Effekt
der bHLH-Bindung an die vier Bindestellen in Region B in Abwesenheit der
CES-1-Bindung zu untersuchen, wurden alle vier Snail-Bindestellen in pBCO8 von
5'-CACCTG-3" zu 5'-CATATG-3" mittels PCR-Mutagenese (3.2.6.6) mutiert. Die
Snail-Bindestellen, nicht aber die E-box-Motive 5'-CANNTG-3" wurden dadurch
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unterbrochen. Mit den Oligonukleotiden sense und antisense pegl-mutEl fiir die
Bindestelle 1, sense und antisense pegl-mutE2 fir die Bindestelle II, sense und
antisense pegl-mutE3 fiir die Bindestelle III und sense und antisense pegl-mutE4 fir
die Bindestelle IV wurden alle vier Snail-Bindestellen schrittweise zu 5'-CATATG-3"
mutiert. Plamid pBC182 enthéllt demnach vier mutierte Snail-Bindestellen
5’-CATATG-3" in Region B. Fiir die folgenden Experimente wurden drei Variationen
der Region B verwendet, und zwar die Wildtyp-Sequenz 5 -CACCTG-3’
(Snail /E-box") und die mutierten Sequenzen 5'-CATATA-3" (Snail/E-box") (4.4.1)
bzw. 5-CATATG-3" (Snail /E-box"). Wie bereits gezeigt bindet CES-1 in vitro an die
Wildtyp-Sequenzen, nicht jedoch an die Snail /E-box’-Sequenzen (4.3.2). Dasselbe
gilt fir HLH-2/HLH-3 (J. Hatzold, pers. Mitteilung). Es sollte in vitro untersucht
werden, ob CES-1 an die mutierten Snail/E-box'-Bindestellen bindet. Plasmide
pBCO08, pBC181 bzw. pBC182 wurden als Matrize verwendet, um die drei Varianten
der Region B mit den Oligonukleotiden sense pegl-1/2 und antisense pegl-1/3 zu
amplifizieren. In EMSAs konnte gezeigt werden, dass CES-1 in vitro ausschlieSlich
an die Snail /E-box'-Bindestellen ~5-CACCTG-3" bindet (Abb. 4.18).
HLH-2/HLH-3-Heterodimere binden ausserdem ebenfalls an die Snail/E-box -
Bindestellen, allerdings mit geringerer Affinitit, im Vergleich zur Bindung an die
Snail /E-box "-Bindestellen (J. Hatzold, pers. Mitteilung). Somit wurde es moglich,
die Snail-Bindestellen in Region B so zu verdndern, dass in vitro nur HLH-2/HLH-3,

nicht aber CES-1 an Region B bindet.

74



Ergebnisse

Probe = Region B

OA;NQO"’);
I
Sk
Qe e
GST-CES-1 e B .
GST-CES-1 .
Komplex g '

Abbildung 4.18: GST-CES-1-Bindung an Region B mit ausgewihlten Mutationen in den vier
Snail-Bindestellen

GST-CES-1-Fusionsproteine (0 ng [Bande 1], 86 ng [Banden 2-4]) wurden mit 5 ng radioaktiv
markierter DNA (Region B mit vier Snail"/E-box’-Bindestellen 5'-CACCTG-3" [Bande 1 und 2],
Region B mit vier Snail/E-box-Bindestellen 5'-CATATA-3" [Bande 3] bzw. Region B mit vier
Snail /E-box -Bindestellen 5'-CATATG-3" [Bande 4]) inkubiert. * markiert einen unspezifischen
Komplex.

4.5.3 Funktionale Untersuchung der Snail-Bindestellen in Region B in vivo

Um die Funktion der Snail-Bindestellen in Region B in vivo zu analysieren, wurden
egl-1(1f)-Tiere mit den Plasmiden pBCO8, pBC181 bzw. pBC182 injiziert (3.6.5.2)
und untersucht, ob der egl-1(1f)-Phénotyp komplementiert wird (Abb. 4.19). Eine
Uberlebensrate der NSM-Schwesterzellen von 50 % wurde als Schwelle fiir die
Komplementation des Zelltod-Defekts festgelegt. In transgenen egl-1(1f)-Tieren, die
pBCO8 mit den Wildtyp Snail-Bindestellen als extrachromosomale DNA tragen,
iiberlebten die NSM-Schwesterzellen in sechs von sechs unabhidngigen Linien mit
einer Rate zwischen 3 % und 33 % (4.3.2). Mit pBC181, welches den eg/-/-Lokus mit
vier Snail/E-box’-Bindestellen in Region B enthélt, wurden acht unabhingige Linien
etabliert. Mit pBC182, welches den egl-I-Lokus mit vier Snail/E-box -Bindestellen
in Region B enthélt, wurden neun unabhéngige Linien etabliert. In transgenen Tieren,

die pBCl181 als extrachromosomale @ DNA  tragen, {iberlebten die
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NSM-Schwesterzellen in vier von acht Linien mit einer Rate zwischen 16 % und 45
%. In weiteren vier Linien lag die Uberlebensrate zwischen 54 % und 100 % (Abb.
4.19). In vitro bindet HLH-2/HLH-3 nicht an diese Bindestellen (J. Hatzold, pers.
Mitteilung). Die Aktivierung der egl/-/-Expression und somit der Tod der
NSM-Schwesterzellen wurde nicht erwartet, falls HLH-2/HLH-3 in vivo auch nicht an
die Snail /E-box’- Bindestellen bindet. In transgenen Tieren, die pBC182 als
extrachromosomale DNA tragen, iiberlebten die NSM-Schwesterzellen in zwei Linien
mit einer Rate von 73 % und 85 %, in den {ibrigen sieben Linien wurde der
egl-1(1f)-Phinotyp komplementiert (Uberlebensrate zwischen 10 % und 43 %) (Abb.
4.19). In vitro bindet HLH-2/HLH-3 an diese Bindestellen, wenn auch mit geringerer
Affinitdt als an die Wildtyp-Bindestellen (J. Hatzold, pers. Mitteilung). Die
Aktivierung der egl-/-Expression und somit der Tod der NSM-Schwesterzellen wurde
erwartet, falls HLH-2/HLH-3 auch in vivo an die Snail/E-box -Bindestellen bindet.
Ein moglicher Grund dafiir, dass sich die unabhédngigen Linien so unterschiedlich
verhalten, ist die Kopiezahl des egl/-/-Lokus auf extrachromosomalen Elementen.
Transgene Tiere tragen zahlreiche Kopien der injizierten Plasmide, und die
Aktivierung eines einzigen egl-/-Gens wiirde fir die Aktivierung der
Zelltodmaschinerie bereits ausreichen. Mit dieser Methode, der Injektion von DNA in
die Gonaden der Tiere (3.6.5.2), kann man die Anzahl der Kopien, die in transgenen

