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Zusammenfassung

Der Hydra—Kopforganisator dient als Modell fiir die Musterbildung bei der Embryogene-
se der Eumetazoa (Gewebetiere), da er die Entstehung einer Kérperachse induzieren kann.
Man nimmt an, dafl die oral-aborale Achse der radidrsymmetrischen Hydra (Cnidaria) vom
Kopforganisator, in Analogie zur Induktion der Korperachsen bei den bilateralsymmetri-
schen Vertebraten (Wirbeltiere), durch die Sekretion von Morphogenen festlegt wird.

Neue Ergebnisse zeigen, dafl Teile der hochkonservierten, molekularen Signalkaskaden, welche
bei den Bilateriern die Embryogenese steuern, schon in den Cnidariern vorhanden sind und
hier dhnliche Funktionen ausiiben. Dadurch stellt sich die Frage, was die molekulare Mini-
malausstattung der gemeinsamen Vorfahren der Bilaterier und Cnidarier (‘Ur-Eumetazoa’)
war und wie sich ausgehend von dieser Grundlage die Diversifizierung der Kérperbauplédne
vollzogen hat. Da die axiale Organisation von Gewebe hierbei eine entscheidende Rolle spielt,
ist die Herkunft und die Evolution von Organisationszentren besonders interessant.

Um diese Fragestellungen zu bearbeiten, wurden zwei EST-Bibliotheken hergestellt, wel-
che besonders die Transkripte aus der Organisatorregion von Hydra sowie aus Organisator—
regenerierendem Gewebe représentieren. Die Analyse dieser ESTs bestétigte und erweiterte
die Vermutung, dafl die wichtigsten embryonalen Signalkaskaden der Bilaterier, wie die Wnt—,
TGF (G-, FGF—, Notch—, Hedgehog—, Cytokin—und weitere Wachstumsfaktor—vermittelten Si-
gnalwege im Apikalbereich der einfach strukturierten Hydra bereits vorhanden sind.
Weiterhin wurden in den Bibliotheken die besonders wichtigen Antagonisten der Wnt— und
BMP (TGFp)-Signaltransduktionswege identifiziert, welche die anteroposteriore und die
dorsoventrale Achse in Bilateriern spezifizieren. In dieser Arbeit wurde die molekulare Evo-
lution der Proteindoménen des bereits klonierten Hydra Chordin-like (HyChdl) untersucht
und die Funktion dieser Doménen bei der Antagonisierung des BMP—Signalwegs durch hete-
rologe Expression in Zebrafisch-Embryonen untersucht. Weiterhin wurde die Spezifizierung
der oral-aboralen Korperachse durch HyChdl und HyBMP5-8b mit dem Chordin/BMP-
Antagonismus bei der dorsoventralen Achsenbildung der Bilateria verglichen.

Der zweite untersuchte Inhibitor, ein Wnt-antagonistisches Dickkopf-Ortholog
(HyDkk1/2/4-A), konnte erfolgreich als Antagonist des Wnt-Signalwegs im Xenopus
—Embryo eingesetzt werden. In Expressionsstudien wurde gezeigt, dafl das im adulten Poly-
pen zum hywnt3a—Transkript komplementér exprimierte hydkk1/2//—A-Transkript bei rege-
nerativen Prozessen aufreguliert und mit hywnt3a co-exprimiert wird. Dies wurde zusammen

mit dem Verlust der Kopfregenerationsfiahigkeit in hydkk1/2/4-reduzierten Polypen in Zu-
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sammenhang mit einer essentiellen, Wnt—-antagonistischen Rolle bei der oral-aboralen Ach-
senbildung gebracht.

Anhand dieser molekularen Daten wurden diese beiden wichtigen, ancestralen Signalsysteme
in Einklang mit bestehenden Theorien zur axialen Musterbildung durch Selbstorganisation
in Hydra gebracht. Daraus lief3 sich ableiten, dafl die Wnt/Dkk—und BMP /Chordin—Systeme
in Hydra als Komponenten eines einzigen Musterbildungssystems parallel entlang der oral—
aboralen Korperachse agieren, welches primér vom Kopforganisator koordiniert wird. Der
Vergleich mit dem bilateralsymmetrischen Achsensystem der Bilaterier legte nahe, daf§ die
urspriinglich gekoppelten Wnt /Dkk— und BMP /Chordin—Systeme im Lauf der Evolution se-
parate Achsen innerhalb der Bilateria festlegten. Aktive Wnt//3-Catenin—Signaltransduktion
und die Unterdriickung von BMP-Signalen sind Voraussetzung fiir die Spezifizierung der
achsenkoordinierenden Organisatoren von Wirbeltierembryonen und, wie diese Arbeit impli-
ziert, hochstwahrscheinlich auch fiir den Hydra—Kopforganisator, obwohl sich die etablierten
Organisatoren in ihrer Molekiilkomposition unterscheiden.

Im Zusammenhang mit der Modulation von Signalkaskaden wurden neben den Antagonisten
drei Thrombospondin Repeat Typ I-enthaltende Molekiile der Extrazelluldrmatrix bei der
Musterbildung von Hydra in vergleichenden Sequenz— und Expressionsanalysen untersucht.
Die Doménenkomposition sowie die differentielle Expression von hytsri, hytsr2 und hytsr-like
entlang der oral-aboralen Achse unterstiitzen eine adhésive, eventuell aber auch regulative
Funktion der Proteine in differenzierten Strukturen und wéhrend Gewebe-Rearrangements
sowohl im Kopf als auch im basalen Bereich. Weiterhin wurde an HyTSR1 und HyTSR-
like beispielhaft die Evolution von Matrixmolekiilen durch ‘Exon-Shuffling” und der damit

verbundenen Zunahme an funktionellen Eigenschaften beschrieben.
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1 Einleitung

Eines der wichtigsten Ereignisse bei der Entstehung von multizelluldrem Leben — und eines
der grofiten Rétsel — ist die koordinierte Organisation von autonomen Zellen in differen-
zierte Gewebe innerhalb eines Organismus. Bei der Embryonalentwicklung von Tieren und
Pflanzen wird dieser Prozef}, ausgehend von einer Zelle, wieder und wieder durchlaufen und
ist der zentrale Gegenstand entwicklungsbiologischer Fragestellungen. Auch der Schleimpilz
Dictyostelium discoideum, der sowohl als einzellige Amobe als auch in geordneten, vielzelli-
gen Aggregaten vorkommt, wird als Modell verwendet, um die Mechanismen und Triebkréfte
der Gewebebildung zu verstehen (Abbildung 1.1). Von besonderem Interesse sind hierbei die
molekularen Grundlagen der Kommunikation zwischen einzelnen Zellen, der funktionellen
Zusammenlagerung in der Folge und schliellich der Musterbildungsprozesse, welche die uns

bekannten Formen schaffen.

Es war {iberraschend, daf§ die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen in den sehr
verschiedenen untersuchten Organismen einen hohen Grad an Gemeinsamkeiten aufweisen.
Konnten zuerst Transkriptionsfaktoren wie die Hox—Proteine der Tiere und deren Zielgene
als speziesiibergreifend konserviert beschrieben werden, so gibt es heute zahllose Beispiele fiir
weitere Proteine und deren Interaktionen. Mittlerweile hat sich ein Bild der Evolution ver-
dichtet, nach dem die morphologische Vielfalt der Organismen in weitaus geringerem Mafle
vom Auftreten neuer Genfunktionen, als vielmehr von extensiven zeitlichen und raumlichen
Rearrangements der Interaktionen von schon vorhandenen Genen bzw. ihren Produkten ab-
hiangt (Duboule und Wilkins 1998; Eizinger et al. 1999). Diese Erkenntnis inspirierte auch
das Konzept der ‘gene regulatory networks’ (Davidson 2001), welches extrem evolutiv kon-
servierte, d.h. fast unverdnderte Kerneinheiten von netzwerkartig zusammengeschlossenen,
regulatorischen Genen postuliert, und deren Rekrutierung in verschiedene molekulare Kon-
texte die Diversifizierung der Formen bewirkt.

Neben den Transkriptionsfaktoren sind auch die zelluldren Signalkaskaden evolutiv konser-
viert, deren Input diese schliellich in die Regulation von Genen umsetzen. Diese Signal-
transduktionswege, mit denen Zellen in Geweben untereinander kommunizieren, sind im
wesentlichen sowohl fiir die Musterbildungsprozesse der Embryogenese, aber auch fiir die
post—embryonalen Ereignisse im Gewebe, wie z.B. Homoostase und Regeneration, zustéin-
dig. Prominente Beispiele sind der TGF3'~ und der Wnt-Signalweg (Croce und McClay

LTransforming Growth Factor 3’



1.1 Molekulare Organisatoren und Achsenentwicklung 5

Abbildung 1.1. Modelle fiir Entwicklungsbiologie und Musterbildung. Links: Die Acker-
schmalwand (Arabidopsis thaliana; http://www.gsf.de/Aktuelles/Presse/biop_2004-08-23.phtml);
Mitte: Aggregationsstadien des Schleimpilzes Dictyostelium discoideum (Copyright, M.J. Grim-
son & R.L. Blanton, Biological Sciences Electron Microscopy Laboratory, Texas Tech University);
rechts: Oocyten des Krallenfroschs (Xenopus laevis, Dr. Georg Nagel, Max-Planck-Institut fiir Bio-
physik, Frankfurt/M).

2006; De Robertis und Sasai 1996), die beide essentielle Rollen bei der frithen Embryogenese
der Organismen spielen, aber auch in den anderen o.g. Prozessen fungieren. Mehr Einblick in
das Ausmafl der evolutiven Konservierung von Genen bzw. Proteinen gewinnt man derzeit
durch die immer zahlreicher werdenden Daten aus Genom— und Transkriptom-Projekten
verschiedenster Organismen, welche die Erkenntnisse aus den ‘klassischen’” Modell-Spezies,
den Wirbeltieren, der Fruchtfliege Drosophila und dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans
ergidnzen und zunehmend aus dlteren metazoischen Phyla gewonnen werden. Schon im gro-
ben Uberblick zeichnet sich ab, daB$ ganze Gruppen von rezenten Genprodukten innerhalb
von Signalkaskaden sehr frith in der Evolution entstanden sein miissen (Ball et al. 2004;
Croce et al. 2006; Kusserow et al. 2005; Nichols et al. 2006; Walton et al. 2006).

1.1 Molekulare Organisatoren und Achsenentwicklung

Von besonderem Interesse ist in der Entwicklungsbiologie die Entstehung von Symmetrie
und Polaritat im Embryo, sowie die Evolution dieser Prozesse. Die frithe Musterbildung wird
von Signalzentren im Embryo gesteuert, den Organisatoren. Am besten beschrieben ist der
die Embryogenese des Frosches Xenopus laevis steuernde Spemann—Mangold—-Organisator
(Harland und Gerhart 1997; Spemann 1938). Er spezifiziert im frithen Embryo dorsoante-
riores Schicksal und koordiniert damit zweierlei: Die Ausbildung der dorsoventralen Korpe-
rachse und die Regionalisierung der anterior-posterioren Korperachse. Der Organisator ist
molekular charakterisiert durch die Expression anterodorsalisierender und neuralisierender

Faktoren.
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Spemann-

Organisator

Ventrales Chord_m
Zenrum Noggin
Follistatin
CV-2 ADMP
Bmp4 Frzb-1
Tsg Mesoderm Crescent
XIr SFRP2
Bambi Dkk-1
Sizaed Cerberus
Antivin/Lefty
Xnrs
Shh
IGFBPS

Abbildung 1.2. Der Xenopus Spemann—Mangold—Organisator. Die Spezifizierung der dor-
soventralen Achse sowie die Entstehung der Neuralplatte entlang der anteroposterioren Achse
wird von sekretierten Proteinen aus dem induktiven Organisator (graue Fliche rechts) des ga-
strulierenden Xenopus—Embryos gesteuert. Er antagonisiert v.a. die ventral-spezifischen BMP—
Molekiile (graue Fliche links) mit Ausnahme von ADMP (‘anti-dorsalizing morphogenetic pro-
tein’), ein BMP-Molekiil, das im Organisator exprimiert ist. Dkk1=Dickkopfl; sFRP2="‘secreted
Frizzled-like protein 2’; Xnrs=‘Nodal-related proteins’; Shh=‘sonic hedgehog’; IGFBP5="‘insulin-
like growth factor—binding protein’; Xlr= ‘Xolloid-related’; Tsg=‘twisted gastrulation’. Veréindert
nach De Robertis und Kuroda (2004).

Dies sind neben Xnr-3 v.a. die Antagonisten der BMP?-Liganden Chordin, Noggin, Follista-
tin, Cerberus, sowie der Wnt—Antagonist Dickkopf (De Robertis et al. 2000; Gamse und Sive
2000) (Abbildung 1.2). Die Schliisselsysteme fiir die Etablierung des Organisators und die
Festlegung der Korperachsen sind dementsprechend die BMP— und Wnt-Signaltransduktion

mit maternalen und zygotischen Komponenten.

Wnt—Signaltransduktion

Der Wnt-Signalweg ist hochkonserviert und essentiell fiir die frithe Embryogenese der ho-
heren Metazoa wie Maus, Zebrafisch, Frosch, Seeigel, C. elegans und Drosophila melano-
gaster (De Robertis und Kuroda 2004; Kelly et al. 2000; Liu et al. 1999; Logan et al. 1999;
Nusslein-Volhard und Wieschaus 1980; Thorpe et al. 1997). Maternale Wnt—Signalaktivitéit
fithrt zur Dorsalisierung im sehr frithen Embryo sowie zur Bildung des Spemann—Mangold—
Organisators (zusammengefafit in Harland und Gerhart 1997). Defekte der zygotischen Wnt—
Signaltransduktion fithren v.a. zu schweren Stérungen der Musterbildung entlang der ante-

roposterioren Achse. Die Regulation der Wnt-Signaliibertragung und —integration ist kom-

2‘Bone Morphogenetic Proteins’
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plex, so werden beispielsweise im Froschembryo wnt—Transkripte rdumlich und zeitlich unter-
schiedlich exprimiert, was vor, wiahrend und nach der Gastrulation verschiedene Schicksale
spezifiziert (Stern 2004).

Wnt-Liganden sind sekretierte Glykoproteine, deren Aktion zur Stabilisierung des Tran-
skriptionsfaktors 3-Catenin fithrt (=‘kanonischer’ Wnt—Signalweg) und damit zur Transkrip-
tionsaktivierung von Zielgenen (zusammengefait in Cadigan und Liu 2006). Es existieren
noch weitere, Wnt-abhéngige Signalkaskaden, die als ‘nicht-kanonisch’ bezeichnet werden
und (-Catenin—unabhéngig die Transkription von Genen regulieren (zusammengefafit in
Pandur et al. 2002).

Die Ausbildung eines morphogenetischen Wnt-Gradienten wird u.a. durch extrazellulidre
Antagonisten erreicht, welche die Wnt—Liganden in ihrer Bindung an Rezeptoren beein-
flussen und die intrazelluldre Signalkaskade stoppen (Abbildung 1.3.) Das antagonistische
Dickkopf-Protein ist hierbei von besonderer Bedeutung: Es wurde als Kopfinduktor wahrend
der Embryogenese von Xenopus entdeckt (Glinka et al. 1998) und wurde mittlerweile auch in
anderen Modellorganismen als essentieller Faktor bei der anteroposterioren Musterbildung,
der Somitogenese sowie der GliedmaBen— und Augenentwicklung beschrieben (zusammen-
gefat in Niehrs 2006). In Vertebraten sind die Dickkopf (Dkk)-Proteine in 4 Subfamilien
zusammengefafit; drei davon (Dkk1, -2 und -4) fungieren als Wnt—Antagonisten, Dkk3 hin-
gegen kann die Wnt—Signaltransduktion nicht modulieren (Glinka et al. 1998; Krupnik et al.
1999; Mao et al. 2001a). Auerdem werden Wnt—unabhéngige Funktionen von Dkk1,2.4 bei
der Induktion von Apoptose und der Modulation des AP-1/JNK-Signalweges diskutiert
(Gregory et al. 2003; Niehrs 2006).

Dickkopf-Molekiile binden an die Rezeptoren LRP5 und —6 und parallel an Kremen-—
Rezeptoren (Bafico et al. 2001; Mao et al. 2002, 2001b; Semenov et al. 2001), aber nicht an
Wnt—Liganden direkt. Da dies zur Endozytose des Dkk—LRP5/6—Kremen—Komplexes fiihrt,
wird der essentielle Wnt—Co-Rezeptor LRP5/6 dadurch von der Zelloberfliche entfernt und
die Wnt—Signaliibertragung blockiert (Mao et al. 2002). Die rekombinante Expression der
zwei funktionellen, cysteinreichen Proteindoménen der Dickkopf-Molekiile zeigte, dafl die
C—terminale, cysteinreiche Doméne (CRD2) sowohl die Bindung an LRP5/6 als auch den
Wnt-antagonistischen Effekt vermittelt (Brott und Sokol 2002; Krupnik et al. 1999; Li et al.
2002). Die N-terminale CRD hingegen moduliert diesen Effekt, was abhingig vom zelluld-
ren Kontext auch zu einer Aktivierung des Wnt—Signalwegs im Fall von Dkk2 fithren kann
(Mao und Niehrs 2003; Wu et al. 2000).
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Abbildung 1.3. Der Wnt—Signaltransduktionsweg. (A) Die Interaktion zwischen Wnt—
Liganden, dem Frizzled—Rezeptor (Fz) und dem LRP5/6-Rezeptor rekrutiert das Protein Axin an
die Membran, das daraufhin degradiert wird. Dadurch kann die Kinase GSK3g inaktiviert werden
(iiber phosphoryliertes Dishevelled—Protein, nicht gezeigt), welche in aktiver Form den Transkrip-
tionsfaktor B-Catenin phosphoryliert und so fiir die Degradation markiert. Nicht—phosphoryliertes
[-Catenin transloziert in den Nucleus und aktiviert hier in Verbindung mit Tcf/Lef die Tran-
skription (nicht dargestellt). Uber Dishevelled werden auch die nicht-kanonischen Signalkaskaden
aktiviert. (B+C) Verschiedene extrazellulire Wnt—-Antagonisten wie Cerberus (CER), sFRP und
WIF-1 verhindern die Bindung von Wnt an LRP5/6— und Frizzled-Rezeptoren. Beide Arten der
Signaltransduktion werden blockiert (B). Der Antagonist Dickkopfl (Dkk) verhindert die Interak-
tion des Wnt—Frizzled-Komplexes mit dem LRP5/6-Rezeptor und verursacht zusammen mit dem
Transmembranprotein Kremenl/2 (Krm) die Internalisierung von LRP/6. Der kanonische Signal-
weg ist dadurch blockiert, der nicht-kanonische kann unabhéngig von LRP5/6 funktionieren (C).
Entnommen aus Kawano und Kypta (2003).

BMP-Signaltransduktion

Die BMP-Liganden gehoren zur TGF3-Familie von Wachstumsfaktoren und spielen eben-
falls in der Embryonalentwicklung der hoheren Metazoa eine evolutiv konservierte, essenti-
elle Rolle bei der Achsen— und Keimblattentwicklung (De Robertis und Kuroda 2004). Der
morphogenetische BMP-Gradient spezifiziert in Vertebraten v.a. ventrale Schicksale und
wird iiber dorsalisierende Antagonisten modifiziert, die im Organisationszentrum des frithen
Embryos exprimiert sind. Hier ist v.a. Chordin zu nennen, welches die Bindung von BMP—
Liganden an die entsprechenden Rezeporen verhindert, seinerseits aber durch eine Zink-—
Metalloprotease, Xolloid, inhibiert werden kann (zusammengefafit in De Robertis und Kuroda
2004; Garcia Abreu et al. 2002). Die Regulation dieser Faktoren bei der Generierung eines

achsenbildenden BMP-Gradienten ist komplex, neuerdings werden weitere Funktionen fiir
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den Antagonisten Chordin vermutet, wie etwa der Transport von inaktiven BMP—-Molekiilen
in entferntere Regionen (Eldar et al. 2002; van der Zee et al. 2006). Interessanterweise wurde
die durch den BMP-Gradienten festgelegte Achsenpolaritéit im Laufe der Evolution umge-
kehrt: Bei Protostomiern (z.B. Insekten) spezifiziert aktive BMP-Signaltransduktion dor-
sale Regionen statt ventrale wie in deuterostomen Tieren (Arendt und Nubler-Jung 1997;
De Robertis und Sasai 1996; Saint Hillaire 1822). Dies reflektiert die Flexibilitdt und Ro-
bustheit der BMP—Signalkaskade und ihrer Zielprozesse bei der Diversifizierung der Kérper-
baupléne.

In der Zelle werden durch die Bindung freier BMP—-Molekiile an ihre Serin/Threoninkinase—
Rezeptoren vom Typ I und —II, diese selbst und eine Klasse von Signaltransduktionsmolekii-
len, die Smad—Proteine, phosphoryliert (Abbildung 1.4). Durch die darauffolgende Translo-
kation der Smads in den Nucleus kénnen Zielgene aktiviert werden; die Spezifizitat entsteht
hierbei durch weitere, interagierende Transkriptionsfaktoren (zusammengefafit in Stern 2004;

Yamamoto und Oelgeschlager 2004).

Es gibt einige Hinweise darauf, dal Wnt— und BMP-Signalwege miteinander interagieren. So
aktivieren z.B. #-Catenin, der Transkriptionsfaktor Lef/Tcf und Smad4, ein Co-Smad, syn-
ergistisch die Transkription von Zielgenen (Nishita et al. 2000). -Catenin interagiert aber
auch mit dem I-Smad Smad7 (Han et al. 2006), was die Degradation von [-Catenin und
damit Wnt-Inhibition zur Folge hat. Es gibt weitere Beispiele eines kooperativen oder ant-
agonistischen Zusammenspiels beider Signalwege (zusammengefafit in von Bubnoff und Cho

2001), aber keine prinzipielle Abhéngigkeit voneinander.

1.2 Der Siilwasserpolyp Hydra als Modell fiir organisierte
Musterbildung

Eine der herausfordernden Aufgaben der vergleichenden Entwicklungsbiologie ist es, den hy-
pothetischen Vorfahren aller metazoischer Phyla zu rekonstruieren und die Basis—Ausstattung
der regulatorischen Signalnetzwerke zu bestimmen, die seinen Grundbauplan spezifizierten
(auch ‘Evo-Devo’~Forschung genannt).

Um zu verstehen, wie Signalkaskaden bzw. Signalnetzwerke in der Genese und Evolution von
Korperbaupldanen funktionieren, wird die axiale Musterbildung bei dem Siilwasserpolypen
Hydra untersucht, der einen vergleichsweise einfachen Koérperbau besitzt und stammesge-

schichtlich eine Verbindung zu den frithen Gewebetieren aufweist.



10

1 Einleitung

Chordin
Noggin

Follistatin ‘
XNR3

Cerberus
Coco
TSG
Dan

P

D) smad1/5/8/9 —
Smad4 - \ —

/Nucleus I

2
P' ventralisierende

OAZ : Genexpressiom

- J

Abbildung 1.4. Die BMP-Signaltransduktionskaskade. BMP-
Molekiile (auch ADMP und GDF (‘growth and differentiation fac-
tor’)) aktivieren als Homo-oder Heterodimere Typl— und Typll-TGF3-
Rezeptoren, was durch verschiedene Antagonisten (rote Box) inhibiert wer-
den kann. Der Inhibitor Chordin kann von Xolloid inaktiviert werden.
Die BMP—-induzierte Rezeptordimerisierung fithrt zur eigenen Phospho-
rylierung sowie von Smadl/5/8/9-Proteinen (R—-Smads), welche darauf-
hin an Smad4 (Co-Smad) binden und in den Nucleus translozieren. Hier
aktivieren sie zusammen mit gewebespezifischen Transkriptionsfaktoren
(z.B. OAZ) die Transkription von Zielgenen. Dies kann intrazelluldr von
Smad6/7 (I-Smads) und Smurf-Ubiquitin-Ligasen inhibiert werden. Ver-
dndert nach Stern (2004).
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Hydra gehort zum Phylum der Cnidaria

Nach heutiger Sicht bilden die Cnidarier eines der dltesten Phyla der ‘echten Vielzeller’, der
Eumetazoa (Abbildung 1.5). Sie zeigten zusammen mit den Ctenophoren als erste Tiergruppe
axiale Gewebeorganisation und entwickelten das erste, netzartig organisierte Nervensystem
(zusammengefafit in Mackie 1990). Thre phylogenetische Position ist in zweierlei Hinsicht
von Bedeutung: Der Ur-Cnidarier stand zwischen dem gemeinsamen Vorfahren aller Me-
tazoen und dem sogenannten Urbilaterier, mit dem sich eine neue Organisationsebene des
metazoischen Korperbauplans etablierte. Bilateralsymmetrische Tiere besitzen mit dem Me-
soderm ein Keimblatt mehr als die ‘diploblastischen’ Cnidarier mit Ekto— und Entoderm
und dariiberhinaus eine durch die anteroposterior und dorsoventral verlaufenden Korper-
achsen charakterisierte Symmetrie. Neue Erkenntnisse schreiben nun auch einigen vormals
radialsymmetrisch definierten Cnidarieren eine Bilateralsymmetrie durch zwei orthogona-
le Korperachsen zu. Diese werden offenbar durch sehr dhnliche Molekiile wie in Bilaterien
festgelegt, jedoch ist der Bezug zur anteroposterioren bzw. dorsoventralen Kérperachse nicht
eindeutig geklart (de Jong et al. 2006; Matus et al. 2006a; Rentzsch et al. 2006). Die verglei-
chende molekulare Analyse der Musterbildungsprozesse in Cnidariern und Bilateriern kann
demzufolge Einsicht in die Koordination und Beziehung ihrer achsenspezifizierenden Signal-
wege bringen.

Der Siiwasserpolyp Hydra sp. und die Seeanemone Nematostella vectensis (Anthozoa) sind
etablierte Modellorganismen, die nur entfernt verwandt sind und damit mittels komparativer
Studien die Analyse der Diversitit innerhalb der Cnidarier erméglichen. Dies kann zusam-
men mit der Untersuchung weiterer Arten Aufschlufl iiber die ancestralen Merkmale des
Ur—Cnidariers auf dem Weg zum Urbilaterier geben (Collins et al. 2006).

Die Biologie von Hydra

Hydra gehort zur Klasse der Hydrozoa, die innerhalb der Medusozoa eingeordnet sind, aber
ihr Medusenstadium sekundér verloren haben (Collins et al. 2006). Die Fortpflanzung ver-
lduft hauptséchlich asexuell iiber Knospung, die seitliche Absprossung eines neuen Individu-
ums. Bestimmte Umweltbedingungen induzieren die getrenntgeschlechtliche Gametogenese;
aus der befruchteten Oocyte schliipft der Primérpolyp (Martin et al. 1997).

Der Korper von Hydra ist einfach strukturiert (Abbildung 1.6). Die oral-aborale oder api-
kobasale Achse ist die Korperhauptachse, Hydra ist radidrsymmetrisch. Die Hinweise héu-
fen sich, daf§ dieses Merkmal nicht ancestral ist (de Jong et al. 2006; Matus et al. 2006a;
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Abbildung 1.5. Die Phylogenie der Metazoa. Die Cnidarier (blau) mit den zu den Medusozoa
gehorendem Hydrozoen Hydra sp. und dem Anthozoen Nematostella gehoren zu den Diploblasten,
den zweikeimbléttrigen Tieren; die Schwimme (Porifera) werden nicht dazu gezihlt, da sie keine
axiale Korperorganisation und keine echten Epithelien aufweisen. Die Triploblasten, die dreikeim-
blittrigen Tiere, gelten als synonym mit den Bilateria. Die Stellung der Placozoa (unterbrochene
Linie) innerhalb der Diploblasten als Schwestergruppe der Cnidaria wird kontrovers diskutiert.
Die Cnidaria enstanden vor etwa 500 bis 700 Millionen Jahren und stammen vom gemeinsamen
Vorfahren aller Metazoen (Urmetazoa, griiner Punkt) ab, welcher sich vermutlich vor etwa 1000
Millionen Jahren entwickelte. Die Bilateria besitzen einen gemeinsamen Vorfahren (Urbilateria, ro-
ter Kreis), der die Bilateralsymmetrie gekoppelt mit drei Keimblidttern besafl. Die Anmerkungen
an den Pfeilen geben die Neuerungen im Verlauf der Evolution an. Die Zweigldngen sind willkiir-
lich und geben keine Auskunft iiber den genauen, zeitlichen Verlauf oder die Distanz zwischen den
Gruppen. Verdndert nach Shu et al. (2006).
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Abbildung 1.6. Der Bauplan von Hydra. Fotographie (links, Tim Niichter) und schematische
Darstellung (rechts) eines adulten Polypen, verdandert nach Bode (2003). Die unbeschrifteten Pfeile
geben die Richtung des kontinuierlichen Gewebeflusses an.

Rentzsch et al. 2006).

Der Korper von Hydra ist grob unterteilbar in den Kopf, die Koérpersidule mit dem Gastral-
raum und die Fufiregion. Der homogene Gastralschlauch wird von differenzierten Strukturen
eingefafit: Am apikalen Ende findet sich das von ca. 7 Tentakeln umstellte Hypostom, am
Fuflende die Stielregion mit der adhésiven Basalscheibe.

Als Diploblast besitzt Hydra nur Ekto— und Entoderm (hier ‘Endoderm’), die als Epithelien
den Korper umgeben bzw. auskleiden und von einer Basalmembran, der Mesogloa, separiert
werden. Die Zellen beider Schichten haben Stammzellcharakter und durchlaufen permanent
Mitosen. Zwischen ekto— und endodermale Zellen eingestreut befindet sich eine dritte, plu-
ripotente Zellinie, die interstitielle Zellinie (i-Zellen). Aus ihr differenzieren Derivate wie
Neuronen, die Nesselkapsel-bildenden Cnidocyten, die Gameten sowie zymogene und mukd-

se Driisenzellen. Die i—Zellen sind nicht zu verwechseln mit dem mesodermalen Keimblatt.

Das Hypostom mit der Mundéffnung entspricht dem animalen Pol der Oocyte (Freeman
1981) und ist die wichtigste Struktur des Tieres. Neben der Nahrungsaufnahme werden
von hier aus Musterbildungs— und Differenzierungsvorgénge entlang der apikobasalen Achse
gesteuert. Transplantationsexperimente demonstrierten, daf§ hypostomales Gewebe indukti-

ve Fahigkeiten besitzt, d.h. eine sekundére Achse aus Gewebe des Wirtstieres organisieren
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kann (Browne 1909; MacWilliams 1983b). Der sogenannte Kopforganisator befindet sich
am apikalen Pol des Hypostoms und ist eine molekulare Funktionseinheit, die durch Se-
kretion von Signalproteinen morphogenetische Gradienten entlang der Koérperachse aufbaut
(MacWilliams 1983a, b, Zusammenfassung in Broun und Bode 2002). Daher ist der Kopf-
organisator von Hydra den embryonalen Organisatoren der héheren Metazoa vergleichbar,
welche die embryonalen und adulten Koérperachsen spezifizieren. Es ist unklar, ob sich solche
Signalzentren in Laufe der Evolution mehrmals unabhéngig voneinander entwickelt haben
oder einen gemeinsamen Vorlaufer besitzen; der Spemann—Mangold—Organisator wird als
spezifische Entwicklung der Wirbeltiere postuliert (Kourakis und Smith 2005).

Der permanente Organisator im adulten Polypen {ibernimmt entsprechend eine konstitutive
Funktion bei der Musterbildung: Das Tier erneuert sich kontinuierlich innerhalb von wenigen
Tagen durch die Proliferation der 3 Stammzellinien selbst, mit der starksten Mitoseaktivitét
im mittleren Gastralbereich. Dies verursacht einen Gewebeflul in Richtung Kopf, Knospe
und Fuf}; an den Tentakelspitzen und an der Basalscheibe losen sich die alten Zellen ab
(Campbell 1967, 1973). Der Kopforganisator induziert und koordiniert die Migrations- und
Differenzierungsprozesse durch die Ausschiittung von Morphogenen. Die de novo—Bildung
des Organisators findet im Embryo und auch in der sich ausstiilpenden Knospe statt (zu-
sammengefait in Bode 2003).

Diese Gewebeplastizitit begriindet die grofie regenerative Kapazitat Hydras; fehlende Kor-
perteile werden durch morphallaktische Prozesse ersetzt (Wolpert 2002), was durch die noch
im Nachbargewebe vorhandenen morphogenetischen Informationen gesteuert wird. Aber
auch in Abwesenheit duflerer morphogenetischer Gradienten kann Regeneration auftreten:
Durch Dissoziation der Polypen gewonnene Einzelzellen kénnen reaggregierten und komplet-
te Tiere regenerieren (zusammengefaft in Holstein et al. 2003). Durch diese bemerkenswerten
Féahigkeiten avancierte Hydra zu einem Modell fiir Embryonalentwicklung, Regeneration und

selbst—organisierende Musterbildung gleichermafien.

Hydra und das Reaktions—Diffusions—Modell der Musterbildung

Hydra ist ein Paradebeispiel fiir ein Modell der Musterbildung nach Reaktions—Diffusions—
Prozessen aus einem homogenen, morphogenetischen Feld, wie es von Turing 1952 erst-
mals entwickelt wurde und die Entstehung von Punkt— oder streifenférmigen Strukturen
in Tieren beschreibt. H. Meinhardt und A. Gierer vereinigten es mit dem Konzept Wol-

perts iiber durch morphogenetische Gradienten bereitgestellte Positionsinformation (Wolpert



1.2 Hydra als Modell fiir organisierte Musterbildung 15

A B P

Aktivator
Inhibitor

Aktivator

Inhibitor

Position —>

Abbildung 1.7. Das Aktivator—Inhibitor—-Modell der Musterbildung. (A) Zwei Substan-
zen mit unterschiedlicher Diffusionsreichweite stehen in einer negativen Riickkopplungsschleife: Der
Aktivator katalysiert seine eigene Produktion und die eines Inhibitors (Autokatalyse). Der Inhibitor
hemmt die Produktion und Autokatalyse des Aktivators. Nach Meinhardt und Gierer (2000). (B)
Das dynamische Gleichgewicht im Aktivator—Inhibitor—-System generiert Positionsinformation im
Gewebe: Leichter UberschuB des Aktivators fithrt zur Etablierung eines Aktivatorzentrums mit um-
gebender Inhibitordoméne (v.o.n.u.). Die dadurch entstehenden Gradienten produzieren verschiede-
ne Positionswerte fiir jeden Ort im System (‘source density’), mit dem hochsten Wert im Aktivator-
zentrum. Dies wiederum bedingt die unterschiedliche Kompetenz jeder Position, die Autokatalyse
zu starten. Verdndert nach http://www.eb.tuebingen.mpg.de/dept4/meinhardt/competen.html.

1969). In erweiterter Form wurde 1972 ein Reaktions—Diffusions—-Modell fiir Hydra vorge-
schlagen (Gierer und Meinhardt 1972; zusammengefafit in Meinhardt und Gierer 2000).

Die einfachste, molekulare Form dieses Modells beschreibt einen autokatalytischen Aktivator
mit kurzer Diffusionsreichweite, der die Produktion eines langreichweitigen Inhibitors kon-
trolliert, welcher wiederum den Aktivator limitiert (Abbildung 1.7). Dies destabilisiert die
anfinglich homogene Verteilung der Faktoren, und ein kleiner Aktivator-UberschuB geniigt
fiir die zunehmende Verschiebung des Gleichgewichts auf die Seite des Aktivators. Dieser
wiederum induziert eine héhere Inhibitorkonzentration, welcher in die Umgebung diffundiert
und hier die Aktivatorproduktion unterdriickt. Sobald der Aktivator in einem dynamischen

Gleichgewicht mit dem umgebenden Inhibitorbereich steht, ist eine stabile Situation erreicht.