Tieren enthalten sind, nicht beeinflussen.
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Abbildung 4.19: Komplementation des egl-1(If)-Phinotyps mit pBC08, pBC181 bzw. pBC182

Die Plasmide pBC08 (Wildtyp-Bindestellen) pBC181 (Snail/E-box-Bindestellen) und pBC182
(Snail /E-box-Bindestellen) ~ wurden in  egl-I(If)-Tiere injiziert. ~Das  Schicksal  der
NSM-Schwesterzellen wurde in zahlreichen unabhéngigen Linien untersucht und die Uberlebensrate in
% berechnet (n = 100-128). Genotyp injizierter Tiere: egl-1(nl1084n3082) unc-76(e911) V;
lin-15(n765ts) bcls24 X.

4.5.4 Transformation von C. elegans durch ,,Microparticle Bombardment*

Die Transformation von C. elegans durch dessen BeschieBung mit DNA-beschichte-

ten Goldpartikeln (,,microparticle bombardment®) (3.6.5.4) hat zur Folge, dass wenige
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oder sogar nur einzelne Plasmide ins Genom von C. elegans integriert werden (Praitis
et al., 2001). Damit kann man unerwiinschte Effekte, aufgrund der Uberexpression
injizierter DNA, verringern bzw. eliminieren. Um diese Methode zu etablieren
wurden unc-119(1f)-Tiere wie beschrieben (3.6.5.4) mit 1 pg/ul pMM#051
(unc-119(+)) beschossen. unc-119(1f)-Tiere entwickeln kein Dauerlarven-Stadium und
konnen daher auf Platten ohne Bakterien nicht iiberleben (Maduro und Pilgrim,
1995).Es sollte analysiert werden, ob der wunc-119(1f)-Phidnotyp mit pMM#051
komplementiert werden kann. Insgesamt 30 Platten mit jeweils etwa 10.000
L4-Hermaphroditen wurden mit dem Marker-Plasmid pMM#051 beschossen (Abb.
4.20). Nach etwa 10 Tagen Inkubation bei 20°C waren die Kulturplatten frei von
Bakterien und die Wiirmer verhungert. Nur transgene F1-Tiere, die den unc-119(1f)-
Phéinotyp komplementierten, {iberlebten und wurden einzeln auf frische Kulturplatten
transferiert. Von insgesamt etwa 300.000 beschossenen Hermaphroditen wurden
sieben unabhédngige Linien erhalten. In drei von sieben Linien wurde das Plasmid
wahrscheinlich ins Genom integriert, da 100 % der Nachkommen den unc-119(1f)-
Phéinotyp komplementierten. Diese Methode sollte nun dafiir verwendet werden, um
wenige bzw. nur eine Kopie des egl-/-Lokus ins Genom von egl-I(If)-Tieren zu
integrieren. Zu diesem Zweck sollte das Plasmid pBC224, welches sowohl den
egl-1-Lokus als auch wunc-119(+) enthilt, mittels ,,microparticle bombardment* in
unc-119(1f); egl-1(1f)-Tiere transformiert werden. Wéhrend zahlreichen Versuchen
wurde von insgesamt etwa 600.000 beschossenen Tieren keine Linie erhalten, die den
unc-119(1f)-Phénotyp komplementierte. Darauthin wurden Goldpartikel mit einer
DNA-L6sung aus pMM#051 (unc-119(+)) und pBCOS8 (eg/-1-Lokus) beschichtet, und
etwa 320.000 Hermaphroditen damit beschossen. Vier unabhédngige Linien wurden
etabliert (MD887, MD888, MD889 und MDS890), die den wunc-119(1f)-Phénotyp
komplementierten. In MD887 waren 100 % der Nachkommen nicht-Unc, pMM#051
wurde vermutlich ins Genom integriert. Die Uberlebensrate der NSM-Schwesterzellen
lag bei 6 %, der egl-1(1f)-Phénotyp wurde somit ebenfalls komplementiert. In MD888
waren etwa 70 % der Nachkommen nicht-Unc, die Uberlebensrate der
NSM-Schwesterzellen lag ebenfalls bei 6 %, der egl-I1(1f)-Phénotyp wurde daher
komplementiert. In MD889 waren nur etwa 30 % der Nachkommen nicht-Unc, die
Uberlebensrate der NSM-Schwesterzellen lag bei 3 %, der egl-1(1f)-Phiinotyp wurde
komplementiert. In MD890 waren etwa 60 % der Nachkommen nicht-Unc, die

Uberlebensrate der NSM-Schwesterzellen lag bei 94 %, der egl-1(1f)-Phinotyp wurde
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nicht komplementiert, das Plasmid pBCO08 wurde daher wahrscheinlich nicht
transformiert. Mittels Kopplungsanalysen konnen die vier konstruierten Linien
daraufhin analysiert werden, ob beide Plasmide ins Genom der Tiere integriert

wurden und auf welches Chromosom sie integriert wurden.

Abbildung 4.20: Beschuss von C. elegans mit DNA-beschichteten Goldpartikeln
Goldpartikel in der Gonade von lebenden L4-Hermaphroditen (weifle Pfeile), etwa zwei Stunden nach
deren BeschuB3. Genotyp der Tiere: unc-119(ed4) 111; bcls25 1V; egl-1(n1084n3082) V.

4.6 Programmierter Zelltod der NSM-Schwesterzellen wird durch
CES-1 und HLH-2/HLH-3 iiber gemeinsame Bindestellen im egl-1-
Lokus reguliert

Um die Funktion der Snail-Bindestellen in Region B in vivo ausfiihrlicher zu
untersuchen, wurden die Plasmide pBC08, pBC181 und pBC182 in ces-2(n732ts);
egl-1(m1084n3082)-Tiere injiziert (3.6.5.2), und anschlieBend wurde das Schicksal der
NSM-Schwesterzellen in zahlreichen unabhingigen Linien untersucht (Abb. 4.21).
Die ces-2(n732ts)-Mutation ist temperaturabhingig (Ellis und Horvitz, 1991;
Metzstein, 1998), bei 15°C iiberlebten nur 13 % und bei 25°C 73 % der NSM-
Schwesterzellen (Abb. 4.3). Bei 25°C fiihrt die ces-2(n732ts)-Mutation nahezu zum
Funktionsverlust des Gens, daher kann ces-2 die ces-/-Expression nicht mehr negativ
regulieren. Infolgedessen wird ces-I wahrscheinlich {berexprimiert (Ellis und
Horvitz, 1991; Metzstein, 1998). Kultiviert man nun transgene ces-2(If ts);
egl-1(1f)-Tiere bei 15°C bzw. bei 25°C, kann der Effekt von Mutationen im
egl-1-Lokus auf das Schicksal der NSM-Schwesterzellen bei unterschiedlichen
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CES-1-Proteinmengen untersucht werden. Bei 15°C ist die CES-1-Expression
wahrscheinlich nur gering beeintrachtigt, da die NSM-Schwesterzellen mit einer Rate
von nur 13 9% fberleben (4.1.4). Die Auswirkungen der Mutationen in den
Snail-Bindestellen der Region B auf das Schicksal der NSM-Schwesterzellen werden
daher beziiglich der CES-1-Expression wahrscheinlich in einer Wildtyp-&dhnlichen
Situation untersucht. Bei 25°C hingegen wurde der Effekt der Wildtyp-Bindestellen
(Snail /E-box") und der mutierten Bindestellen (Snail/E-box™ bzw. Snail/E-box ") in
Region B bei erhohter CES-1-Konzentration analysiert, da die ces-2(If ts)-Mutation
bei 25°C nahezu zum Funktionsverlust des Gens fiihrt. In transgenen ces-2(If ts);
egl-1(If)-Tieren, die pBC08 mit den Snail /E-box -Bindestellen (wt) enthalten, wurde
der durch die eg/-1(1f)-Mutation verursachte Zelltod-Defekt bei 15°C in fiinf von fiinf
unabhingigen Linien komplementiert (Uberlebensrate 9 % - 23 %). Bei 25°C wurde
der Zelltod-Defekt nicht komplementiert, die NSM-Schwesterzellen iiberlebten (74 %
- 87 %) infolge der ces-2(If ts)-Mutation, die bei 25°C zum programmierten Zelltod
der NSM-Schwesterzellen fiihrt. In transgenen ces-2(If ts); egl-1(1f)-Tieren, die
pBC181 mit den Snail /E-box -Bindestellen enthalten, wurde der Zelltod-Defekt in
drei von drei Linien nicht komplementiert, die NSM-Schwesterzellen iiberlebten
sowohl bei 15°C (65 % - 99 %) als auch bei 25°C (87 % - 94 %). Die egl-1(1f)-
Mutation wurde weder bei 15°C noch bei 25°C komplementiert. Fiir die Aktivierung
der egl-I-Transkription und der daraus folgenden Ausfithrung des programmierten
Zelltods der NSM-Schwesterzellen sind daher funktionale Snail/E-box-Bindestellen
notwendig. In transgenen ces-2(If ts); egl-1(lf)-Tieren, die pBC182 mit den
Snail /E-box "-Bindestellen enthalten, wurde der Zelltod-Defekt in sechs von sechs
Linien komplementiert, die NSM-Schwesterzellen starben sowohl bei 15°C
(Uberlebensrate 4 % - 57 %) als auch bei 25°C (Uberlebensrate 18 % - 43 %). Die
egl-1(1f)-Mutation wurde sowohl bei 15°C als auch bei 25°C komplementiert.
Funktionale E-box-Bindestellen, die moglicherweise durch den Aktivator
HLH-2/HLH-3 gebunden werden, nicht aber Snail-Bindestellen, sind fiir die
Aktivierung der egl-I-Transkription und folglich den Zelltod der NSM-Schwester-
zellen notwendig (Abb. 4.21). Fir die Repression der egl-I-Transkription,
wahrscheinlich durch erhdhte CES-1-Proteinmengen in einem ces-2(1f ts)-Hintergrund
bei 25°C, sind funktionale Snail-Bindestellen notwendig, die wahrscheinlich durch

den Repressor CES-1 gebunden werden.
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Abbildung 4.21: Funktionale E-box-Motive in Region B sind fiir die Aktivierung der
egl-1-Expression notwendig

Die Plasmide pBCO08 (Snail'/E-box -Bindestellen, wt) (A), pBC181 (Snail/E-box -Bindestellen) (B)
und pBC182 (Snail/E-box -Bindestellen) (C) wurden in ces-2(If ts); egl-1(1f)-Tiere injiziert. Das
Schicksal der NSM-Schwesterzellen wurde bei 15°C und bei 25°C in drei bis sechs unabhidngigen
Linien untersucht und die Uberlebensrate in % berechnet (n = 60-222). Die Modelle verdeutlichen die
zum Uberleben oder Tod der NSM-Schwesterzellen fiihrende Ereignisse. Genotyp injizierter Tiere:
ces-2(n732ts) I; bcls25 1V egl-1(n1084n3082) unc-76(e911) V.
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5 Diskussion