Der Hydra—Kopforganisator entspricht hervorragend dem selbsterhaltenden Aktivatorzen-
trum des Gierer—Meinhardt—Modells. Die parallelen, mefibaren Kopfaktivations— und Kopf-
inhibitionsgradienten entlang der oral-aboralen Achse reprisentieren ein stabile Eigenschaft
des Gewebes, den Gradienten von Positionswerten oder die Quelldichte. Dieses Konzept be-
schreibt Quellen (Zellen) im Gewebe, die den Aktivator produzieren (Meinhardt 1993) und
bestimmen, wie kompetent das Gewebe zur Bildung oder Unterdriickung von Kopfstrukturen

ist. Der hochste Positionswert markiert dabei den Kopf bzw. den Organisator, der niedrigste
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Abbildung 1.8. Kopfregeneration bei Hydra. Nach Enthauptung unterhalb des Tentakel-
kranzes und Wundverschlufl steigt der Positionswert und damit das Kopfaktivationspotential in
der regenerierenden Spitze, was zunéchst zur Tentakelaktivierung (schwarz) und nachfolgend zur
Hypostomaktivierung und Reetablierung des Kopforganisators fithrt, mit anschlieender Differen-
zierung von Hypostom und Tentakeln. Verdndert nach Bode et al. (1988).

Positionswert den Fufl von Hydra.
Die molekulare Identitéat von Aktivator und Inhibitor sind jedoch bis heute nicht zweifelsfrei

geklart, ebensowenig, in welcher Form und Menge sie auftreten.

Organisator—-Regeneration und das Aktivator—Inhibitor—Modell

Eine enthauptete Hydra regeneriert innerhalb von 3 Tagen einen Kopf mit kompletten Struk-
turen. Im Gegensatz zur Knospung, bei welcher sich der Kopforganisator de novo aus ei-
nem Bereich bildet, der durch niedriges Kopfaktivations— als auch Kopfinhibitionspotential
gekennzeichnet ist (Berking 2003; Meinhardt 1993), ist dies bei der Kopfregeneration er-
leichtert, da hier die noch bestehenden hohen Positionswerte des umgebenden Gewebes die
erneute Autokatalyse des Aktivators beschleunigen.

Das Entfernen des Kopfes bewirkt den Verlust des Organisators bzw. der von ihm produ-
zierten Morphogene (Aktivator+Inhibitor). Die Autokatalyse des Kopfaktivators mufi neu
gestartet werden. Es wird nach einem 2-Part—Modell angenommen, dafl sich die Kopfak-
tivation und —inhibition aus zwei Systemen, der Hypostom— und Tentakelakivtation bzw.
—inhibition mit eigenen Morphogenen zusammensetzt (Meinhardt 1993). Das Hypostom-
system ist dem maximal moéglichen Positionswert zugeordnet und steht damit hierarchisch
iiber dem Tentakelsystem mit den néchstniedrigen Positionswerten. Das theoretische Modell
sagt voraus, dafl sich im enthaupteten Polypen im verbleibenden, apikalen Gewebe der Ten-
takelaktivator durch Autokatalyse schneller reetablieren kann als der Hypostomaktivator,
da der die Aktivation unterdriickende Tentakelinhibitor eine kiirzere Halbwertszeit als der

Hypostominhibitor besitzt. Die Tentakelaktivationszone besetzt daher zunéchst die apikale,
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regenerierende Spitze, bis sie vom spéter gebildeten Hypostomaktivator bzw. dem maxima-
len Positionswert ringformig nach basal verdrangt wird (Abbildung 1.8, Bode et al. 1988;
Meinhardt 1993). Die stabile Quelldichte wird sodann langsam wieder angepafit. Dieses Mo-
dell erklart das frithe Auftreten tentakelspezifischer Gene bei der Kopfregeneration an der
apikalen Spitze (Bode et al. 1988; Reinhardt et al. 2004; Technau et al. 2005). Im Gegensatz
dazu bildet sich der Hypostomaktivator vor dem Tentakelaktivator bei der sich ausstiilpen-
den Knospe sowie bei sehr tief geschnittenen Kopfregeneraten, da hier der Hypostominhibitor
ohnehin sehr gering konzentriert ist.

Die Neubildung des Kopforganisators wiahrend dieser Prozesse verleiht dem regenerierenden
Gewebe mit steigendem Positionswert sukzessive hohere induktive Fahigkeiten, welche nach
8 Stunden das Maximum erreichen (MacWilliams 1983b); diese Zeit wird daher als Neubil-

dungszeit fiir den Organisator angenommen.

Die Fufliregeneration bei Hydra verlduft innerhalb von 2 Tagen, also schneller als die Kopfrege-
neration. Es wird kontrovers diskutiert, ob der Fuf} einen eigenen, spiegelbildlichen Organisa-
tor mit entsprechendem FufBlaktivator und —inhibitor enthélt (Berking 2003; Bode und Bode
1984; MacWilliams 1983a, b). Generell etabliert sich ein Fufl beim niedrigsten Positions-
wert. In seiner gegenwértigen Form kann das Gierer-Meinhardt—Modell nicht die de novo—
Entstehung des Fufles bei der Knospe erklédren. Eine diesbeziiglich angepafite Version wurde
von Berking (2003) vorgeschlagen, welche die Knospenbildung aus einem bereits komplett
angelegten Knospenfeld mit ringformigen Feldern aller mdéglichen Positionswerte simulie-
ren kann. Dieses Modell postuliert, daf§ die Morphogene primér die lokalen Positionswerte
anstatt direkt die Kopf- und FuBdifferenzierung iiber ihre Gradienten kontrollieren. In der
Konsequenz redefiniert es den Kopforganisator als Ort der maximalen Expression von positi-
onswertidndernden Morphogenen, die das einzige Musterbildungssystem bei Hydra darstellen.
Die Fufi— und Kopfregeneration erklart sich hierbei iiber subtile Diffusionsprozesse dieser im
Wundbereich aufregulierten Morphogene, in Abhéngigkeit vom Positionswert des Nachbar-
gewebes. Dadurch werden der finale Positionswert entsprechend der urspriinglichen axialen

Polaritat wieder hergestellt und die Differenzierungsprozesse in Gang gesetzt.

BMP- und Wnt-Signaltransduktion bei Hydra und anderen Cnidariern

Fir die Présenz der achseninduzierenden Signale der Bilaterier, die BMP— und Wnt-
Signalkaskaden, gibt es in den diploblastischen Cnidariern geniigend Hinweise und auch fiir ei-

ne zumindest dhnliche Funktion (Hayward et al. 2002; Hobmayer et al. 2000; Kusserow et al.
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2005; Matus et al. 2006a; Reinhardt et al. 2004; Rentzsch et al. 2006; Samuel et al. 2001).
In Hydra ist die ‘kanonische’” Wnt—Signaltransduktion in der Etablierung des Kopforgani-
sators und der oral-aboralen Achse involviert (Broun et al. 2005; Hobmayer et al. 2000).
Gestiitzt wird dies durch &hnliche Resultate aus Hydractinia (Plickert et al. 2006), einer an-
deren Hydrozoen—Art. Die hypostomale Expression von hywnt3a und die autokatalytische
Aktivierungsfahigkeit von Wnt—Proteinen priadestinieren HyWnt3a als Komponente des Ak-
tivatorzentrums nach dem Gierer—-Meinhardt—Modell. In Nematostella vectensis regionalisie-
ren verschiedene Wnt—Liganden die larvale, oral-aborale Achse durch gestapelte Expression,
was an die zeitlich-rdumlich regulierten Hox-Doménen entlang der anteroposterioren Achse
der Bilateria erinnert (Guder et al. 2006a; Kusserow et al. 2005).

Den Hinweis auf eine Konservierung der BMP-Signalkaskade in Hydra geben ein apikal-
spezifisches, Chordin—#hnliches Molekiil (Rentzsch 2001) sowie BMP5-8-Orthologe, welche
vermutlich in der aboralen Musterbildung involviert sind (Reinhardt et al. 2004).

Diese Resultate, sowie die asymmetrische Expression eines BMP2/4-Orthologs in den An-
thozoen Acropora und Nematostella wahrend der Gastrulation und das ebenfalls differentiell
exprimierte Nematostella—Chordin lassen darauf schlieflen, dafl zumindest ein durch den
BMP-Antagonismus etablierter morphogenetischer Gradient ein ancestrales Merkmal der
Metazoa ist (Hayward et al. 2002; Matus et al. 2006a; Rentzsch et al. 2006).

1.3 Ziele dieser Arbeit

Die Kenntnis der molekularen Struktur des Kopforganisators bei Hydra sowie der Signal—
Prozesse, die zu seiner Entstehung fithren und bei der Achsendifferenzierung involviert sind,
kann einen wichtigen Beitrag zur Beschreibung des Korperbauplans eines ancestralen, axial
organisierten Tieres sowie zur Evolution der rezenten Formen liefern. Die Fragen, die mit

der vorliegenden Arbeit beantwortet werden sollen, sind daher:

1) Welche sekretierten Signalmolekiile werden im Kopforganisator produziert,
bzw. sind an seiner Entstehung und Erhaltung beteiligt?
Zur Beantwortung dieser Frage sollte eine cDNA-Bibliothek aus Organisator—spezifischem

Gewebe hergestellt und sequenziert werden.

2) Inwieweit lassen sich die von Rentzsch (2001) und Hobmayer et al. (2000)
implizierten Rollen fiir Wnt— und BMP—-Signaltransduktion bei der Achsenent-
wicklung von Hydra bestitigen und erweitern?

Eine Auswahl an Organisator-Molekiilen aus 1), welche mit Wnt— und BMP-Signaltransduktion
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in Zusammenhang zu bringen sind, sollte durch Analyse ihrer Expressionsmuster charakte-
risiert werden. Auflerdem sollte das Chordin-verwandte Molekiil HyChdl (Rentzsch 2001) in

funktionellen Analysen weiter charakterisiert werden.

3) Lassen sich aus der Beantwortung obiger Fragen neue Erkenntnisse fiir die
Evolution der Musterbildung, speziell der Kérpersymmetrie gewinnen?

Eventuelle konservierte Mechanismen bei der Achsenbildung sollten durch Vergleich der
Organisator—Signalmolekiile/~wege mit denen der Bilateria gefunden und beschrieben wer-

den.
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Ergebnisse
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2 Die Identifizierung von Genen des Hydra

Kopforganisators

Ein wesentlicher Teil der vorliegenden Arbeit beschéftigte sich mit der Suche und Isolierung
von Genen, die fiir Proteine kodieren, welche instruktive Funktionen in der Regeneration,
Neubildung und Erhaltung des sogenannten Kopforganisators und damit der oral-aboralen
Korperachse von Hydra besitzen. Grundgedanke eines solchen ‘Screenings’ war es, die mole-
kulare Zusammensetzung der bisher nur empirisch beschriebenen Kopforganisatorregion zu
bestimmen und damit die hier wirkenden Signalnetzwerke zu identifizieren und mit denen

der Vertebraten-Embryogenese zu vergleichen.

Die morphogenetischen Prozesse der Musterbildung, deren Steuerung vermutlich durch den
Kopforganisator erfolgt, werden meist durch das Vorhandensein von extrazelluldren Signal-
proteinen und ihren zugehorigen Rezeptoren auf der Zelloberfliche initiiert und reguliert. Als
erste Herangehensweise wurde daher eine DNA-basierte ‘Screening’-Methode gewéhlt, die
spezifisch auf sekretierte Signalmolekiile abzielt. Das sogenannte Signalpeptid—Selektions—
‘Screening’ (‘signal peptide secretion screen’) wurde erfolgreich fiir andere Gewebe und Or-
ganismen angewandt (Crosier et al. 2001; Jacobs et al. 1997; Klein et al. 1996; Lee et al.
2001) und kiirzlich auch fiir Hydra publiziert (Bottger et al. 2006). Es benutzt das fiir die
Zucker—Metabolisierung verantwortliche Invertase-System der Béckerhefe (‘yeast’, Saccha-
romyces cerevisiae), um aus einer cDNA-Bibliothek diejenigen DNA-Abschnitte zu identi-
fizieren, die fiir ein Signalpeptid codieren und damit auf ein sekretiertes Protein hinweisen.
So identifizierte DNA-Sequenzen aus dem Kopforganisator sollten vervollstindigt und die
interessantesten Kandidaten schliellich in Expressionsstudien charakterisiert werden.

Mit einer zweiten, alternativen Strategie wurde ein weniger fokussierter Ansatz verfolgt: Es
sollte eine allgemeine cDNA-Bibliothek hergestellt werden, die fiir ‘expressed sequence tags’
(ESTs) aus dem Kopforganisator—Bereich von Hydra kodiert. Diese kann anschliefend durch
Assemblierungs— und Annotierungsverfahren mittels moderner bioinformatischer Methoden
auf interessante Gene hin durchsucht werden. Mit diesem Projekt wurde im Rahmen dieser
Arbeit an einer internationalen, zentral verwalteten Initiative zur Charaktersierung des Hy-

dra—Transkriptoms teilgenommen (‘The Hydra EST project’).
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2.1 Der Signalpeptid-Sekretions-‘Screen’

Herstellung einer Kopforganisator—spezifischen cDINA—-Bibliothek aus
Hydra magnipapillata sf-1

Unter den sekretierten Proteinen eines Gewebes konnen die die Signalkaskaden steuernden
Liganden anteilméfBig einen sehr geringen Teil ausmachen. Es galt daher, diese von den iibri-
gen Extrazelluldarmatrix—Proteinen mit physiologischen und strukturellen Funktionen abzu-
trennen. Fiir die cDNA-Bibliothek wurde deshalb der temperatursensitive H. magnipapilla-
ta—Stamm sf-1 benutzt. Dieser verliert durch einen Anstieg der Kulturtemperatur um ca. 10
Grad seine interstitiellen Stammzellen (i-Zellen) und damit sukzessive den Pool an Vorldufer-
zellen fiir Derivate wie Nervenzellen, Driisenzellen und Nematocyten (Sugiyama und Fujisawa
1978a), die einen grofien Teil der sekretierten Proteine produzieren. Besonders die Nematocy-
ten, die sehr viele strukturelle Kapselproteine sezernieren, konnen dadurch eliminiert werden.
Es wurde gezeigt, dafl die Musterbildungsprozesse bei Hydra hauptséchlich von der ekto—und
endodermalen Zellinie abhéngen (Sugiyama und Fujisawa 1978a, b), daher werden Morpho-
gene v.a. in den epithelialen Zellen vermutet. Um eine ausgeglichenere Représentanz der in
morphogenetische Prozesse involvierten Proteine sowie von sekretierten Matrixproteinen zu
erlangen, wurden deshalb hitzebehandelte sf-1 Polypen verwendet, die weniger i—Zellderivate

besitzen.

Fiir die Anreicherung von Organisator—spezifischen Genen aus Hydra wurden zwei Ansétze
verfolgt, die zum einen den etablierten, sich selbst erhaltenden Organisator und zum anderen
den sich neu bildenden Organisator wiahrend der Regeneration des Kopfes adressieren. Ca.
24.400 weitgehend knospenlose, hitzegeschockte sf-1 Polypen wurden unterhalb des Tenta-
kelkranzes enthauptet. Die Kopfe mit dem Organisator wurden fiir die mRNA-Gewinnung
benutzt. Die Stiimpfe regenerierten {iber hochstens 24 Stunden und innerhalb dieses Zeit-
raums wurden ca. 17.100 regenerierende Spitzen zu verschiedenen Zeitpunkten isoliert, die
verschiedene Stadien eines sich wieder bildenden Organisators reprisentierten (Abbildung
2.1 und Tabelle 2.1). Frithe Regenerationsstadien wurden verstirkt verwendet, da angenom-
men wird, dal binnen 6 Stunden Regeneration die meisten Organisator-relevanten Gene

exprimiert werden.

Aus diesem Organisator— und regenerationsspezifischen Gewebe wurde Poly(A)TRNA ex-
trahiert, in doppelstriangige cDNA umgeschrieben und daraus Fragmente zwischen 100 und

1000 Basenpaaren (Bp) Lénge selektioniert, da DNA—-Abschnitte dieser Lénge fiir Signalpep-
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Regenerationszeit | reg. Spitzen

absolut ‘ [Y%]
1-2 hr 1340 3,2
2-3 hr 1520 3,7
3-4 hr 2245 5,4
4-5 hr 2500 6,0
5-6 hr 2180 5,2
6-7 hr 650 1,6
7-8 hr 502 1,2
8-9 hr 954 2,3
9-10 hr 270 0,6
10-11 hr 1220 2,9
11-12 hr 1214 2,9
12-13 hr 2080 5,0
18-24 hr 500 1,2

Tabelle 2.1. Zusammensetzung des Materials fiir die Organisator—spezifische cDNA—-
Bibliothek (‘secretion screen’)

cDNA aus 24.400 Kopfen und
17.100 regenerierenden Spitzen

Hltzeschock
Schnitt Regeneranon
Schnitt
0,5-24 h

Abbildung 2.1. Gewebeanreicherung fiir Organisator—spezifische cDINA—-Bibliothek

tide kodieren sollten, ohne aber zu viel Information fiir nachfolgende, die Faltung stérende

Proteinmotive zu enthalten.

’Screening’ der Organisator-spezifischen cDNA-Bibliothek in Hefe

Das 'Screening’ der Bibliothek auf Signalpeptid-codierende Sequenzen erfolgte in Hefe und
beruhte auf der Fahigkeit komplementierter Hefezellen, auf Raffinose als einzige Kohlenstoft-
quelle zu wachsen: Hefe besitzt das sezernierte Enzym Invertase (SUC2), welches u.a. das
Trisaccharid Raffinose durch Hydrolyse fiir die Hefezelle verfiighar macht. Der Expressions-
vektor pSUC2T7F1ori kodiert fiir Invertase ohne Startcodon und kann daher fiir die Fusion
mit Signalpeptid—kodierenden Sequenzen genutzt werden. Die Strategie ist in Abbildung 2.2
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verdeutlicht.

Um die cDNA-Bibliothek aus Hydra in Hefe zu durchsuchen, wurde cDNA-Bibliothek fiir
einen Vorabversuch amplifiziert, die Plasmid-DNA isoliert und damit Zellen des SUC2- und
Tryptophanbiosynthese—defizienten Hefestammes YTK12 (Genetics Institute, USA) transfor-
miert. Nach der Selektion auf Raffinose zeigten Kontroll-PCRs an willkiirlich ausgewéhlten
Klonen, daf§ die Insertgrofie der cDNA-Fragmente in der Hefe durchschnittlich nur 300 Bp

betrug, demnach trat eine deutliche Tendenz zu kleineren Inserts auf.