5.1 Die egl-I-Expression wird in den NSM-Schwesterzellen
transkriptional reguliert

Genetische und molekulare Untersuchungen haben gezeigt, dass ces-/ und ces-2 den
programmierten Zelltod der NSM-Schwesterzellen kontrollieren (Ellis und Horvitz,
1991; Metzstein et al., 1996; Metzstein und Horvitz, 1999). In einem fiir die
NSM-Schwesterzellen zelltypspezifischen Regulationsweg fiir programmierten
Zelltod wird ces-1 durch ces-2 negativ reguliert. ces-/ hingegen blockiert die
Funktion von egl-I, dem Gen, welches den zentralen Regulator der Zelltod-
maschinerie codiert (Abb. 2.6), ein ,,BH3-only“-Zelltodaktivator der Bcl-2-Protein-
familie (Chao und Korsmeyer, 1998; Conradt und Horvitz, 1998; Cory und Adams,
2002; Metzstein et al., 1996; Metzstein und Horvitz, 1999). Die pro-apoptotische
Funktion von ,,BH3-only“-Proteinen in verschiedenen Organismen wird durch
transkriptionale und post-transkriptionale Mechanismen reguliert (Puthalakath und
Strasser, 2002). EGL-1, das erste genetisch charakterisierte Mitglied dieser Familie,
wird in den geschlechtsspezifischen HSN-Zellen transkriptional reguliert (Conradt
und Horvitz, 1999). In Zellkultur wird die Expression der Séugetier-Gene hrk/dp5 und
bim aufgrund eines Mangels am Wachstumsfaktor NGF (NGF, nerve growth factor)
wahrscheinlich durch die JNK-Kinase (JNK, c-jun N-terminal kinase) aktiviert
(Bozyczko-Coyne et al., 2001; Harris und Johnson, 2001). In sympathischen
Neuronen fiihrt die JNK-abhingige Aktivierung der bim-Expression zur Apoptose
(Putcha et al., 2001; Whitfield et al., 2001). In Thymozyten und Fibroblasten wird
infolge von DNA-Schidden die Puma/Bbc3- und die Noxa-Expression durch den
Tumor-Suppressor p53 aktiviert (Han et al., 2001; Nakano und Vousden, 2001; Oda
et al.,2000; Yu et al., 2001). In C. elegans haben Untersuchungen der gfp-Expression
unter der Kontrolle des eg/-/-Promotors (Pegl-1.:gfp) gezeigt, dass gfp ausschlielich
in den NSM-Schwesterzellen, nicht aber in den NSM-Zellen exprimiert wird (J.
Hatzold, pers. Mitteilung). Um die gfp-Expression in den ,untoten*
NSM-Schwesterzellen analysieren zu koénnen, wurde der Tod der Zellen durch eine
ced-3(If)-Mutation verhindert. Der Funktionverlust der Caspase CED-3 hat keine
Auswirkung auf die zelltypspezifische Regulation von egl/-/. Die Ergebnisse dieser

Untersuchungen zeigen, dass die Expression von eg/-/ in den NSM-Schwesterzellen
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wahrscheinlich auf transkriptionaler Ebene aktiviert wird und zum programmierten

Zelltod fuhrt.

5.2 Der Ptph-1::gfp-Reporter wird in den NSM-Zellen und den
wuntoten® NSM-Schwesterzellen exprimiert

Im Pharynx von Wildtyp-Tieren wurden die NSM-Zellen, zwei bilateral
symmetrische Neuronen, identifiziert, die den Neurotransmitter Serotonin enthalten
(Horvitz et al., 1982a). In ces-1(n703sd)- bzw. in ces-2(n732ts)-Mutanten wurden in
unmittelbarer Nachbarschaft zu den NSM-Zellen zwei weitere serotonerge Zellen
identifiziert, die NSM-Schwesterzellen (Trent, 1982). Um die Erkennung der
NSM-Zellen und der ,,untoten“ NSM-Schwesterzellen zu vereinfachen, wurde der
Ptph-1::gfp-Reporter verwendet (4.1) (Sze et al., 2000). tph-1 ist das einzige Gen in
C. elegans, welches fiir eine Tryptophan-Hydroxylase codiert. Das Enzym katalysiert
die Synthese von Serotonin aus Tryptophan. Der Ptph-1::gfp-Reporter wird
ausschlieBlich in serotonergen Neuronen exprimiert, den NSM-Zellen, den
ADF-Zellen, zwei Amphid-Neuronen, den Hermaphroditen-spezifischen HSN-Zellen
und selten in den Interneuronen AIM und RIH. Damit war war schnelle
Identifizierung der bilateralen NSM-Zellen, die im vorderen Bulbus des Pharynx
liegen, moglich (Abb. 4.1). Aufgrund der Identifizierung der NSM-Schwesterzellen in
ces-1(n703sd)- bzw. in ces-2(n732ts)-Mutanten als serotonerge Zellen, wird der
Ptph-1::gfp-Reporter in diesen Neuronen wahrscheinlich ebenfalls exprimiert. Da in
ces-1(n703sd)- und in ces-2(n732ts)-Mutanten zwei weitere GFP-positive Zellen,
posterior zu den NSM-Zellen, gefunden wurden, wurde davon ausgegangen, dass es
sich dabei um die ,,untoten” NSM-Schwesterzellen handelt. Die Uberlebensrate der
NSM-Schwesterzellen wurde mit Hilfe des Piph-1::gfp-Reporters in verschiedenen
ces-Mutanten analysiert (4.1.4). In ces-2(If ts)-Tieren z.B. iiberlebten 13 % der
NSM-Schwesterzellen bei 15°C, 26 % bei 20°C und 73 % bei 25°C (Abb. 4.3). Die
Uberlebensraten der NSM-Schwesterzellen in den analysierten Mutanten wurden mit
bereits veroffentlichten Daten verglichen. Ellis et al. (Ellis und Horvitz, 1991) zeigten
eine mit Nomarski Optik identifizierte Uberlebensrate der NSM-Schwesterzellen von
10 % bei 15°C, 10 % bei 20°C und 55 % bei 25°C. Metzstein et al. (Metzstein, 1998)
hatten gleichermallen mit Nomarski Optik bei 15°C 10 %, bei 20°C 8 % und bei 25°C

45 % ,,untote* NSM-Schwesterzellen identifiziert. Diese Ergebnisse zeigen, dass der
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Ptph-1::gfp-Reporter sowohl in NSM-Zellen als auch in ,untoten®

NSM-Schwesterzellen exprimiert wird.

5.3 Die egl-1-Expression wird in den NSM-Schwesterzellen vom
CES-1-Repressor transkriptional reguliert

Das ces-1-Gen codiert einen Transkriptionsfaktor der Snail-Proteinfamilie (Metzstein
und Horvitz, 1999). Die Familie der Snail-Transkriptionsfaktoren wird durch das
Drosophila-Gen Snail definiert (Boulay ef al., 1987) und umfasst zahlreiche Vertreter
sowohl in Invertebraten als auch in Vertebraten, die liberwiegend als transkriptionale
Repressoren agieren (Hemavathy et al., 2000a). Dartiber hinaus wirkt ces-1 genetisch
vor egl-1 (Conradt und Horvitz, 1998), folglich ist das CES-1-Protein ein geeigneter
Kandidat, egl-/ in den NSM-Schwesterzellen auf transkriptionaler Ebene zu
regulieren. Untersuchungen der gfp-Expression unter der Kontrolle des
egl-1-Promotors (Pegl-1::gfp) haben gezeigt, dass gfp ausschlieBlich in den
NSM-Schwesterzellen exprimiert wird (J. Hatzold, pers. Mitteilung) (5.1). In
ces-1(gf)-Tieren hingegen, wird Pegl/-1::gfp in den NSM-Schwesterzellen nicht
exprimiert. Die ces-I1(gf)-Mutation fiihrt wahrscheinlich zur Uberexpression des
Proteins (Ellis und Horvitz, 1991; Metzstein und Horvitz, 1999), woraufthin der
potentielle Repressor CES-1 die eg/-/-Expression auf transkriptionaler Ebene
blockiert und dadurch den Tod der NSM-Schwesterzellen verhindert. Der egl-7/-Lo-
kus, ein 7.6-kb genomisches Fragment, welches die egl/-I-Transkriptionseinheit
einschlieBlich flankierender Sequenzen exprimiert, enthilt alle Informationen, die fiir
wahrscheinlich alle 131 Zelltodereignisse wihrend der Entwicklung von C. elegans
notwendig sind, einschlieBlich den der NSM-Schwesterzellen (4.3.2). Neben der
egl-1-Transkriptionseinheit sind zahlreiche Sequenzen des egl-I-Lokus zwischen
C. elegans und C. briggsae konserviert (Conradt und Horvitz, 1999). Homologe
Bereiche zwischen diesen zwei Spezies stellen funktional relevante regulatorische
Regionen dar (Heschl und Baillie, 1990). Es konnte gezeigt werden, dass eine 350-bp
lange Region (Region B) im egl-/-Lokus fiir den programmierten Zelltod der
NSM-Schwesterzellen notwendig ist (4.3.2). Dariiber hinaus enthdlt Region B vier
DNA-Bindemotive fiir Zinkfinger-Transriptionfaktoren der Snail-Proteinfamilie
(4.3.3) (Mauhin et al., 1993). Die funktionale Bedeutung dieser Bindestellen fiir die
Regulation der egl/-I-Expression wird dadurch deutlich, dass CES-1 als ein Vertreter
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der Snail-Transkriptionsfaktoren, in vitro (EMSA) spezifisch an die vier Snail-
Bindestellen bindet (4.4). Die DNA-Bindung erfolgt durch C-terminale Zinkfinger des
Typs C,H,, die aus jeweils zwei konservierten Aminosduren Cystein und Histidin
gebildet werden (Nieto, 2002). Mitglieder der Snail-Proteinfamilie agieren in vielen
Organismen, von C. elegans bis hin zum Menschen, liberwiegend als transkriptionale
Repressoren (Hemavathy et al, 2000a). Sie haben vielfache Funktionen in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien und Geweben der Tiere. Fiir die Funktion der
Proteine als Repressoren der Transkription sind unterschiedliche Mechanismen
verantwortlich. In Vertebraten ist die SNAG-Doméne (SNAG, Snail/Gfi) im
N-Terminus des Proteins fiir die Repression verantwortlich (Grimes et al., 1996). Die
Funktion der Snail-Proteine als Repressoren wird in Drosophila durch die Interaktion
mit dem Co-Repressor CtBP (CtBP, carboxy-terminal binding protein) gewéhrleistet
(Nibu et al., 1998). Abgesehen von den fiinf konservierten Zinkfinger im C-Terminus
von CES-1 sind im N-Terminus keine weiteren Sequenzen, die mit anderen
Snail-Proteinen homolog sind, wie z.B die SNAG-Domine oder ein CtBP-Binde-
motiv. Die Funktion von CES-1 als Repressor der egl/-/-Transkription unterliegt daher
nicht den fiir Snail-Proteine bekannten Mechanismen. Die Ergebnisse der
durchgefiihrten Experimente zeigen vielmehr, dass CES-1 die egl-/-Transkription
blockiert, indem es wahrscheinlich mit einem Aktivator um die gleichen Bindestellen
im egl-1-Lokus konkurriert und die Bindestellen fiir den Aktivator blockiert (4.6). In
vivo wurde bereits gezeigt, dass mSna, ein Snail-Protein aus der Maus, mit einem
Homodimer des bHLH-Proteins E47 (Daughterless-dhnlich) bzw. mit einem
Heterodimer aus E47 und MASH-2 (Achaete-Scute-dhnlich) um die Bindung an E-
box-Motive konkurriert (Nakayama et al., 1998). In einem Transfektions-Assay wird
die E-box-abhingige transkriptionale Aktivierung eines Reportergens durch MASH-2,
aufgrund der Uberexpression von mSna blockiert. Die Wirkung des mSna-Proteins als
Repressor der Transkription ist unabhédngig von der N-terminalen SNAG-Doméne.
Diese Erkenntnisse zeigen, dass die Funktion von Snail-Proteinen als transkriptionale
Repressoren unter anderem durch die Verdringung eines Aktivators von den
gemeinsamen Bindestellen gewdhrleistet werden kann. Deshalb scheint es sehr
wahrscheinlich zu sein, dass CES-1 die egl-/-Expression in ces-1(gf)- und in
ces-2(If)-Mutanten durch Blockierung der Bindestellen, die fiir die Aktivierung