Charakterisierung Sekretions-positiver Klone

Aus den insgesamt ~400.000 erhaltenen Hefe-Primértransformanten konnten 336 SUC2-—
positive Transformanten (‘colony forming units’, CFU) auf Raffinose isoliert werden. Dies
entsprach mit 0,082 % knapp einer Groflienordnung mehr als dem Erwartungswert von ca.
0,0086 % (Jacobs et al. 1997), was entweder der Amplifikation der cDNA-Bank zuzuschrei-
ben ist oder aber die erfolgreiche Anreicherung sekretierenden Gewebes reflektiert. Davon
wurden die Insertionsfragmente aus 153 CFU erfolgreich von einer oder beiden Seiten sequen-
ziert. Anschlielend erfolgte die bioinformatische Aufarbeitung: Da die cDNA—Bank nicht nor-
malisiert war, mufite mit iiberrepréisentierten Fragmenten gerechnet werden, abhéngig von
der Expressionsstirke der Gene zum Zeitpunkt der mRNA-Isolierung. Die 153 Fragmente
wurden in 30 Gruppen (Cluster) zusammengefafit. Diese Sequenzen sollten nun hauptséch-
lich aminoerminale Enden von sekretierten Proteinen kodieren und waren durchschnittlich
369 Bp lang. Erste Datenbank—Analysen (tblastx) gaben z.T. Aufschluf iiber die Identi-
tdt der kodierten Proteine. Die abgeleitete Aminosduresequenz enthiillte, ob tatséchlich ein
Signalpeptid isoliert worden war. Dazu wurde die Aminosiduresequenz mit dem SignalP3.0
Server! iiberpriift, der sowohl physikochemische als auch empirische Daten zur Bestimmung
der Wahrscheinlichkeit fiir ein Signalpeptid mit einbezieht. Durch diese Analyse lief} sich der
Anteil von falsch-positiven Klonen zu bestimmen, der laut Literatur bei etwa 20 % liegen
wiirde (Jacobs et al. 1997). Grund hierfiir ist die mangelnde Konservierung der Signalpepti-
de von sekretierten Proteinen; sie werden am N—Terminus durch eine Folge von hydrophoben
Aminosduren auf einer Lange von etwa 20 Resten charakterisiert. Solche Bereiche kénnen al-
lerdings auch innerhalb von Proteinen vorkommen, was in Falsch—Positiven resultieren kann
(Kaiser et al. 1987). Eine weitere Quelle fiir falsch—positive Klone sind cDNA-Fragmente, die

bei Fusion an den Invertase-Leserahmen im richtigen Leseraster ein Start—Methionin liefern.

Thttp://www.cbs.dtu.dk /services/SignalP /
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Abbildung 2.2. Prinzip des Signalpeptid-Sekretions-‘Screenings’. Mit
der aus E. coli praparierten Hydra—Primérbibliothek (A) wurde der Invertase—
definziente Hefestamm YTKI12 (SUC™) transformiert (B). Sofern die cDNA-
Fragmente fiir Signalpeptide kodieren, wird Invertase produziert und sekre-
tiert, was die Hefezelle zum Wachstum auf Raffinose befihigt. (C) Kom-
plementation der SUC2-Defizienz am Beispiel des Signalpeptids von Hydra
Chordin-like (hychdl-SP, Rentzsch 2001) und Hydra Spinalin (Hellstern et al.
2006; Koch et al. 1998). hySpinalin-SP1 codiert dabei fiir eine kiirzere Se-
quenz als hySpinalin-SP2, welche das vollsténdige Signalpeptid enthélt. YTK12
(SUC™) allein ist nicht fihig, auf Raffinose zu wachsen. Memb=Zellmembran,
Cyt=Cytosol.
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Dies befiahigt die transformierte Hefezelle, eine intrazelluldre Form der Invertase zu produ-
zieren, welche den zu einem gewissen Anteil endocytierten Zucker intrazellular hydrolysieren
und dem Stoffwechsel zugénglich machen kann (Carlson und Botstein 1982). Die Analyse der
30 Cluster zeigte, dafl 7 von 30 (23 %) Contigs falsch—positive Klone représentierten (Tabelle
2.2).

Klon || Anzahl ESTs/Cluster | Gesamtlinge | Aminsosiduresequenz Signalpeptid
absolut (%] [Bp]

SP1 21 13,7 203 MRFLAVLLVVAAFVAFSEA

SP2 16 10,5 556 MILSLFLAFGILSVAAG

SP3 14 9,2 268 MRPRVRLILFVALVVVTYA

SP4 13 8,5 532 fp

SP5 10 6,5 519 MMKTLFFLSILVATMTTASA

SP6 9 5,9 360 MIKVLGFLILSSLCFA

SP7 8 5,2 207 MRFVLHVLFASILVLVPTIES

SP8 8 5,2 514 MAKVCAFFAFVFFVGVAHA

SP9 6 3,9 243 MRSTSLILFVAIVALTYA

SP10 6 3,9 858 MKVFCALLLLGVTLA

SP11 6 3,9 383 MKIFILFAFVSVIAT

SP12 5 3,3 473 fp

SP13 4 2,6 271 MKLMNAFTIVVISSVASG

SP14 4 2,6 294 MHLITLAAMISTATA

SP15 3 2,0 286 MNFPLFFLSFIILYIKKTYS

SP16 3 2,0 373 MAMRLVLACLVLGVAATQA

SP17 3 2,0 545 MRTIFVLSVLVATITTASA

SP18 2 1,3 709 MIKLNIFMLVFWVCKIWQCNG

SP19 1 0,7 128 fp

SP20 1 0,7 364 MMSVTIFVLAFIAFAQC

SP21 1 0,7 323 f.p

SP22 1 0,7 223 MKSTVILFITALCIVCSEG

SP23 1 0,7 286 fp

SP24 1 0,7 585 MKIITIVVCLLFGEWIQA

SP25 1 0,7 165 MRSTAAFLLFFAVANA

SP26 1 0,7 418 MNSVIVFIALIGLSFG

SP27 1 0,7 350 MMYSFLVFAATVALVSG

SP28 1 0,7 332 fp

SP29 1 0,7 227 MYVAIQAVLSLYASGRTTG

SP30 1 0,7 235 MRTVVFFILVSIFLVALKPTGTQA

Tabelle 2.2. Ergebnisse des Signalpeptidsekretions-‘Screenings’. Die Cluster sind geordnet
nach der Haufigkeit der ESTs, angegeben in absoluter Anzahl und [%]. Die Signalpeptidsequenzen
sind angegeben bis zu ihrer putativen Abspaltungsstelle (SignalP3.0). Die angegebene Linge in
Basenpaaren [Bp] stellt die Gesamt—Sequenzinformation eines Clusters dar. f.p.=falsch—positiv.

Viele der Contigs waren zu kurz, um geniigend konservierte Information fiir Datenbankab-

gleiche zu besitzen, insbesondere, da die N-Termini von Proteinen generell geringer konser-
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falsch-positiv 20 %

EZM 10%

unbekannt 23 %
ER Stoffwechsel 7%

Immunabwehr 3%

Signaltransduktion 37 %

Abbildung 2.3. Funktionelle Reprisentanz der Klone aus dem Signalpeptid—
Sekretions—’Screening’. ER = Endplasmatisches Retikulum; EZM = Extrazellularma-
trix.

viert sind. Mit Veroffentlichung des Hydra—EST-Projekts (sieche Abschnitt 2.2) wurde es
jedoch moglich, die Cluster aus dem Sekretions-‘Screening’ durch blastn—Analysen zu ver-
lingern. Die Gesamtsequenzen der 30 Gruppen wurden mit passenden EST-Fragmenten aus
der Datenbank zu einer Konsensussequenz zusammengesetzt (assembliert) und {iber ihre
Aminoséuresequenzen die Identitét der Proteine bestimmt (Tabelle 2.3). Bioinformatische
Analysen gaben zudem Aufschluf} iiber bestimmte Figenschaften der Proteine sowie iiber das

Vorhandensein von konservierten Doménen (Tabelle 2.3).

Die meisten gefundenen Proteine dieses vorldufigen ‘Screenings’ konnten der Gruppe ‘Si-
gnaltransduktion’ zugeordnet werden (Abbildung 2.3), was sich prinzipiell auf Zell-Zell-
Kommunikationsprozesse bezieht. Es handelte sich dabei v.a. um Proteasen und 2 Dickkopf-
dhnliche Liganden. Von einer Wiederholung des Pilot—Screenings’ in gréflerem Mafistab

wurde abgesehen (sieche Abschnitt 2.2 und Diskussion).
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Klon || Linge mRNA | Linge Protein | Annotation e—Wert PredictProtein
[Bp] [As]
SP1 396 92 Dickkopf-dhnlich (hyDkk1/2/4-A)
SP2 823 231 Elastase 3 1,00E-35
SP3 441 91 keine Ahnlichkeit Coiled—coil-Doméne, keine TM Doméne,
globular, keine Cysteinreste
SP4 1412 209 partielle Ahnlichkeit zu Microtubule— | 5,00E-21
SP5 1176 313 Serinprotease 2,00E-40
SP6 700 149 Cystatin 1,00E-03
SP7 500 95 keine Ahnlichkeit Disulfidbriicken, globular
SP8 1553 403 Rhamnose-binding Lectin 1,00E-45 | 4 Gal-Lectin Doménen
SP9 444 90 keine Ahnlichkeit 74 % Ahnlichkeit zu SP3, gleiche Eigenschaften
SP10 || 1169 293 Hydra Cathepsin
SP11 || 1606 405 Proteindisulfidisomerase 3,00E-100
SP12 || 1093 120 Caspase 3B 6,00E-43
SP13 || 685 193 keine Ahnlichkeit PLAC Doméne, evtl. 3 Cystein—reiche Motive
SP14 || 478 101 keine Ahnlichkeit kompakt, Disulfidbriicken
SP15 || 664 169 keine Ahnlichkeit Transmembrandoméne, globular, Disulfidbriicken,
Prokaryotische Lipoprotein—Lipid—Anheftungsstelle
SP16 || 682 149 Hydra NColl (Minikollagen)
SP17 || 1103 326 Serinprotease 2,00E-38
SP18 || 1102 351 Trypsin-like Serinprotease 2,00E-45
SP19 || 431 50
SP20 || 1283 387 Calreticulin 1,00E-116
SP21 || 1152 101
SP22 || 534 95 Dickkopf-&hnlich (hydkk1/2/4-C)
SP23 || 666 56 1,00E-16
SP24 || 719 203 Astacin-like Metalloprotease 2,00E-55
SP25 || 714 149 Minikollagen (#Hydra NCol1-4) 0,36
SP26 || 646 140 Cystatin 4,00E-05
SP27 || 350 mind. 71 ‘sexually induced protein 2’ 7,00E-16
SP28 || 1362 331 1,00E-67
SP29 || 993 314
SP30 || 534 84 Theromacin 1,00E-04

Tabelle 2.3. Identitéit der sekretionspositiven Klone. Angegeben sind die Transkript— und Proteinlingen (Bp bwz. As), sowie
die durch blastp oder tblastx ausgegebenen Annotationen, zusammen mit zugehorigen Expect (e)-Werten. e-Werte >107% wurden nicht
beriicksichtigt (=keine Ahnlichkeit). SP27 konnte weder mit der EST- noch der Genom-Datenbank vervollstindigt werden. Falsch-Positive
sind griin, bereits identifizierte Hydra Proteine blau gekennzeichnet.
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2.2 Das ‘Darmstadt Hydra—EST—Projekt’

Im Zuge des gemeinsamen Bemiihens mehrerer Hydra—Arbeitsgruppen, das Transkriptom
von Hydra verfiighar zu machen, wurde eine Organisator—spezifische EST-Bibliothek her-
gestellt. Da Signalproteine in Hydra eher schwach exprimert sind, kann durch diese Ge-
webeanreicherung die etwas verstirkte Préasenz der entsprechenden Transkripte gegeniiber
Haushalts— und Strukturgenen erwartet werden. Das Hydra EST-Projekt wurde von Hans
Bode und Rob Steele (Irvine, California) koordiniert; die Sequenzierung der Banken fand
am Genome Sequencing Center (Washington University School of Medicine, St. Louis) statt.
Der Erfolg des Projekts ist entscheidend von der Qualitdt und Quantitit der cDNA-Banken
abhéngig; die hier beschriebene cDNA-Bibliothek wurde zusammen mit der Firma GATC
Biotech, Konstanz, hergestellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Gesamt—RNA aus Kop-

fen und regenerierenden Spitzen des Hydra magnipapillata Stammes sf-1 isoliert.

Gewinnung kopfregenerationsspezifischen Materials aus Hydra magnipapillata
sf-1

Nach der im Abschnitt 2.1 beschriebenen Methode wurde Gesamt—RNA aus Kopfen und
regenerierenden Spitzen des Stammes sf-1 extrahiert. Die Polypen wurden dafiir nicht hitze-
behandelt, da ohnehin ein Normalisierungsschritt bei der Herstellung der cDNA-Bibliothek
vorgesehen war. Dadurch 148t sich ein Ausgleich der unterschiedlich stark reprisentierten
Transkripte erreichen, so dafl seltene mRNA—Spezies nicht mehr von haufigen, fiir Struk-
turproteine kodierende Transkripten iiberlagert werden konnten. Tabelle 2.4 gibt wieder,
zu welchen Anteilen verschieden lang regenerierte Spitzen in die RNA-Isolierung einflossen.
Insgesamt wurde 210 pug RNA aus 2190 Kopfen und 2018 kopfregenerierenden Spitzen zur
GATC-Biotech AG geschickt. Die Dokumentation der EST-Bibliothek—Herstellung findet
sich im Anhang, Seite 163.

Analyse der EST—-Daten

Bislang wurden insgesamt 145.105 EST-Fragmente aus allen verfiigharen Hydra—EST-
Bibliotheken sequenziert und in UniGene (NCBI) implementiert. Diese sind in 10.369 Cluster
assembliert?. Die ‘Darmstadt EST I'-Bibliothek ist mit 30.715 ESTs vertreten, von denen
25.385 in 5.444 der Cluster klassifiziert wurden. Die Aufarbeitung der EST-Daten aus den

2http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/UGOrg.cgi? TAXID=6085
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reg. Spitzen
Regenerationszeit | absolut ‘ (%]
0,25 h 201 | 10,0
1h 226 11,2
4h 240 | 11,9
Sh 223 | 11,1
12 h 180 8,9
16 h 175 8,7
20 h 187 9,3
24 h 220 10,9
28 h 165 8,2
A8 h 201 | 10,0

Tabelle 2.4. Zusammensetzung des Materials fiir die EST—Bibliothek

einzelnen Banken erfolgt zentralisiert, und ist vorraussichtlich Anfang des Jahres 2007 been-
det, jedoch gibt diese Arbeit einen Uberblick iiber die organisatorspezifischen Daten (Abbil-
dung 2.4). 17,3 % (941) der Cluster beinhalten sog. Singletons, d.h. bestehen aus nur einem
EST; nur 11,2 % umfassen > 10 ESTs. 20,5 % der Cluster finden sich nur in der Darmstadt—
Bibliothek. Die in UniGene assemblierten Cluster sind annotiert in Bezug auf die grofite
Ahnlichkeit bei einer blastx—Analyse im Vergleich mit 8 sequenzierten Organismen °, was
Aufschluf iiber Identitét bzw. Ahnlichkeit der durch die Cluster adressierten Gene gibt. Dies
ist jedoch limitiert, wenn man in Betracht zieht, dafl unter den Invertebraten nur die abgelei-
teten Gruppen der Insekten (D. melanogaster) und Nematoden (C. elegans) beriicksichtigt

werden und andere Protostomier (z.B. Lochotrophozoen) ganz fehlen.

3http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/FAQ.shtml
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Abbildung 2.4. Funktionelle Reprisentanz der Klone aus der Hydra EST—Bibliothek
(Darmstadt). (A)Verschiedene funktionelle Kategorien: Signaltransduktion, d.h. Proteine,
die an regulatorischen Signalkaskaden in allen Zellkompartimenten einschliefilich hormonel-
ler Wege beteiligt sind (mit Ausnahme von Transkriptionsfaktoren und Apoptose—Proteinen);
Extrazellularmatrix—Proteine (EZM); an Apoptose beteiligte Proteine; Strukturproteine (Cy-
toskelett, Ribosom); Transkriptionsfaktoren (TF); metabolische und biosynthetische Enzyme;
Zellzyklusproteine; Haushaltsproteine und schliefilich die Gruppe unbekannter Proteine, die kei-
nen Counterpart in den Datenbanken haben. (B) Subklassifizierung der Kategorie ‘Signaltrans-

duktion’ aus (A). Die Annotationen beziehen sich entweder auf generelle Proteinfunktion (z.B.

‘Kinase’) oder Zugehérigkeit zu einem bestimmten Signaltransduktionsweg (z.B. ‘Ras Signalweg’).

cAMP /PKA=cyclisches AMP-abhingige Proteinkinase A. Fiir die Einzelauflistung der Liganden
und Rezeptoren siehe Tabellen A.1 und A.2 im Anhang.
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3 Die Charakterisierung Thrombospondin—dhnlicher
Molekiile in Hydra

In Hydra wurden in einem ‘Two-Hybrid—Screening’ mit 3-Catenin als Koéder 4 Fragmente
isoliert, die fir ‘Thrombospondin repeat type I' ~Doménen (TSR) kodieren (B. Hobmayer,
K. Kuhn, unveroffentlicht); die Interaktion mit §-Catenin bestétigte sich allerdings nicht.
Die TSR-Motive sind sehr gut im Menschen beschrieben und sind funktionelle Module vie-
ler verschiedener, hochmodularer Proteine, welche zusammen die Superfamilie der TSR-
Proteine konstituieren. Proteine mit TSR-Motiven wurden zunéchst bei der Blutplattchen—
Aggregation, und bald darauf in einer Fiille von Prozessen der vaskuldren Homoostase
identifiziert, wie bei der Proliferation, Motilitat, der Vermittlung von Zell-Zell- und Zell-
Matrix—Kontakten, der Wundheilung, der Proteolyse von Proteinen und der Inhibition der
Angiogenese. Weiterhin sind TSR-enthaltende Proteine in der Extrazellularmatrix (EZM)
des embryonalen und adulten Nervensystems der Vertebraten, aber auch Invertebraten aktiv
(zusammengefafit in Adams und Tucker 2000; Tucker 2004). Besonderes Augenmerk erlangte
Thrombospondin-1, ein Multidoménen—Protein mit 3 TSR—Modulen, welches das Wachstum
von Tumoren durch Aktivierung von latentem TGF/-Komplex hemmen kann (Miao et al.
2001; Schultz-Cherry und Murphy-Ullrich 1993, zusammengefafit in Lawler 2002). Das cy-
steinreiche TSR-Motiv besteht aus ca. 60 Aminosdureresten mit der Konsensussequenz W8,

S9, W11, C14, C18, R25, R27, C29, C41, C51 and C56 (Adams und Tucker 2000).