notwendig sind, reprimiert.
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5.4 HLH-2/HLH-3 ist ein potentieller Aktivator der egl-I-
Transkription in den NSM-Schwesterzellen

Es wurde in vivo gezeigt, dass Region B im eg/-/-Lokus fiir programmierten Zelltod
der NSM-Schwesterzellen notwendig ist (4.3.2). Da programmierter Zelltod der
NSM-Schwesterzellen von der egl-1-Expression abhingig ist (5.1), enthdlt Region B
wahrscheinlich alle cis-regulatorischen Sequenzen, die fiir die eg/-/-Transkription in
diesen Zellen erforderlich sind. Eine ces-/(If)-Mutation hat keinen erkennbaren
Phanotyp zur Folge (Ellis und Horvitz, 1991; Metzstein und Horvitz, 1999), daher ist
CES-1 fiir den Tod der NSM-Schwesterzellen und somit fiir die Aktivierung von
egl-1 nicht erforderlich. Vielmehr kdnnen gf-Mutationen in ces-/ und If-Mutationen
in ces-2 den Zelltod der NSM-Schwesterzellen verhindern. Zudem blockieren die
ces-2(1f)- bzw. ces-1(gf)-Mutation programmierten Zelltod nur in wenigen Neuronen,
ndmlich den NSM-Schwesterzellen bzw. den NSM-Schwesterzellen und den
12-Schwesterzellen (Ellis und Horvitz, 1991; Metzstein und Horvitz, 1999). Das
bedeutet, dass Faktoren an der Aktivierung des programmierten Zelltods der
NSM-Schwesterzellen beteiligt sind, die ebenfalls durch Region B agieren und die
egl-1-Expression gezielt in diesen Zellen aktivieren. Die vier Snail-Bindestellen
5'-CACCTG-3" in Region B iiberlappen mit DNA-Bindemotiven fiir
bHLH-Transkriptionsfaktoren, den sogenannten E-box-Motiven 5-CANNTG-3’
(Mauhin et al, 1993). bHLH-Proteine sind in zahlreichen Organismen fiir die
Determinierung und Differenzierung verschiedener Zelltypen entscheidend, unter
anderem in neuronalen Vorlduferzellen und Neuronen (Guillemot et al., 1999; Lee,
1997; Massari und Murre, 2000). Daughterless-dhnliche Proteine, eine Untergruppe
der bHLH-Proteine, zeigen ein sehr umfangreiches Expressionsmuster und bilden
sowohl Homo- als auch Heterodimere. Eine weitere Untergruppe, mit Vertretern der
Atonal-dhnlichen und der Achaete-Scute-dhnlichen Proteine, wird in spezifischen
neuronalen Zellen exprimiert. Diese Proteine bilden Heterodimere mit
Daughterless-dhnlichen Proteinen. Heterodimere der Achaete-Scute-dhnlichen und
Daughterless-dhnlichen Proteine aus Drosophila binden in vitro an die E-box-Motive
5'-CANNTG-3" und agieren als transkriptionale Aktivatoren (Cabrera und Alonso,
1991). Das einzige daughterless-dhnliche Gen in C. elegans ist hlh-2. Es wird sehr
frith wéhrend der Embryogenese exprimiert und ist zusammen mit /in-32 (lin, lineage

abnormal), einem Atonal-dhnlichen bHLH-Gen, fiir die Etablierung spezifischer
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neuronaler Zelllinien im Schweif der Minnchen verantwortlich (Portman und
Emmons, 2000). LIN-32/HLH-2-Heterodimere binden in vitro an E-box-Motive und
agieren wahrscheinlich wihrend der Differenzierung neuronaler Vorlduferzellen als
Aktivatoren der Genexpression. HLH-3, ein Achaete-Scute-dhnliches bHLH-Protein
bildet ebenfalls Heterodimere mit HLH-2, die in vitro an E-box-Motive binden
(Krause et al., 1997). Das hlh-3-Gen wird ebenso wie /4lh-2 in Neuronen wihrend der
Embryogenese exprimiert und ist wahrscheinlich fiir die Neurogenese von Bedeutung
(Krause et al., 1997). Es wurde gezeigt, dass 4/h-2 und hlh-3 auch fiir programmierten
Zelltod der NSM-Schwesterzellen notwendig sind, und dass sie genetisch nach ces-1/
wirken (J. Hatzold, pers. Mitteilung). Dariiber hinaus binden HLH-2/HLH-3-Hetero-
dimere in vitro spezifisch an die Snail-Bindestellen in Region B (J. Hatzold, pers.
Mitteilung). HLH-2/HLH-3-Heterodimere sind somit geeignete Kandidaten fiir die
Aktivierung der egl-I-Expression in den NSM-Schwesterzellen. Es ist von
Bedeutung, in zukiinftigen Experimenten sowohl die 4/h-2- und hlh-3-Expression als
auch die ces-I-Expression in den NSM-Zellen und den NSM-Schwesterzellen zu

analysieren.

5.5 Wihrend der Regulation des programmierten Zelltods der NSM-
Schwesterzellen konkurrieren CES-1 und HLH-2/HLH-3 fiir die
gleichen Bindestellen im egl-1-Lokus

Region B des egl-7-Lokus umfasst alle cis-regulatorischen Sequenzen, die fiir die
Spezifizierung des programmierten Zelltods der NSM-Schwesterzellen notwendig
sind (4.3.2). Region B enthdlt vier Konsensus-Sequenzen fiir Snail-Bindeproteine
(4.3.3), die mit den Bindestellen fiir bHLH-Proteine, den E-box-Motiven iiberlappen
(Mauhin et al., 1993). Dariiber hinaus bindet sowohl CES-1 als auch ein Heterodimer
aus HLH-2 und HLH-3 in vitro spezifisch an die Snail-Bindestellen in Region B
(4.4.2) (J. Hatzold, pers. Mitteilung). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass hlh-2
und Alh-3 fiir den programmierten Zelltod der NSM-Schwesterzellen notwendig sind.
In ces-1(gf)- bzw. in ces-2(If)-Tieren wird die egl-I-Expression in den
NSM-Schwesterzellen moglicherweise durch den Repressor CES-1 und den
potentiellen Aktivator HLH-2/HLH-3 transkriptional reguliert. Es wurde bereits
mehrmals gezeigt, dass Snail-Transkriptionsfaktoren antagonistisch zu bHLH-Prote-

inen wirken, besonders zu Daughterless/Achaete-Scute-Heterodimeren, indem sie um
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die gemeinsamen Bindestellen konkurrieren (Fuse et al., 1994; Nakakura et al., 2001;
Nakayama et al., 1998; Perez-Moreno et al., 2001). In einem Transfektions-Assay
wird die E-box-abhdngige transkriptionale Aktivierung eines Reportergens mittels den
bHLH-Proteinen Daughterless und Scute aus Drosophila, durch den Snail-Trans-
kriptionsfaktor Escargot, blockiert (Fuse et al., 1994). Die E-box-abhéngige
Aktivierung eines Reportergens durch bHLH-Heterodimere aus hASH1 (hASHI,
human achaete-scute homologue-1) und E12 (Daughterless-dhnliche) wird durch das
CES-1-Homolog hScrt (hScrt, human scratch) blockiert (Nakakura et al., 2001). Ein
vergleichbarer Mechanismus scheint auch bei der Regulation des programmierten
Zelltods der NSM-Schwesterzellen eine Rolle zu spielen. Der Phénotyp einer
ces-2(1f)-Mutation ist von einem funktionalen ces-/-Gen abhdngig und hat wahr-
scheinlich die Uberexpression von ces-I zur Folge (Ellis und Horvitz, 1991;
Metzstein und Horvitz, 1999). Aufgrund der daraus resultierenden erhohten CES-1-
Konzentrationen kann CES-1 in den NSM-Schwesterzellen mit HLH-2/HLH-3 um
dessen Bindung an die Snail-Bindestellen (5'-CAGGTG-3") im egl/-1-Lokus
erfolgreich konkurrieren und verhindert dadurch die Aktivierung der egl-/-Ex-
pression, worauthin die NSM-Schwesterzellen iiberleben (4.6). Verhindert man nur
die CES-1-Bindung an den egl-/-Lokus durch Mutationen in den Snail-Bindestellen
(5’-CATATG-3"), kann der Aktivator HLH-2/HLH-3 trotz erhohter CES-1-Menge die
Snail /E-box -Bindestellen binden, die egl-/-Expression aktivieren und den Tod der
Zellen einleiten. Mutationen in Region B die sowohl die CES-1-Bindung als auch die
HLH-2/HLH-3-Bindung unterbinden (Snail/E-box-Bindestellen, 5'-CATATA-3"),
verhindern den Tod der NSM-Schwesterzellen, da die eg/-/-Expression nicht aktiviert
wird. Obwohl die Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente (4.6) mit diesem
Modell iibereinstimmen, sind fiir die Aufkldrung der Regulationsmechanismen, die
zum Tod der NSM-Schwesterzellen fiihren, weitere Analysen notwendig. Wie bereits
erwéhnt, ist es erforderlich, sowohl die Expression von A/h-2 und hlh-3 als auch die
ces-1-Expression in den NSM-Zellen und den NSM-Schwesterzellen zu analysieren.
Eine asymmetrische Verteilung der Proteine HLH-2, HLH-3 und CES-1 bei der
Teilung der NSM-Mutterzelle in eine NSM-Zelle und eine zum Sterben bestimmte
NSM-Schwesterzelle kann mdoglicherweise das Schicksal dieser Zellen bestimmen.
Zahlreiche Untersuchungen in Drosophila haben gezeigt, dass asymmetrische
Zellteilungen fiir die Differenzierung des Nervensystems von Bedeutung sind (Lu et

al., 2000). Genprodukte neuronaler Vorlduferzellen, die zur Differenzierung und
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Determinierung verschiedener Zelltypen beitragen, werden dabei asymmetrisch an die
Tochterzellen weiter gegeben. In neuronalen Vorlduferzellen in C.elegans, unter
anderem in den Vorlduferzellen der HSN-Zellen, wird ham-1 (ham, HSN abnormal
migration) exprimiert (Guenther und Garriga, 1996). Man nimmt an, dass die
asymmetrische Verteilung von HAM-1 in Vorlduferzellen, den Tochterzellen
ermoglicht, ein bestimmtes Schicksal anzunehmen. Da sich das Schicksal der
NSM-Zellen von dem ihrer Schwesterzellen unterscheidet, und die NSM-
Schwesterzellen bereits kurz nach ihrer Entstehung (15-20 min) sterben (Sulston et
al., 1983), ist es sehr wahrscheinlich, dass Faktoren wie HLH-2/HLH-3 bzw. CES-1,
die dieses Schicksal bestimmen, bei der Teilung der Mutterzelle asymmetrisch auf die

Tochterzellen verteilt werden.