Die TSR-kodierenden ¢cDNA-Fragmente wurden per PCR und in silico-Analysen zu 3
verschiedenen TSR-Proteinen vervollstandigt und HyTSR1, HyTSR2 und HyTSR-like ge-
nannt. Die Expression von hytsr! wurde bereits mit einer Sonde gegen eines der cDNA—
Fragmente im Hypostom Hydras beschrieben (Abbildung 3.1, Rentzsch 2001, siehe auch
Miljkovic-Licina et al. 2003).

Da die Modifikation von Signalmolekiilen durch Faktoren der Extrazellulirmatrix immer
héufiger diskutiert wird und einige TSR—Proteine daran beteiligt sind, lag es nahe, einen
eventuellen Zusammenhang zwischen der hypostomalen hytsri—Expression und dem Kopf-
organisator zu untersuchen; in diesem Rahmen wurden auch die 2 weiteren TSR—-Molekiile

in Expressionsanalysen studiert.
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Abbildung 3.1. hytsr1—Expression im Hypostom. ISH: F. Rentzsch.

3.1 Struktur der TSR Typ I-enthaltenden Proteine

Das auffilligste Merkmal dieser 3 Proteine ist die grofle Anzahl der TSR-Doménen. Ver-
gleicht man diese zunéchst untereinander (Abbildung 3.3), so fallt auf, dal die Doménen von
HyTSR1 und -2 einander sehr dhnlich sind. Die Sequenzen ihrer TSR—Motive zeigen hohe
Konservierung im Vergleich zu anderen Tieren bzw. zum Grundmotiv der TSR Typ I-Module
(Adams und Tucker 2000). Die TSR-Repeats aus dem dritten Molekiil weichen hingegen in
vielen Aminosdurepositionen ab, weswegen es Thrombospondin-Repeat Typl-like Protein
(HyTSR-like) genannt wurde. Die TSR-Domé&nen von HyTSR-like zeigen abgesehen von
den konservierten Cysteinresten grundsétzlich grofiere Variationen des Konsensusmotivs. Da
dieser Typus trotz extensiver Datenbank-Recherche bisher in keinem anderen Organismus
gefunden worden ist, stellt es aller Voraussicht nach ein Hydra— oder Cnidaria—spezifisches
Derivat der TSR-Motive dar.
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Abbildung 3.2. Sequenzanalyse von HyTSR1, —2 und HyTSR-like. Fortgesetzt auf nichs-
ter Seite.
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HyTSR2

TSR1
TSR2
TSR3
TSR4
TSR5
TSR6
TSR7
TSRS
TSRO
TSR10
TSR11
Consensus

< EN=N=NEE < =N

I
I
I

HyTSR-like

TSR1
TSR2
TSR3
TSR4
TSRS
TSR6
TSR7
TSR8
TSRO

TSR10
TSR11 N TENG----N@N€---LMLTDTQON[GNE QWYY (63

TSR12 ‘ FSTWDPTYTGEPE---ITRSEQI SEYANWYGCES
TSR13
TSR14 SFGG----N@NE---AVLTQSKN@YAE YT 3
TSR15 ‘ l FSTWNPNFAGCV!———ATRNEQQLCNQNVPCS
TSR16 TLNG----G@P----GASSQTQON@NVG\YS ez
TSR17 < C TFNG————NCNH———LMLTDTQNCNEQVYCP
TSR18 C ! FSTWDPTYTGEPE---DTRSEQI S[@

TSR19
TSR20 > SIS C GSLGG----N@NE---AVLTQTKNGINAE\YL e
TSR21 > ! FSTWNPNFLGCT!———ASRNEQQLCNQLVPCP
TSR22
TSR23
TSR24
TSR25

TSR26
TSR27 TWGAGDSS D--—-AGLI[@-
W

g9

Consensus

B

89 11 14 18 25 27 29 41 51 56
TSRcons X2GX4WS2WX C SX2 C GXGX3RX RX C X2PXPX2GGX2 C XGX7 CX3-4 CcpP
HyTSRI1 X2GX4WX4-5 C SX2 C GXGX3RX RX C X2PXPX2GGX2 C XGX7-9 C X4-5 C P
HyTSR2 X2GX4WX4-5 C SX2 C GXGX3RX RX C X2PXPX2GGX2 C X9-11 C X3-4 C P
HyTSR-like GX4WX2WX2 C SX2 C X3-7PXQX3 RX C X6-12 Cc X9-13 C NX3-4 C P

Abbildung 3.3. Sequenzanalyse von HyTSR1, —2 und HyTSR-like. (A) ClustalW-
Alignments der TSR innerhalb eines Molekiils: HyTSR1 50 TSRs, HyTSR2 11 TSRs, HyTSR-like
27 TSRs. Schattierungen geben den Grad der Konserviertheit von 70 % (grau) bis 100 % (schwarz)
an. (B) Erweiterte Konsensussequenzen der TSR-Repeats (mind. 80 %). ‘TSRcons’ gibt den Kon-
sensus aller bekannten TSRs an, nach Adams und Tucker (2000). Konservierte Cysteinreste sind
in rot dargestellt, andere konservierte Aminoséuren in griin. X=nicht—konservierte Positionen.
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Die Molekiile weisen eine ungewohnlich dichte Struktur auf, was die Anzahl und Architektur
der TSR-Repeats im Molekiil betrifft (Abbildung 3.4). Nur in einem anderen Protein fol-
gen die TSR ohne Zwischenregionen direkt aufeinander wie bei diesen Hydra—Proteinen: Im
‘thrombospondin type 1 repeat containing protein’ oder auch ‘ventral surface vesicle prote-
in” aus dem pflanzenpathogenen Pilz Phytophtora cinnamomi mit 47 aufeinanderfolgenden
Repeats (Robold und Hardham 2005), welches damit die strukturell grofte Ahnlichkeit zu
HyTSR1 aufweist. Die TSR-Motive des Pilzproteins sind stark abgewandelt, sie sind kiirzer
(ca. 50 AS) und es fehlen 2 der hochkonservierten Aminoséuren (C18 und C29) des Kon-
sensusmotivs (Adams und Tucker 2000). Es ist das bisher groite beschriebene TSR-Protein
und seine Funktion wird in der Adhésion von Pilzsporen bei der Wirtsinfekion vermutet.
Ahnlich wie HyTSR1 weist es hochgradiges ein Glykosylierungspotential und viele Zellan-
heftungsstellen auf (Sequenzen WSXW und CSVTCG + basische AS).

Weitere bekannte Molekiile mit zahlreichen TSR-Doménen sind das transmembranale ‘Throm-
bospondin type-1 domain-containing protein 7B’ (THS7B) aus Vertebraten mit 18 TSR
und unbekannter Funktion, sowie die Metalloproteinase gon-1 aus C. elegans (Blelloch et al.
1999) mit 17 TSR-Motiven. In beiden weisen diese jedoch gréfiere Absténde zueinander auf

als in den Hydra—Proteinen.

TSR Typ I-Motive kommen meistens in Kombination mit wenigstens einer, meistens meh-
reren anderen funktionellen Doménen vor. Auch in HyTSR2 befindet sich C—terminal eine
SUEL-type-Lectin-Doméne (Abbildung 3.4), welche als L-Rhamnose— und [-Galactosid—
bindende Domiéne beschrieben wurde, die Zellen agglutinieren kann'. Vermutlich hat dies
Einflufl auf Differenzierungsprozesse, zelluldre Erkennung und Gewebeaufbau. HyTSR-like
besitzt nach 2 N-terminalen TSR eine 'van Willebrand Faktor A’~Doméne (vWA), die in der
Extrazellularmatrix als Bindepartner von membranalen Glykoproteinen und Bindegewebs-
faktoren beschrieben wurde und in der Zelladhésion fungiert (Whittaker und Hynes 2002).
Andere Proteine mit der Kombination von vWA und TSR fand man bisher nur bei Adhési-
onsmolekiilen aus Vertebraten — den Hemicentinen — sowie den ‘Thrombospondin-related
adhesive proteins’ (TRAP) aus dem Parasiten Plasmodium falciparum, die eine adhésive
Funktion bei der Wirtsinfektion ausiiben (Naitza et al. 1998). HyTSR1 besteht ausschliefi-

lich aus TSR-Doménen.

In HyTSR1 und -2 existieren innerhalb der TSR-Domé&nen Sequenzmotive, die in der Zellad-
hésion eine Rolle spielen: CSVTCG und CSKSCG (siche Abbildung 3.4 und
Adams und Tucker 2000). Das CSVTCG-Motiv fungiert beim Menschen zusétzlich in der

Bindung des ‘scavenger receptors’ CD36 und dadurch in der Inhibition der Angiogenese

thttp: //www.expasy.org/cgi-bin /nicedoc.pl?PDOC50228
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Abbildung 3.4. Dominenstruktur und putative Modifikationen von HyTSR1, HyTSR2

und HyTSR-like. Die Zahlen rechts geben die Anzahl der Aminosiduren an.

(Tolsma et al. 1993). Weiterhin sind verschiedene Bindestellen fiir Heparin und Sulfatide
(WSXW) sowie in allen 3 Proteinen — besonders aber in HyTSR-like — Mannosylierungs-
stellen (WXXW) vorhanden. Die (putative) ATP-Bindestelle in HyTSR2 konnte auf eine
Enzymaktivitat hinweisen. Das fiir die Aktivierung von TGF3-Liganden essentielle KRFK-
Motiv (Adams und Tucker 2000) wurde in den Hydra-TSR bislang nicht gefunden, eben-

sowenig die TGF(-inhibitorische Sequenz GGWSHW. Zusammengenommen weisen diese

Vergleiche darauf hin, das die drei Glykoproteine aus Hydra hochstwahrscheinlich Zelladha-

sionsmolekiile sind, die eine Rolle bei der Zellmigration spielen konnten.
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Die Exon/Intron-Struktur von hytsrl und hytsr-like

Thrombospondin—Repeats des Typs I wurden als von diskreten Exons kodierte Doménen be-
schrieben, dies bestétigte die Hypothese des ‘Exon—Shufflings’ als Mechanismus zur Entste-
hung hochmodularer und —repetitiver Proteine (Bornstein et al. 1991a, b; Nolan et al. 1992;
Patthy 1987; Wolf et al. 1990). Die Architektur der Hydra—Proteine 1afit dhnliches vermuten
und daher wurde die Exon/Intron-Struktur von hytsr! mit Hilfe der Genomdatenbank un-
tersucht. Es stellte sich heraus, das HyTSR1 von 54 Exons codiert wird, deren Grenzen wie
erwartet genau den TSR-Motivgrenzen entsprechen. Alle TSR—codierenden Exons (50) sind
symmetrisch beziiglich der Phase ihrer Grenzen (1-1; siche Tabelle A.3 im Anhang). Dies ist
nicht der Fall bei den abweichenden HyTSR-like-TSR-Motiven (Tabelle A.4 im Anhang);
hier treten Phasenwechsel und Asymmetrien auf. hytsr-like wird von 32 Exons codiert, 27
davon codieren fiir die TSR-Module. Wihrend die Exongrenzen bei hytsrl mit den Grenzen
der TSR—Doménen iibereinstimmen, sind diese im hytsr-like—Gen um eine bis zwei Codons
meist in C—terminale Richtungen verschoben.

Mit den die TSR kodierenden 27 Exons aus hytsr-like wurde eine intramolekulare Maximum-—
Parsimonie-Analyse durchgefiithrt, um Erkenntnisse {iber die Mechanismen der Entstehung
des Molekiils zu gewinnen (Abbildung 3.5A).

Diese Analyse demonstrierte eine gewisse Symmetrie dergestalt, dafl die Exons sich so grup-
pierten, dafl innerhalb der Cluster fast immer ein Abstand von 6 Exons zwischen den Ab-
spaltungen lag (Abbildung 3.5A). Ausnahmen sind die N— und C—terminalen Exons 1-5
und 24-28. Dies weist auf tandemduplizierte Exons im mittleren Bereich des Molekiils hin
(Exons 6-23), wihrend die N— und C-terminalen Exons eher divergent sind. So lassen die
Positionen der verwandten Exons 4 und 24 vermuten, dafl diese Exons friih in der Evolution
durch Insertion des mittleren Molekiilbereichs voneinander getrennt wurden und unabhén-
gig weiter evolvierten (Abbildung 3.5B). N-terminal wurde die vWA-Doméne vermutlich
iiber Exon—Shuffling’ eingefiigt, C—terminal fand weitere Exon—Multiplikation statt. Der
mittlere Molekiilteil wird von 2 durch Duplikation entstandene Kassetten kodiert (Exons
10-21), die jeweils aus 6 Exons bestehen (Abbildung 3.5B). Theoretisch muf sich dies an
den co—duplizierten Introns nachweisen lassen. Der Vergleich dieser Bereiche zeigte, dafl die-
se innerhalb der Kassetten relativ kurz (69-318 bp) und fast identisch sind (nicht gezeigt),
letzteres gilt auch fiir die 6 Exons der zwei Kassetten selbst. Es handelt sich daher um ein
relativ junges Duplikationsereignis, sonst wéren die Sequenzen divergenter.

Eine Gruppe von 4 Exons (6-9) ist den Exonkombinationen 12-15 bzw. 18-21 ebenfalls &hn-
lich und kénnte damit eine Art Vorldufer—Kassette darstellen (Abbildung 3.5B). Die Introns
zwischen den Exons 6, 7, 8, 9 sind im Gegensatz zu den Introns der Kassetten so grof3, das

sie gegenwirtig nicht vollstindig in der Genomdatenbank enthalten sind. Dieser Vergleich
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148t vermuten, dafl die Rearrangements eines Grundmusters (Exons 6-9), welche die Kombi-
nation der Exons 10-15 bzw. 16-21 hervorbrachte, lange Zeit zuriickliegen mufl und sowohl
seine Exon— als auch Intronsequenzen wahrenddessen divergierten.

Durch die hohe Ahnlichkeit der beiden Kasetten kénnte eine sehr leicht bei der mRNA-
Prozessierung zuféllig herausgespleifit werden, da die Spleiimaschinerie sie vermutlich nicht
unterscheiden kann. Dies wiirde in einer um 1069 bp verkiirzten mRNA-Species resultieren
— was sich schliellich auch in der ‘Northern Blotting’—Analyse von hytsr-like beobachten lief3
(vgl. 10.2, Seite 141, Spur 1): Die untere Bande koénnte sehr wohl einem Transkript von rund
5,1 kb entsprechen. Da beide Transkripte gleich stark représentiert scheinen, wird offenbar

in 50 % der Fille alternativ gespleifit.

3.2 Die phylogenetische Analyse der TSR Typ I-enthaltenden

Proteine in Hydra

Da man mit hoch-modularen Proteinen nicht ohne weiteres phylogenetische Analsyen durch-
fithren kann, wurden nicht die gesamten 3 Hydra—Proteinen, sondern je ein ‘typischer’ TSR—
Repeat mit TSR-Modulen verschiedener Metazoa verglichen. Unter Beriicksichtigung der
Doménenkomposition im Protein kann dies die dhnlichsten Proteine identifizieren. Eine
Sequenz-Analyse mittels WU-Blast2? ergab zunichst, da8 die TSR-Konsensusmotive von
HyTSR1 und HyTSR2 mit den Sequenzen VNGGFSEWSDFSECSKSCGGGIQQTRTRTCT-
NPAPAFGGKDCVGPLVETKSCKIKEDCP bzw. INGGYGEWSSFGTCSKSCGDGIQTRT-
RSCNNPKPQYCGGKDCDLLGTSQESKSCKLKECP die grofte Ahnlichkeit zu Rhamnos-
pondinen (e=10"1%) aufwies, einer Gruppe von putativen Immunsystem—Molekiilen aus Hy-
dractinia (Schwarz et al., unverdffentlicht). Diese besitzen eine C—terminale Lectin-Doméne
und mehrere Thrombospondin—-Repeats, sind jedoch nicht vollstdndig in der Datenbank ent-
halten. Die Thrombospondin-1 Molekiile der Vertebraten, hochmodulare Proteine mit 3 TSR,
zeigten ebenfalls bei gleichem e-Wert Ahnlichkeit zu den TSR von HyTSR1/2. Danach folg-
ten die ADAMTS-14 Proteine (e=107'?) aus dem Menschen, Disintegrin—Metalloproteasen
mit 4 TSRs und anderen Doménen. Auch zu den TSR-Modulen von Thrombospondin A
aus Chona intestinalis und einem hochmodularen, hypothetischen Protein aus Strongylocent-
rotus purpuratus zeigte sich eine Verwandtschaft, jedoch unterschieden sich deren iibrige
Doménenzusammensetzung massiv von den Hydra—Proteinen. Zusammengefafit entspricht
HyTSR2 sehr wahrscheinlich den Rhamnospondinen aus Hydractinia und hat eventuell eine

Funktion im Immunsystem von Hydra. HyTSR1 zeigte die gleichen Distanzen, besitzt aber

2http:/ /www.ebi.ac.uk/blast2/
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Abbildung 3.5. Maximum—Parsimonie—Analyse der hytsr-like—Exons. (A) Ungewurzelter
Konsensus—Baum (‘extended majority rule’), die Bootstrap—Werte an den Kanten geben die Wahr-
scheinlichkeit fiir den dargestellten Split an (<: Bootstrap—Unterstiitzung<50). Die Kantenléngen
entsprechen nicht den tatsdchlichen Distanzen. Software: DNApenny (Phylip), Parameter ’default’;
100 Bootstrap—Replikate (seqboot, Phylip). Die Farbkodierung ist willkiirlich und dient der Markie-
rung der Gruppenzugehorigkeit der Exons; grau=nicht zuordenbar, schwarz=innere Zweige. (B)
HyTSR-like—Exons, farbmarkiert nach der Parsimonie-Analyse. Die Zahlen in den Boxen geben
die Exon/Intron-Phase an. Die horizontalen Striche markieren sehr nah verwandte, duplizierte
Kassetten. vWA=von Willebrand Faktor A—Doméine.
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keine Lectin—Doméne und auch keine sonstigen Signaturen der ADAM—-Metalloproteasen, sei-
ne Funktion ist zunéchst nicht ndher einzugrenzen. Hy' TSR-like zeigte aufgrund seiner abwei-
chenden Repeat-Sequenz (GTLSDWSAWSACSASCQSNVNVAPTQTRTRSCVGATLGGG-
CPGASLSETQNCNANVSCP) nur Ahnlichkeiten bei e-Werten oberhalb 1075, hier sind
der 'Brain—specific angiogenesis inhibitor 2’ und die Semaphorine aus Vertebraten zu nen-
nen, die beide neben den TSR noch weitere funktionelle Module besitzen. KIAA1679 aus
dem Menschen sowie das oben erwahnte THS7B—Protein aus der Maus bestehen ebenfalls
ausschlieflich aus TSR-Dominen, die hochvariabel sind und gewisse Ahnlichkeit zu den
HyTSR-like-Doménen zeigen. Diese hypothetischen Proteine v.a. scheinen im Gehirn der
Tiere vorzukommen, was funktionelle Vorhersagen fiir Hydra sehr erschwert. Stammbaum-—
Analysen mit den drei Konsensus-Repeats von HyTSR1/2 und HyTSR-like brachten keine

zusitzlichen Information (nicht gezeigt).