5.6 Die zelltypspezifischen Regulatoren des programmierten Zelltods
in den NSM-Schwesterzellen sind zwischen C. elegans und hoheren
Organismen konserviert

Der zelltypspezifische Regulationsweg fiir programmierten Zelltod der
NSM-Schwesterzellen mit den Genen ces-/ und ces-2 ist ebenso wie die zentrale
Zelltodmaschinerie (Abb. 2.4) zwischen C. elegans und hoheren Organismen, wie
z.B. Sédugetieren, konserviert. Die DNA-Bindespezifitit des bZIP-Transkriptions-
faktors CES-2 ist homolog zum HLF-Protein (Metzstein et al., 1996). HLF ist fiir die
Funktion differenzierter Neuronen sowohl wéhrend der Entwicklung, als auch in
erwachsenen Méausen von Bedeutung (Hitzler et al., 1999). Die onkogene Form von
HLF, das E2A-HLF-Fusionsprotein, wird aufgrund einer chromosomalen
Translokation (t(17;19) q(22;13)) in akut lymphatischer Leukdmie (ALL) gebildet.
Dabei wird die Transaktivator-Domidne des bHLH-Proteins E2A und die
DNA-Bindedomine von HLF fusioniert (Inaba et al., 1996; Inaba et al., 1992). Der
chimire Transkriptionsfaktor E2A-HLF wird in pro-B-Zellen exprimiert und ist
wahrscheinlich fiir das unkontrollierte Uberleben der pro-B-Zellen verantwortlich.
Der bZIP-Transkriptionsfaktor NFIL3 (NFIL3, nuclear factor regulated by IL-3) wird
in pro-B-Zellen exprimiert und durch Interleukin 3 (IL-3) reguliert (Ikushima et al.,
1997). Aufgrund der konstitutiven Expression von E2A-HLF in pro-B-Zellen ersetzt
dieses Onkoprotein wahrscheinlich NFIL3 in einem IL-3-abhéngigen Regulationsweg

fiir das Uberleben der pro-B-Zellen. E2A-HLF blockiert programmierten Zelltod in
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pro-B-Zellen, wahrscheinlich durch die Aktivierung eines anti-apoptoischen Faktors,
und verursacht dadurch deren leukdmische Transformation (Inaba ef al., 1996). Auf
der Suche nach diesem postulierten anti-apoptotischen, durch E2A-HLF regulierten
Faktor, wurde das humane Gen SLUG identifiziert (Inukai et al., 1999). Das SLUG-
Protein ist ebenso wie CES-1 ein Transkriptionsfaktor der Snail-Proteinfamilie. Die
Zinkfinger beider Proteine haben eine Sequenzdhnlichkeit von 50 % und binden in
vitro die Konsensus-Sequenzen fiir Snail-Proteine 5-CACCTG-3". In humanen
lymphatischen Vorlduferzellen hat SLUG eine Funktion als anti-apoptotischer Faktor
(Inukai et al., 1999). Es wurde ein Modell aufgestellt, wonach SLUG durch die
Funktion von E2A-HLF in lymphatischer Leukdmie {iberexprimiert wird und
moglicherweise  programmierten Zelltod in  pro-B-Zellen, durch einen
Regulationsweg, der mit dem zelltypspezifischen Regulationsweg in den NSM-
Schwesterzellen von C. elegans vergleichbar ist, blockiert (Inukai et al., 1999).
Mutationen, die in der Maus zum Funktionsverlust von SLUG fiihren, haben eine
erhohte Anzahl hdmatopoetischer Zellen im Blutkreislauf zur Folge und zeigen eine
erhéhte Empfindlichkeit auf y-Strahlung (Inoue et al., 2002). Bisher wurden jedoch
weder im Menschen, noch im Mausmodell Gene analysiert, die durch SLUG reguliert
werden.

Homologe des HLH-2-Proteins sind nicht nur fiir die Determinierung und
Differenzierung neuronaler Vorlduferzellen und Neuronen von Bedeutung, sie sind
ebenfalls an der Regulation von Apoptose beteiligt. Das menschliche Gen E24 codiert
fiir zwei Daughterless-dhnliche bHLH-Proteine, E12 und E47, die homolog zu HLH-2
und wéhrend der Entwicklung von B- und T-Zellen von Bedeutung sind (Herblot et
al., 2002; Pan et al., 2002). Mause mit Mutationen die zum Funktionsverlust der
E2A4-Gene fiihren, sind fiir die Entwicklung von Lymphomen im Thymus dieser Tiere
sehr anfillig. Die Uberexpression des Gens in abgeleiteten Zelllinien dieser
Lymphome, fiihrt zur Aktivierung von programmiertem Zelltod (Engel und Murre,
1999). In vitro wurde bereits gezeigt, dass E12 bzw. E47 mit den HLH-3-Homologen
hASHI bzw. MASH-2 Heterodimere bilden, und mit den CES-1-Homologen hScrt
bzw. mSna um gemeinsame Bindestellen konkurrieren (Nakakura et al, 2001;
Nakayama et al., 1998). Im Humansystem werden sowohl hASH1 als auch hScrt in
Krebszelllinien aus der Lunge exprimiert, wobei hScrt die Wirkung bzw. die Funktion

von hASH1 wihrend der Differenzierung der Tastsinneszellen in der Lunge
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moglicherweise moduliert und dadurch Lungenkrebs verursacht (Nakakura et al.,
2001). Die mogliche Funktion von bHLH-Proteinen und Snail-Proteinen wéhrend der
Regulation von programmiertem Zelltod in einem gemeinsamen genetischen Weg

konnte bisher in vivo nicht gezeigt werden.
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