3.3 Die Expressionsanalyse der TSR—enthaltenden Glykoproteine
in Hydra

Die Expression der drei Transkripte wurde in Hydra mittels ‘antisense’-mRNA-ISH un-
tersucht. Es wurden adulte und knospende Tiere, Kopf— und Fufiregenerate sowie Tiere mit
erhohter Kopfaktivierung untersucht. Fir hytsri sind schon ISH-Daten vorhanden (Rentzsch
2001 und Abbildung 3.1).

Die Expression von hytsr1 und -2
hytsr2 in adulten Polypen

hytsr2 ist auf den ersten Blick genauso exprimiert wie hytsrl: In mukodsen Driisenzellen,
die sich in ins Lumen des Gastralraums hineinragenden, lamellenartigen Ausfaltungen des
hypostomalen Endoderms (Taeniolen) befinden (Abbildung 3.6A—C). Diese speziellen Drii-
senzellen, die Mukopolysaccharide sekretieren, differenzieren aus zymogenen Driisenzellen
des subhypostomalen Gewebes (Rose und Burnett 1968a, b, 1970).

Bei der Knospung beginnt im Stadium IT-IIT die Expression von hytsr2 in Apexzellen (Ab-
bildung 3.6D), die sich schliefllich im ausdifferenzierten Hypostom der Knospe verdichten.
Diese Zellen entstehen anders als beim ‘steady-state’-Polyp aus einwandernden i—Zellen, die
sich vermutlich direkt in mukose Zellen differenzieren (Rose und Burnett 1970).
Aufnahmen mit dem Konfokalen Laser—Scanning—Mikroskop (CLSM) von fluoreszent mar-

kiertem hytsr2—Transkript im Kopf adulter Polypen verdeutlichen die schwach beginnende
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Abbildung 3.6. hytsr2—Expression am Apex von adulten Tieren und Knos-
pen. (A) Expression dargestellt durch ISH im Hypostom, in (B) und (C) vergroBert.
(D) Knospenstadien, v.l.n.r. Stadium II, III, IV, VIIL.

Expression im unteren Hypostombereich (Abbildung 3.7). Diese Zellen stellen vermutlich
Differenzierungsstadien zymogener Zellen beim Ubergang zu Mukuszellen dar. Mit zuneh-
mender Ndhe zur Mundoffnung sind lange, schmale Mukuszellen stark gefirbt, vermutlich

vom granuldren Typ.

Der Vergleich mit hytsri verdeutlicht, dal beide Transkripte in den gleichen Zellen exprimiert
sind, jedoch ist die Ausdehnung der Doménen leicht verschieden: Die Transkription von
hytsrl wird im Hypostom etwas basaler als die hytsr2—Expression angeschalten, d.h. in

einem fritheren Stadium der Mukuszell-Differenzierung (Abbildung 3.8).

hytsr2—Expression wihrend der Regeneration

F. Rentzsch 2001 fand heraus, dafl hytsrl sowohl bei der Kopf- als auch Fufiregeneration ab
mindestens 3 Stunden nach der Amputation, im Bereich der Wunde im endodermalen Epi-
thel aufreguliert ist. Bei der Kopfregeneration bleibt diese Expression erhalten, verschwindet
beim sich bildenden Fufl hingegen nach 12 und 24 Stunden (Rentzsch et al. 2005). hytsrl—
exprimierende Mukuszellen sind nach 24 h Kopfregeneration zu erkennen. hytsr2 verhilt
sich bei der Kopfregeneration ebenfalls wie hytsri (nicht gezeigt). Es wurde auBerdem die

Fufiregeneration untersucht und im Unterschied zu hytsr! ist hier keine Aufregulation von
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Abbildung 3.7. hytsr2-Expression im Hypostom. In der ISH wurde das Substrat FastRed
benutzt, das in der Alkalischen Phosphatase—Reaktion ein fluoreszentes Préazipitat hervorruft. Die
CLSM-Aufnahmen zeigen Projektionen der Z-Stapel von gefiirbten Hypostomen seitlich (links) und
in Aufsicht (Mitte, rechts) mit unterschiedlichen Offnungszustinden des Mundes.

Abbildung 3.8. hytsr1— und hytsr2—Einzelfirbung (A,B) und Doppelfirbung (C).
Aufsicht auf das Hypostom. (A) hytsr!—Detektion mit NTB/BCIP; Grofienstandard=500 pm, fiir
alle Bilder. (B) hytsr2-Detektion mit FastRed und (C) Doppel-ISH mit hytsr! in blau und hytsr2
in rot. Die rote Farbreaktion wurde hier der blauen angeschlossen, dies fithrt durch Uberlagerung
zum teilweisen Verlust des blauen Farbstoffs innerhalb der hytsr2—Doméne.
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hytsr2 zu einem der gewéhlten Zeitpunkte (3, 9, 12, 18, 24, 36 h) nach der Amputation
festzustellen (nicht gezeigt). Damit ist hytsr2 eines der hypostomalen Gene, die nicht wie
andere transient bei Fufiregeneration aufreguliert werden und offensichtlich einer anderen

Regulation als hytsri unterliegt.

hytsr1/2—Expression in Kopf-aktivierten Tieren

Fiir die Herkunft der tsr—exprimierenden Mukuszellen im Hypostom kommen drei Zellpopu-
lationen in Hydra in Betracht: Direkt differenzierende, interstitielle Stammzellen (i-Zellen)
oder bereits differenzierte, gastrodermale, zymogene Driisenzellen; letztere zeigen eine un-
terschiedliche Verteilung in der Korpersdule entlang der Korperachse (Rose und Burnett
1968b, 1970). Bei Induktion der Kopfregeneration sowie bei der Knospung wird auf diesen
Zellvorrat zuriickgegriffen. Dies legt nahe, dafl die Kompetenz zur Differenzierung in spe-
zielle (hypostomale) Zellen prinzipiell in der ganzen Koérpersiule vorliegt, die tatsdchliche
Auspriagung aber vom Positionswert abhéngt. Dieser 148t sich kiinstlich durch Verletzung,
aber auch durch chemische Verbindungen veridndern, z.B. setzt der GSK33-Inhibitor Alster-
paullone den Positionswert bzw. das Kopfaktivierungspotential herauf (Broun et al. 2005).
Dies geschieht durch die starke, konstitutive Aktivierung des kanonischen Wnt—Signalwegs
in den behandelten Tieren. Sie entwickeln daraufthin einige Tage spéter reversible ektopische
Tentakel und stabile Képfe verteilt tiber die gesamte Korpersaule (Broun et al. 2005; Nacak
2004). hytsrl und —2-Expression wurde in 24 h Alsterpaullone-behandelten Tieren iiber
mehrere Tage hin untersucht. Die Zellen beginnen in der Korpersiule (mit Ausnahme der
Stielregion) bereits 2 Tage nach der Behandlung die Transkripte zu exprimieren (Abbildung
3.9). Ihre Morphologie dhnelt der von gastrodermalen, zymogenen Driisenzellen. Erstaunli-
cherweise sind in seltenen Fillen auch gefiarbte Zellen im Ektoderm zu sehen (Abbildung 3.9,
Pfeile), was auf die induzierte Differenzierung von i-Zellen hinweist. Die diffuse Verteilung der
geférbten Zellen ist abrupt gedndert am 4. Tag: Grofiere aber wenige Gruppen von Zellen zei-
gen nun eine eine Anordnung éhnlich wie im Hypostom; dies wird als der Zeitpunkt erachtet,
bei welchem sich Organisationszentren etabliert haben und Differenzierungsvorgénge star-
ten. hytsrl zeigt das gleiche Muster und die gleiche Kinetik (nicht gezeigt). Zusammengefafit
bedeutet dies, dafl die Transkription von hytsrl— und -2 (i) flexibel auf den Positionswert
der Zellen reagiert, (ii) generell wihrend der Kopfdifferenzierung aufreguliert ist und (iii) die
mukdsen Driisenzellen aus endodermalen, zymogenen Driisenzellen der Korpersédule differen-

zieren, jedoch auch aus ektodermalen i—Zellen.
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Abbildung 3.9. hytsr2—Expression bei ektopischer Kopfbildung zwischen
24 h und 5 Tagen. Dargestellt sind verschiedene Individuen nach 24-stiindiger
Alsterpaullone-Behandlung. Das rot umrahmte Bild unten rechts zeigt die Vergtfierung
eines ektopischen Tentakels aus dem Bild dariiber (3 d) und verdeutlicht die ektodermale
Expression von hytsr2 (Pfeile, m=Mesogloa).
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Abbildung 3.10. Ektodermale hytsr-like—Expression in Hydra. (A) gesamtes Tier, die
Pfeile geben expressionsfreie Zonen an. (B) vergrofierter Tentakel; (C) Knospenstadien II bis VIII.

Die Expression von hytsr-like

Die Expression des dritten Thrombospondin—Repeat Typ I-codierenden Gens wurde eben-
falls mittels ISH in normalen und regenerierenden Tieren untersucht. Adulte Tiere zeigten
Expression in den ektodermalen Epithelzellen des gesamten Tieres, die in den Tentakeln sehr
stark und direkt {iber der Fufischeibe ebenfalls starker war und sich hier graduell von basal
nach apikal abschwéchte (Abbildung 3.10A,B). Die Fufischeibe war immer frei von Farbung,
ebenso die duflersten Tentakelspitzen. Bei der Knospung erschien das Ektoderm der sich
ausstiilpenden Knospe starker gefarbt als das der Knospungszone. Im weiteren Verlauf war
der apikale Bereich der Knospe stéarker gefarbt, was sich nach vollendeter Musterbildung auf
die Tentakel und den basalen Bereich wie im adulten Tier beschriankte (Abbildung 3.10C).

hytsr-like bei Regeneration

Bei der Kopfregeneration (80 % KL) blieb das Ektoderm der regenerierenden Spitze nach
Wundverschluf8 frei von Expression und begann erst ab 24 h im Bereich der sich spéter
ausstiilpenden Tentakelknospen hytsr-like aufzuregulieren (Abbildung 3.11A). Bei Fufirege-
neraten, die bei 20 % KL geschnitten worden waren, blieb das Ektoderm der Wunde iiber
den gesamten betrachteten Zeitraum stark gefarbt und verlor zunehmend die Expression mit
einsetzender Differenzierung der Basalscheibenzellen bei 18 bis 24 h (Abbildung 3.11B).
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Abbildung 3.11. hytsr-like—Expression wihrend Kopf- und Fufiregeneration. Obere
Reihe: Kopfregenerations—Zeitreihe. Die Pfeile markieren die spéteren Tentakelknospen. Untere
Reihe: Fufiregenerate.

hytsr-like zeigt damit eine génzlich gegensétzliches Expressionsmuster verglichen mit hytsri
und —2. Es ist denkbar, daf3 die Diversifizierung der TSR-Doménen von HyTSR-like mit sei-
ner raumlichen und funktionellen Segregierung einherging. HyTSR-like ist deutlich basalen
Positionswerten entlang der oral-aboralen Achse zugeordnet, hat jedoch auch eine Funktion
in der sich ausstiilpenden Knospe und den Tentakeln — in beiden Bereichen ist das Gewebe
vermehrt forcierten Bewegungen senkrecht zur Korperachse ausgesetzt.

Direkt an sehr stark exprimierende Bereiche in den Tentakeln und unmittelbar iiber der
Fuf3scheibe grenzen die einzigen expressionsfreien Regionen im Polyp: Die Tentakelspitzen
und die Basalscheibe (Abbildung 3.10). Es ist denkbar, das der Ablosungsprozefl von alten
Zellen, der hier lokalisiert ist, verminderte Zelladh&sion voraussetzt, und daher hytsr-like—

Transkription aktiv inhibiert wird.
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4 Charakterisierung des Hydra Dickkopf—&dhnlichen
Proteins A (HyDkk1/2/4—A)

4.1 Die Identifizierung und Klonierung von hydkk1/2/4—-A

Die ersten Hinweise auf das Vorhandensein von Dickkopf-dhnlichen Molekiilen in Hydra
stammten sowohl aus dem Signalpeptidselektions—Screening’ (Kapitel 2.1) als auch aus ei-
ner der Hydra—EST-Bibliotheken. Letztere lieferte einen den vollstéandigen Poly(A)-Bereich
enthaltenden Klon taa05h01 von insgesamt 346 bp Linge. Das mit 13,7 % am haufigsten
isolierte Signalpeptid im Signalpeptidselektions—Screening’ gehorte zu einer DNA-Sequenz
von insgesamt 203 bp Lénge, die mit taa05h01 iiberlappte. Eine blastx—Analyse der assem-
blierten Sequenzen lieferte eine schwache Ahnlichkeit mit dem Dkk-4 Homolog der Maus
(e=0,009). Ausgehend von taa05h01 wurde aus dem Stamm H. vulgaris Basel iiber RACE
(‘rapid amplification of cDNA ends’) die fehlenden 5-Sequenz und danach das vollstandige
Transkript kloniert. Eine ‘Northern Blotting’—Analyse (nicht gezeigt) bestétigte die gerin-
ge GroBle des Transkripts von 395 Basenpaaren (Bp). Das kodierte Protein besteht aus 92
Aminosdureresten (As) und besitzt ein putatives 19 As langes Signalpeptid (Abbildung 4.1).
Auflerdem wurde die Vollingensequenz aus dem Stamm H. magnipapillata sf-1 kloniert; der
Unterschied zum Molekiil aus H. vulgaris ist hier betrachtlich: 10 Basensubstitutionen in-
nerhalb der codierenden Sequenz, die in 7 Aminosédure-Austauschen resultieren (Abbildung
A.2 im Anhang). Folgende Beschreibungen beziehen sich auf das H. vulgaris—Protein, das
im weiteren als HyDkk1/2/4-A bezeichnet wird (siche Abschnitt 4.2).

Das Hydra—Molekiil ist wesentlich kiirzer als die bekannten Mitglieder der Dickkopf—(Dkk)—
Familie der Vertebraten, es umfafit nur die C—terminale Hélfte dieser Proteine. In diesem Be-
reich befindet sich eine cysteinreiche Doméne (CRD), welche fiir den Wnt—antagonistischen
Effekt der Dkk—Proteine geniigt (siehe Einleitung). Das Hydra—Protein zeigt eine 33 %ige
Aminosiureidentitit und 47 %ige Ahnlichkeit zu dieser funktionellen Doméne (CRD2-Dkk4,
Maus) (Abbildungen 4.2 und 4.3).

Ein zweites Dickkopf-édhnliches Molekiil, das im Sekretions—Screening’ nur einmal auftauch-
te, ist das kiirzlich anderswo beschriebene HyDkk1/2/4-C (Augustin et al. 2006). Es ist mit
54 % Aminosidureidentitéit deutlich verschieden von HyDkk1/2/4-A. Das zunichst identi-
fizierte EST-Fragment mit nur 223 bp Lange enthielt nicht geniigend Information um ei-

ne Ahnlichkeit mit Dickkopf zu ergeben; ein Abgleich wurde erst spiter mit wachsender
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hydkk1/2/4-A

1 M R F L A V L L V V
1 gaaaacatacatcttttctgatttatcaatcATGAGATTTTTAGCAGTCCTTTTAGTTGT

11 A A F V A F S E ZXlE s €C K K D A D C K N
61 AGCTGCATTCGTTGCATTTAGTGAAGCCGAGTCTTGCAAAAAGGATGCAGACTGCAAAAA

-

31 G ¢ ¢ v N F L L T K O C N S Y V K E G A

121 TGGTTGTTGTGTGAATTTCTTACTTACTAAGCAATGTAATAGCTATGTTAAAGAAGGTGC
-~

51 L ¢ G F R DK F A C G C E P G L E C V K

181 ACTCTGCGGTTTTCGTGACAAATTTGCATGCGGTTGTGAACCAGGACTCGAATGCGTAAA

71 v R 6 T L. T 6 M v R R C VvV D N S G S G S
241 AGTACGAGGAACTTTAACTGGGATGGTTAGAAGATGCGTTGACAATTCAGGAAGTGGATC

91 L Y *
301 TTTGTATTAAattaaatacagaaaaaaaaaaagataaatttaaaaaagaaacaaatatat

361 aattcgagttaaattataaaaaaaaaaaaaaaaaa

Abbildung 4.1. Nukleotid— und Aminosidureseqenz von hydkk1/2/4—A. Gelb unter-
legt=Signalpeptid, hellblau unterlegt=CRD (Cystein-reiche Domine). Rote Unterstreichungen
bezeichnen das EST-Fragment aus dem Sekretions-’Screening’ (in sf-1), griine taa05h01. Die
horizontalen schwarzen Pfeile geben die Position der RACE-Oligonukleotide wieder, die blauen
Pfeile spezifizieren die Oligonukleotide fiir die Vollingen-Klonierung. Der senkrechte Pfeil gibt
die putative Schnittstelle im Signalpeptid wieder.

EST-Bibliothek und dem Hydra—Genomprojekt moglich. In dieser Arbeit wurde daher nur
HyDkk1/2/4-A untersucht.

4.2 Die phylogenetische Analyse von HyDkk1/2/4—-A

Um die genauen phylogenetischen Beziehungen des Dickkopf-&hnlichen Proteins aus Hydra
zu untersuchen, wurde es in Kooperation mit Heiko A. Schmidt (Center for Integrative
Bioinformatics Vienna, Wien) einer ‘Maximum-Likelihood’-Analyse unterzogen. Ziel war
es, eine eindeutige Zuordnung zu einer der Dkk—Unterfamilien 1-4 (siehe Einleitung) zu
treffen, um die Evolution dieser Protein—Familie zu beleuchten. Zugrundegelegt wurde ein
TCoffee-Alignment (Abbildung 4.3) der CRD2-Regionen verschiedener Dickkopf-Proteine
aus Vertebraten und Invertebraten. Bei letzteren sind (mit Ausnahme der Cnidarier) nur
Dkk3—dhnliche Molekiile aus EST-Bibliotheken bekannt.
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Maus Dkk 4 [sP[ ] [ ] | 221
| |
| |
Nematostella Dkk1/2/4 [ INCROTNN NCROZENNN | ~175
|
i
/
Hydra Dkk1/2/4-A [SP]] Y

GX2 C1 X4D C2 X2GL C3C4 AX5KI C5 KX2LXEGX2 C6 X16 C7 X C8 GXGLX C9 RX16 C10

GX2 C1 X4E C2 X2GL C3C4 AX5WI C5 KX2LXENX2 C6 X14 C7 X C8 GXGFX C9 RX20 C10

AX2 C1 X4D C2 X2G- C3C4 VX5KQ C5 NX2VXEGX2 C6 X7 C7 X C8 EXGLX C9 VX12 C10

Abbildung 4.2. Domé#nenstruktur von HyDkk1/2/4—-A im Vergleich
zu Dickkopf-Proteinen aus Maus und Nematostella vectensis (siehe
auch Abschnitt 4.2). SP=Signalpeptid, CRD=Cystein-reiche Doméne; die Zah-
len rechts geben die Linge der Proteine in As an. Die Box vergleicht die Ami-
noséuresequenz der evolutionér konservierten CRD2 im Einbuchstaben-Code;
‘X Zahl’ steht fiir die Anzahl nicht konservierter Positionen.

In die Analyse wurden auch 2 iibersetzte ESTs aus der Seeanemone Nematostella vecten-
sis eingeschlossen. Eines zeigte 42 % Ahnlichkeit (gleiche oder #hnliche Aminosiuren) zu
HyDkk1/2/4-A, das andere war zu 64 % dem Dkk3-Ortholog aus Hydra (Fedders et al.
2004) ahnlich (Abbildungen A.4, A.5 im Anhang). Beide Nematostella—ESTs kodieren fiir
Proteine, die aus zwei, durch 12 As voneinander getrennten CRD—-Motiven bestehen; sie ent-
sprechen damit beide strukturell der Dkk3—Gruppe der Vertebraten.

Die C-terminale Doméne der Dkk1-4-Proteine besitzt strukturelle Ahnlichkeit zu den Co-
lipasen, Co—Enzymen der Lipasen aus den Vertebraten. Das Cysteinmuster wird auch als
‘Colipase fold motif’ bezeichnet (Aravind und Koonin 1998). Um etwaige Verwandtschafts-
beziehungen von HyDkk1/2/4-A zu den Colipasen zu priifen, wurden 2 Colipase-Sequenzen
aus Mensch und Maus in die Analyse einbezogen. Sie besitzen eine 19 %ige Identitiat inner-
halb der CRD zu HyDkk1/2/4-A, was alle Cysteinreste mit einschliefit.

Um dem ‘long branch attraction’-Phdnomen vorzubeugen, wurden fiir die phylogenetische
Analyse diejenigen Vertebraten— und Invertebraten—Sequenzen ausgewihlt, die keine zu lan-
gen Zweige verursachten, d.h. nicht zu divergent waren. Die Analyse ergab schliefflich den in
Abbildung 4.4 dargestellten Baum: Die Dkk1/2/4-Gruppe der Vertebraten konstituieren wie
erwartet hoch—unterstiitzt eine distinkte Gruppe. Die Nematostella und Hydra—Proteine bil-
den eigene Gruppen: Die Dkk1/2/4-&hnlichen sind deutlich von den Dkk3-dhnlichen CRD2
abgegrenzt und bilden damit 2 Unterbdume; ihre Position beziiglich der anderen Gruppen
im Baum konnte nicht aufgelost werden. Gleiches gilt fiir die Dkk3-CRD2 der Vertebraten
und die Colipasen. Die Dkk3—-&hnlichen CRD2 von Amphiozus, Acropora und Dictyostelium
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Col_ homo GELCMNSAQCK-5---NCC~-~Q~~=~H~--55Al
Col mus GEICLNSMOQCK~5--~RCC~-0----H~--DTILGIARCTHRAM

Dkk1_danio GENCLRSSDCA-EG--LCCA--R---H--EWs i
Dkk1_homo GSVCLRSSDCA-SG--LCCA--R---H--EWSK- I --CKBVLKEGQUCTK

Dkk1_mouse
Dkk1l_xencpus

AG--LCCR--R---H--
-G--LCCA--R---H--EWs

I--CKPVLKEGOVC

Dkk2_homo

Dkk2 xenopus GDLCLRSTDCI-E {=

DickZ_mus GoPCLRSSBCT F - I--CKEVLHQGEYCTKORK
Dkkd_homo DCGP-G--LCCA--R---H-- FHTK- I --CKEVLLEGOVCSRRGHKD-
Dkkd_mus BCGP-G-~-LCCA--R---H--FWTK~I--CKEVLREGOVCSRRGHKD-
Dkk3_hemo BCOP-G--LCCAFQR- ---CTBLEVEGELCHDPASR
Dkk3_mus QP-G--LCCAFQR-

ECS-AG--LCCR---~
DCAGEGEKAACC--VREP ‘\ N

Dkk1/2/4_nematostella
Dkk3_hydra

Dkk3 nematostella GTYCDKTSECD-E—-1 aacc——»RELfLSTr\ DG PVCGPCKOBLOCKNVE
Dkk1/2/4-A hydra RESCKEDADCK-NG---CC--V {E--hACG-CEFGLECVKVRGT
Dkk1/2/4-C_hydra AKSCKTDAECE-NG---CC-
Dkk3_amphioxus LAPCNDHHQC-PAG--YCCRYS
DkkB_acropora FSKCWNSSDCHP-K--ECCHH
Dkk_dictyostelium LOFCNIIGPC-PTG--QCCT-~

Abbildung 4.3. TCoffee—Alignment der CRD2 verschiedener Dkk—Proteine, von Hand
nacheditiert. Die konservierten Cysteinreste sind in rot dargestellt; weitere hochkonservierte Be-
reiche grau unterlegt. Verwendete Sequenzen und ihre Genbank-Eintrége: Hydra Dkk1/2/4-A und
—C (CN559480); Nematostella vectensis Dkk1/2/4, Dkk3 (DV082197 und DV093058); Acropora
millepora (EST GS01bF09.bl); Branchiostoma belcheri tsingtaunese (EST AY608670); Danio re-
rio Dkk1 (BAA82135); Xenopus laevis Dkk1, Dkk2 (AAC02427, XLA300197); Mus musculus Dkk1,
Dkk2, Dkk3, Dkk4 (NM_015789, NM_020265, NM_015814, NM_145592); humanes (homo) Dkk1,
Dkk2, Dkk3, Dkk4 (BAA34651, BAA85465, BAA85488, BAA33475); Dictyostelium discoideum
WGS_BC5V2_0 (Sanger Institute); humane and Maus Colipase (Col) (AAP35458, AAL40731).

gruppieren zusammen. Insgesamt 148t sich daher vermuten, dafl die Dkk3-CRD2-Motive
eine diversifizierte Gruppe gleichen Ursprungs bilden, zu welcher auch die Colipasen zih-
len. Zwar konnten die inneren Zweige des Baumes weder mit der Quartet—Puzzling—Analyse
(TREE-PUZZLE) noch mit Bootstrap—Analysen (Abschnitt 10.12) aufgelost werden, da
die Cnidarier—Sequenzen sich einige Aminoséuremotive sowohl mit der Dkk3— als auch der
Dkk1/2/4-Gruppe teilen. Zieht man jedoch die deutliche Abgrenzung beider Gruppen von-
einander in der phylogenetischen Analyse, in der Doméanenstruktur sowie die Aminoséure-
ahnlichkeit aus den Blast-Analysen zusammen in Betracht, ist es durchaus plausibel, eine
strukturelle Trennung der Dkk-Proteine in die 3er— und 1/2/4er-Gruppe sehr friih in der
Metazoa—FEvolution, mindestens auf der Organisationsebene der Cnidaria, zu vermuten. Die
nur die CRD2 umfassenden Hydra—Proteine und ihre Nematostella—Verwandten mit 2 CRD
wurden daher als Dkk1/2/4 bezeichnet.

4.3 Das Expressionsmuster von hydkk1/2/4—A

Der Wnt—Signaltransdukionsweg ist in der Embryogenese in der Organisator— und Korper-
achsenbildung bei Vertebraten involviert (siehe Einleitung) und auch bei Hydra gibt es Hin-
weise darauf (Hobmayer et al. 2000). Speziell in der axialen Musterbildung bei Vertebraten
spielen die Dkk—Proteine eine Rolle, es war daher interessant, die hydkk1/2/4—A-Funktion
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Abbildung 4.4. Maximum-Likelihood—Analsyse (IQPNNI) der CRD2 verschiedener
Dkk-Proteine (Heiko A. Schmidt). Die farbig abgesetzten Zweige verdeutlichen die Verwandt-
schaftsbeziehungen innerhalb der Dickkkopf-Familie. Die Werte an den Kanten geben die TREE-
PUZZLE—Unterstiitzung >50 an.

bei eben jenen Prozessen zu untersuchen.
Um Anhaltspunkte fiir die Funktion des Dickkopf-dhnlichen Molekiils in Hydra zu erhalten,
wurden Expressionsstudien auf mRNA-Ebene (in situ Hybridisierung=ISH) in verschiede-

nen Stadien und unter im folgenden ndher bestimmten Bedingungen durchgefiihrt.

hydkk1/2/4—A-Expression in Hydra (‘Whole mounts’)
Um die allgemeine Expression von hydkk1/2/4-A im adulten Tier zu untersuchen, wurden
sowohl intakte Polypen als auch Einzelzellpraparate (Mazerate) der ISH unterzogen.

Das hydkk1/2/4—A-Transkript ist in der gesamten Korpersiule von Hydra, mit Ausnahme
des Kopfes, exprimiert (Abbildung 4.5A). Die Expressionsgrenze verlauft scharf unterhalb
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Abbildung 4.5. Detektion der hydkk1/2/4—A Expression mittels ISH. (A) adulter Polyp;
(B) einzelne Driisenzellen. Die Pfeile markieren die Cytoplasmabriicken.

des Tentakelkranzes. Zwischen der Knospungszone und dem Fufl wird die Dichte der ex-
primierenden hydkk1/2/4-A-Zellen schwécher. Uberraschenderweise war das Transkript in
Driisenzellen exprimiert, einem Derivat der i—Zellen, in welchen eher keine Morphogene er-
wartet werden, da diese Zellinie in geringerem Mafle an der Musterbildung in Hydra beteiligt
scheint (siehe Kapitel 2.1, Seite 22). Die Mazerat-ISH zeigte, dafi hydkk1/2/4-A moderat
im Cytoplasma begeiflelter Driisenzellen unterschiedlicher Form und Gréfle vorhanden ist.
Gelegentlich wurden auch erhaltene Kontakte zu anderen Zellen iiber Cytoplasmabriicken
beobachtet (Abbildung 4.5B). Als zymogene Zellen besitzen Driisenzellen viele Vesikel; es ist
moglich, dal sekretierte Proteine wie HyDkk1/2/4—A hier ’gelagert’ werden.

Das Verhiltnis von hydkk1/2/4—A-positiven Driisen— zu Epithelzellen betriagt 0,3340,12,
wie die Auszdhlung der Mazerat-ISH von ganzen Tieren ergab. 3 bis 5 % der ausgezihlten
Zellen waren nicht-gefdarbte Driisenzellen, die in Form und Grofle jedoch ebenfalls variabel

waren, d.h. die Expression von hydkk1/2/4—A ist kein Universalmarker fiir Driisenzellen.

hydkk1/2/4—A—exprimierende Driisenzellen der oberen Korpersiule sind

Harnstoff—sensitiv

Eine 3tégige Harnstoff (HU)-Behandlung, die zum Verlust der schnell proliferierenden i-
Zellen fiihrt, bewirkte eine expressionsfreie Zone kurz unterhalb der hydkk1/2/4-A-Grenze
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Abbildung 4.6. hydkk1/2/4—-A Expression (ISH) nach
Harnstoff-Behandlung. Das Transkript verschwindet im oberen
Viertel der Korpersédule, wie an einem représentativen Tier gezeigt.

am Tentakelkranz (Abbildung 4.6). In anderen Korperregionen waren die Driisenzellen nicht
beeintrichtigt. Dies bedeutet, daf die Hauptdifferenzierungszone der hydkk1/2//—A—exprimie-
renden Driisenzellen hier, im oberen Viertel der Korpersaule, liegen mufl. Ausdifferenzierte
Driisenzellen haben einen langen Zellzyklus und sind daher unter den gewéhlten Bedingungen
nicht HU-sensitiv. Es wurde jedoch gezeigt, dal die Zellzyklusldnge der Driisenzellen nicht
homogen iiber den Korper verteilt ist, sondern in apikaleren Bereichen kiirzer ist (Bode et al.
1987; Schmidt und David 1986). Dies spiegelt sich in diesem Experiment vermutlich wieder;
die proliferativsten und damit noch HU-sensitiven Driisenzellen liegen in geringer Entfer-

nung von der Kopfgrenze.

hydkk1/2/4—A-Expression wihrend der Knospung

In Polypen mit verschiedenen Knospenstadien wurde die hydkk1/2//-A-Expression unter-
sucht: Wie in Abbildung 4.7 zu erkennen ist, fiillt sich die evaginierende Knospe zunéchst
gleichméBig mit hydkk1/2//—-A—exprimierenden Driisenzellen. Im spéteren Stadium, mit Bil-
dung der Kopfstrukturen, beginnt das Transkript im apikalen Teil der Knospe sukzessive zu
verschwinden, bis schliellich die Expressionsgrenze vergleichbar dem adulten Polypen eta-
bliert ist. Darin zeigt sich, dafl differenzierte Kopfstrukturen wie Hypostom und Tentakel
die Expression von hydkk1/2/4—A reprimieren, der frithe apikale Bereich der evaginieren-
den Knopse zunéchst aber keinen so weitreichenden EinfluB8 besitzt. Die hydkk1/2/4-A-
exprimierenden Driisenzellen differenzieren sich vermutlich im Verlauf der Kopfbildung zu
kopfspezifischen, mukdsen Driisenzellen (Rose und Burnett 1968a, b, 1970), die dann das
hydkk1/2/4—-A-Transkript inaktivieren.
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VIII

Abbildung 4.7. hydkk1/2/4,—A Expression wihrend der Knospung in Hydra (ISH). Die
romischen Zahlen geben die Stadien nach Otto und Campbell (1977) an. Die Pfeile markieren die
Expressionsgrenze von hydkk1/2//-A.

Abbildung 4.8. Die hydkk1/2/},—A—Expression verschwindet wihrend der Oogenese in
Hydra. (A) Spermatogenese. (B-D) Oogenese—Stadien 2, 3 und bereits gefurchter Embryo.

hydkk1/2/4—A-Expression wihrend der Gametogenese

Gameten entstehen bei Hydra aus der interstitiellen Zellinie. Da die Gameten in der Korper-
sdule — also der Expressionszone von hydkk1/2/4—A entstehen, war es interessant zu wissen,
ob es einen Einflufl der Gametogenese auf hydkk1/2//-A gibt. Dies ist nicht der Fall bei der
Spermatogenese (Abbildung 4.8A), die hydkk1/2/4-A Expression in der Korpersédule bleibt
hier gleichformig. Im Gegensatz dazu zeigt die Region um die entstehende Oocyte (Abbildung
4.8B-D), daB diese die hydkk1/2/4—A Expression mit zunehmendem Entwicklungsstadium
entweder aktiv reprimiert oder daf§ durch die Determinierung und Rekrutierung von ‘nurse
cells’, die in die wachsende Oocyte inkorporiert werden, der Vorrat an i—Zellen und mithin
an Driisenzellvorlaufern verarmt. Da vorhandene Driisenzellen dem Gewebeflul folgend nach
apikal und basal migrieren, entsteht sukzessive eine Driisenzell- und damit hydkk1/2/4-A—

freie Zone im Oocyten—Bereich.
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4.4 hydkk1/2/4—A—Expression bei Regeneration und Verletzung

Viele Transkripte reagieren in Hydra mit Aufregulation bei Verletzungen und Induktion von
Regeneration (eigene Beobachtungen; B. Hobmayer, T.W. Holstein, pers. Kommunikation).
Dies impliziert eine Funktion bei der Reorganisation des Gewebes; aus diesem Grund wurden
extensive Studien dazu an hydkk1/27/-A im Rahmen dieser Arbeit und der Diplomarbeit
von T. Nacak (2004) an verschiedenen Hydra-Species durchgefiihrt.

hydkk1/2/4—A—Expression bei Induktion der Kopfregeneration

Um die Kopfregeneration zu induzieren, wurden Polypen subhypostomal enthauptet; sie re-
generierten dann unterschiedlich lang und wurden zu bestimmten Zeitpunkten fiir die ISH
fixiert. Das hydkk1/2/4-A-Transkript wurde lokal als unmittelbare Antwort auf die Ent-
hauptung im Wundbereich stark aufreguliert (Abbildung 4.9A); der friiheste je getestete
Zeitpunkt (10 min) wies schon diesen Effekt auf (nicht gezeigt). Als Kontrolle dienten Tiere,
die erst nach der Fixierung enthauptet wurden (Nacak 2004). Im Verlauf der Kopfregene-
ration blieb die verstidrkte Expression zunéchst auch nach der Wundheilung bestehen, um
dann relativ abrupt aus dem zukiinftigen Kopfbereich zu verschwinden. Dies begann friihes-
tens bei 3 Stunden, die Mehrzahl der Tiere aber zeigte nach 12 Stunden den Ubergang. Die
Kinetik dieses Vorgangs (Abbildung 4.9B) ist vermutlich abhéngig von der genauen Schnitt-
hohe und —art. 18 h nach der Enthauptung sind die apikalen Regionen fast aller Regenerate
frei von hydkk1/2/4-A, was dem Zustand im unverletzten Tier entspricht. Diese Expressi-
onskinetik von hydkk1/2/4—A definiert moglicherweise eine Grenze auf morphologischer und
morphogenetischer Ebene, nimlich den Ubergang von Koérpersiulengewebe zu differenzierten
Kopfstrukturen mit dem Kopforganisator. Hochstwahrscheinlich wird hier, wie auch bei der
Knospung, die hydkk1/2//-A-Expression im Zuge der Differenzierung von kopfspezifischen
Zelltypen transkriptionell reprimiert (siehe auch Kapitel 3.3, Seite 41).

Die hydkk1/2/4-A Expression in regenerierendem Gewebe wurde auch in Mazeraten unter-
sucht, die von apikalem Gewebe 1 h regenerierender Tiere hergestellt wurden. Dies ermdg-
lichte die Untersuchung von fixierten Einzelzellen. Hierzu wurden die Polypen bei 80 % KL
enthauptet, bei einem Teil 1/10 das apikalen Stumpfteils sofort wieder abgeschnitten und
mazeriert (t=0), beim anderen Teil erst nach einer Stunde Regeneration. Es zeigte sich auch
auf Einzelzell-Ebene die stirkere hydkk1/2//—A-Féarbung im Vergleich zu Driisenzellen aus
einer unversehrten Korperregion (Abbildung 4.9C). Auszidhlungen ergaben, daf in den rege-

nerierenden Spitzen das Verhéltnis der gefdrbten Driisenzellen zu Epithelzellen von 0,331+0,12
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Abbildung 4.9. Dynamische hydkk1/2/4—A—Expression wihrend der
Kopfregeneration bei Hydra. (A) ISH; die Zeiten (h=Stunden) geben die Rege-
nerationszeit bis zur Fixierung an. (B) Quantitative Auswertung der hydkk1/2/4—
A-Kinetik. Graue Balken reprisentieren Regenerate mit apikaler hydkk1/2//—-A—
Expression, weifle Balken bezeichnen Tiere mit expressionsfreier regenerierender
Spitze. (C) Mazerat-ISH: hydkk1/2/4-A ist in Driisenzellen in 1 h regenerierendem

Gewebe (reg) aufreguliert im Vergleich zu Driisenzellen in unversehrten Korperre-
gionen (n).

oy
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Abbildung 4.10. Aufregulation der hydkk1/2/4-A—
Expression bei Fuiregeneration. Der Fufl wurde bei 20 % KL
entfernt, Regeneration: 1 h.

auf 0,62+0,05 steigt, sich die Anzahl der hydkk1/2/4-A-exprimierenden Zellen also nahezu
verdoppelt. Da ungefiarbte Driisenzellen normalerweise nur mit einem Verhéltnis von 0,03
bis 0,05 auftreten, kann die Rekrutierung dieser allein nicht fiir den dramatischen Effekt
geniigen, sondern erfordert aktive Migration weiter basal liegender Driisenzellen und/oder
die verstéirkte Proliferation der Driisenzellen und/oder die verstarkte Differenzierung von

Vorlduferzellen, wie von Rose und Burnett (1970) vorgeschlagen.

hydkk1/2/4—A-Expression bei Induktion der Fuflregeneration

Die Fufiregeneration wurde ebenfalls untersucht, da die hydkk1/2/}—-A-exprimierenden Drii-
senzellen bis hinunter zur Stielregion reichen, wenn auch mit geringer werdender Dichte.
Auch hier fiihrte die Amputation des Fules zu einer Aufregulation von hydkk1/2/4-A na-
he der Wunde (Abbildung 4.10); die Dichte der hydkk1/2/4—A—exprimierenden Driisenzellen

scheint ebenfalls lokal zuzunehmen. Die erhéhte Transkriptkonzentration persistiert ca. 9 h.

hydkk1/2/4—A—Expression bei Verletzung

Da hydkk1/2/4-A bei Regeneration aufreguliert wird, und zwar im apikalen und basalen
Bereich, stellte sich die Frage, ob dies ein regenerationsspezifischer Effekt oder eine unmit-
telbare Antwort auf den Wundstimulus ist. Zur Beantwortung dieser Frage wurden Tiere an
der Korpersédule und auch am Hypostom mit einem tiefen Schnitt verletzt und nach 6 Stun-
den (Korpersdule) bzw. 30 min (Hypostom) fiir die ISH fixiert. Bei einer seitlichen Verletzung
ist hydkk1/2/4-A ebenfalls aufreguliert (Abbildung 4.11A). Hierbei scheinen sich die Driisen-

zellen aktiv, vorwiegend ihrer ldngeren Achse nach, senkrecht zur Wunde hin zu orientieren,
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Abbildung 4.11. hydkk1/2/4—A Expression bei Verletzung. (A) Tier
mit einem tiefen Schnitt in die Mitte der Korpersdule nach 6 h (Pfeil); (B)
Schnittwunde (rote Line); senkrechte Orientierung der Zellen zur Wunde hin;
(C) Verletzung am Hypostom (Pfeil), 30 min.

mit dem Nucleus auf der wundabgewandten Seite (Abbildung 4.11B). Der sichtbare Wund-
verschluf erfolgt bei Hydra innerhalb von 2 bis 4 Stunden; die hydkk1/2/4-A-Expression ist
mit mindestens 6 h langer aufreguliert und kehrt etwas spéter erst zum normalen Level zu-
riick (nicht gezeigt). In der hydkk1/2//—Afreien, hypostomalen Zone verletzte Tieren zeigen
keine wundinduzierte Aufregulation (Abbildung 4.11C), d.h. es werden weder hypostomale
Zellen zur hydkk1/2//-A-Expression rekrutiert noch wandern Driisenzellen aktiv ein. Kon-
trolltiere zeigten, dafl die Heilung trotzdem erfolgte. Dies war auch der Fall bei epithelialen
Tieren, die durch Hitzebehandlung ihre i—Zellinie deren Derivate wie die Driisenzellen verlo-
ren haben (siche Kapitel 2.1 und 4.5). Ein Schnitt in der Kérpermitte heilte ohne erkennbare
Zeitverzogerung in 100 % der Félle, auch wenn diese Tiere nachweislich keine hydkk1/2/4-
A—exprimierenden Driisenzellen mehr besalen. Dies bedeutet, dal HyDkk1/2/4 zwar an der
Wundheilung beteiligt sein kann, wie es die wundinduzierte Aufregulation im normalen Po-
lypen vermuten 148t, jedoch sind offensichtlich epitheliale Faktoren hierbei ausreichend oder

konnen entsprechende Funktionen iibernehmen.

Mehrfach wurde demonstriert, daf3 Verletzungen den Regenerationsprozel von Hydra unter-
stiitzen bzw. verstiarken (Kobatake und Sugiyama 1989; MacWilliams 1982, 1983b; Miiller
1996). Der Verletzungsstimulus selbst wirkt auf unbekannte Weise als Signal und fiihrt lokal
zu einer transienten Erhohung des Positionswertes, welche innerhalb von 12 bis 18 Stun-
den abklingt bzw. vom schon vorhandenen Positionswert-Gradienten ‘iiberschrieben’ wird
(MacWilliams 1983b). Newmann (1974) demonstrierte mittels Induktion der Kopfregene-
ration durch Abschniirung mit einem Haar, dafi die Kopfregenerationsfahigkeit erheblich
vom gleichzeitigem Verletzungsstimulus abhéingig ist. Die hydkk1/2/4—A-Expression wurde
in solchen Abschniirregeneraten nicht aufreguliert (Nacak 2004). Dabei erhob sich die Frage,
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ob das Phénomen der wundunterstiitzten Regeneration nur oder besonders fiir die Kopf-
regeneration gilt bzw. inwieweit auch die Fufiregeneration beeinflusst ist. Daher wurde das
Abschniirexperiment fiir Fufiregeneration wiederholt: Knospenlosen Polypen wurde der Fuf3
bei 25 % KL mit einem Haar abgeschniirt, so dal keine oder nur minimale Verletzung ent-
stand. Die so getrennten Korperteile 16sten sich voneinander bzw. vom Haar innerhalb einer
Stunde. Die Fufiregeneration wurde nach 28 und 41 Stunden iiberpriift. Es trat eine Verzoge-
rung in der Fulbildung bei den Abschniirregeneraten auf, vergleichbar mit der Verzdgerung
bei abgeschniirten Kopfregeneraten (Nacak 2004; Newman 1974) (Abbildung 4.12). Nach 41
h glichen sich die Abschniirregenerate den Kontrolltieren an. Damit gilt auch fiir basale Berei-
che mit niedrigem Positionswert bzw. niedrigem Kopfaktivations— und —inhibitionspotential,

dafl die Regeneration durch lokale Erhohung des Positionswertes gefordert wird.

Zusammengenommen weisen die bisherigen Ergebnisse darauf hin, da§ hydkk1/2/4-A in der
Korpersaule bei jeder Art von Verletzung schnell aufreguliert wird, vermutlich als soforti-
ge Antwort auf den Wundstimulus. Eine physiologische Funktion bei der Wundheilung ist
moglich, aber nicht essentiell, da diese offensichtlich auch ohne hydkk1/2/4-A (im Hypostom
und bei epithelialen Tieren) stattfinden kann. Wie die Kopfregenerate und verletzten Tiere
zeigen, scheint HyDkk1/2/4-A dariiberhinaus eine Rolle in der Musterbildung zu spielen, da
hydkk1/2/4-A lénger als die zur Wundheilung benotigten Zeit von etwa 4 h anwesend bzw.

aufreguliert ist.

Uberexpressionsstudien oder ‘Knock out’~Manipulationen waren zum Zeitpunkt dieser Ar-
beit noch nicht méglich. Um die Genfunktion einzugrenzen, standen neben der ISH verschie-
dene mutante Hydra—Stdmme zur Verfiigung. Im folgenden werden Experimente mit 2 dieser

Mutanten beschrieben, der Stamm sf-1 und reg-16 (beides Hydra magnipapillata).
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Abbildung 4.13. hydkk1/2/4,—-A—-Expression in pseudoepithelialen Tieren.
Drei Individuen mit verschiedener Driisenzell-Dichte nach 5 Tagen 28 °C und 2
Wochen Hungern. Im Ausschnitt links oben ist eine Vergréflerung verbliebener
hydkk1/2/4—A-exprimierender Driisenzellen zu sehen.

4.5 hydkk1/2/4—A—-Expression in pseudoepithelialen Tieren

Der hitzebehandelte sf-1 Stamm von Hydra magnipapillata verliert seine Driisenzellen effizi-
ent nur durch langes Hungern, wie im Rahmen dieser Arbeit festgestellt wurde. Alle ande-
ren i—Zell-Abkémmlinge wie Nematocyten und Neuronen gehen innerhalb der ersten Tage
nach dem Hitzeschock verloren, daher nennt man diese Tiere epithelial bzw. pseudoepithe-
lial, solange noch i-Zell-Derivate vorhanden sind. Die Anzahl der restlichen, hydkk1/2/4-
A-positiven Driisenzellen kann zwischen verschiedenen Polypen betrichtlich variieren (Ab-
bildung 4.13), ist aber 46 Tage nach dem Hitzeschock generell stark gesunken von durch-
schnittlich 538 auf 8 Zellen im gesamten Tier; 90 % der Polypen besitzen weniger als 10
Driisenzellen. Sehr oft sind die restlichen Zellen direkt unter dem Tentakelkranz zu finden
und erscheinen rundlich und ausgefiillt mit dicht gepackten, sehr groBen Vesikeln (Abbildung
4.13, Ausschnitt).

Kontroll-Tiere des nicht-hitzebehandelten Stammes sf-1 und des Wildtyp—Stammes 105 ha-
ben ebenfalls eine um ca. 20 % reduzierte Anzahl von hydkk1/2/4—A-exprimierenden Drii-
senzellen nach der Hungerphase (Abbildung 4.14), aber alle besitzen >100 Driisenzellen. Die
Differenzierung aus i-Zellen und die Selbsterhaltung der Population durch Proliferation ist
demnach plausiblerweise abhéngig von der Ndhrstoffzufuhr. Folgende Abschnitte untersuchen
die Regenerationsfiahigkeit der im Rahmen dieser Arbeit produzierten (pseudo)epithelialen
Tiere im Vergleich zu nicht-behandelten, gefiitterten und gehungerten Polypen der Stamme

105 (Wildtyp), sf-1 und A-10, einer weiteren Mutante mit temperatursensitiver i—Zellinie.
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Abbildung 4.14. Gehungerte Tiere zeigen geringe
Verluste hydkk1/2/4—A—exprimierender Driisen-
zellen. hydkk1/2//-A-Expression in H. magnipapillata
105, 55 Tage nach dem Hitzeschock (d n.HS) (A) und in
3] H. magnipapillata sf-1, 35 d n.HS. (B).

Die Regenerationsfihigkkeit pseudoepithelialer Tiere

st-1-Polypen verlieren ein paar Tage nach dem Hitzeschock ihre Fahigkeit zum Fressen und
werden im Lauf der Zeit kleiner und durchsichtiger. Etwa 50 Tage nach dem Beginn der Be-
handlung betrégt ihre GroBe etwa 1 bis 2 mm, d.h. ihre Groe entspricht 1/10 bis 1/20 eines
normalen, adulten Polypen. Um ihre Regenerationsfiahigkeit zu untersuchen, wurden sie zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach dem Hitzeschock mittelgastral oder subhypostomal ge-
schnitten und bis zu 12 Tagen auf Kopfregeneration (50 und 70 % KL) sowie Fuiregeneration
(50 % KL) beobachtet. Es wurde gezeigt, daf die kleinsten, zu 100 % regenerationsfihigen
Stiicke etwa 300 Zellen besitzen und in der Lage sein miissen, eine Hohlkugel von etwa 0,3 mm
im Durchmesser zu formen (Bode und Bode 1980; Shimizu et al. 1993). Wie aus Kernfirbun-
gen geschétzt, besaflen die pseudoepithelialen sf-1-Regenerate eine Zellzahl von mindestens
500 Zellen und bildeten nach dem Schneiden innerhalb von 24 h Kugeln (mit Kopf oder
Fuf}) von mind. 0,5 mm im Durchmesser. Die Bedingungen fiir Regeneration beziiglich der
Grofle und Topologie waren somit gegeben, was sich schliefflich auch darin zeigte, das alle
Fui—amputierten Polypen in der Lage waren, einen Fufl innerhalb von 3 Tagen zu regenerie-
ren. Anders verhielten sich jedoch die Kopfregenerate. Abhéingig von der vergangenen Zeit
nach dem Hitzeschock regenerierten die Stiimpfe zunehmend schlechter einen Kopf, gemes-
sen am Auftreten und der Anzahl der Tentakel (Abbildung 4.15). Weiterhin zeigte sich ein
Unterschied zwischen 50 und 70 % KL-Regeneraten; weiter apikal geschnittene Tiere regene-
rierten besser. Dies reflektiert die Verhéltnisse im normalen Polypen, was mit dem héheren
Kopfaktivationspotential des Gewebes bei 70 % KL zusammenhéngt (MacWilliams 1983b).
Es korreliert auBerdem mit der meist hoheren Anzahl von hydkk1/2/}—A—exprimierenden

Driisenzellen in apikaleren Bereichen der epithelialen Tiere.
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Abbildung 4.15. Kopfregenerations-
20- fahigkeit von pseudoepithelialen Tie-
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hauptung weniger Tentakel als bei 70 % KL
Tentakel, N geschnittene Polypen (n=38).

Um diese Effekte auszuschalten, wurden extensive Untersuchungen der Regenerationsfiahig-
keit von 50 % KL - Regeneraten mit minimierter Anzahl von Driisenzellen in Abhéngigkeit
von der Zeit nach dem Hitzeschock durchgefiihrt. Bei einem Teil der Tiere wurden mittels
ISH die verbliebenen hydkk1/2/4—A—exprimierenden Driisenzellen ausgezahlt, beim ande-
ren Teil wurde die Regenerationsfahigkeit untersucht. Offensichtlich korrelieren der Verlust
von Kopfregenerationsfihigkeit und hydkk1/2//-A—exprimierenden Driisenzellen (Abbildung
4.16). Zwischen 30 und 40 Tage nach dem Hitzeschock reduzieren sich die verbliebenen Drii-
senzellen noch einmal drastisch, was ebenfalls im stérkeren Verlust der Regenerationsfiahig-
keit nach dieser Zeit reflektiert ist.

Wie die ISH der enthaupteten Tiere zeigte, sammeln sich die restlichen hydkk1/2//-A—
exprimierenden Driisenzellen um der Wunde und regulieren das Transkript auf, allerdings
erst ab einer bestimmten Zelldichte (Abbildung 4.17A—C). Manche Regenerate zeigen Ten-
takelknospen, obwohl sie keine oder nur noch sehr wenige Driisenzellen aufweisen (Abbil-
dung 4.17E,F). Eine Erklarung wire, da§ zum Zeitpunkt der Enthauptung noch geniigend
Driisenzellen bzw. HyDkk1/2/4-Protein vorhanden war, dies aber wihrend der Regenerati-
on verbraucht wurde, eine andere, dafl die Anwesenheit von hydkk1/2//—A—exprimierenden

Driisenzellen die Regeneration massiv unterstiitzt, aber nicht essentiell ist (siche Diskussion).

Um sicherzustellen, dafl nicht allein die Verarmung an Néhrstoffen fiir den Verlust der Kopf-
regenerationsfahigkeit verantwortlich ist, wurden Tiere der Stdamme sf-1, A-10 sowie des
Wildtypstammes 105 verglichen. A-10 ist eine Chimére, deren Epithelzellen von 105, die
i—Zell-Linie aber von sf-1 stammen (H. Shimizu, Michima, Japan). Die Kopfregenerations-
fahigkeit wurde bei gehungerten, nicht—hitzegeschockten (105, sf-1, A-10) und gehungerten,
hitzegeschockten Polypen (sf-1, A-10) untersucht. Ein Teil der nicht-hitzegeschockten, ge-
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Abbildung 4.16. Kopfregenerationsfihigkeit (links) und Anzahl der
hydkk1/2/4—A—exprimierenden Driisenzellen (rechts) korrelieren in
epithelialen Tieren. links: Regenerierte Tentakel bei n=20, 101, 69, 180
und 114 Tieren; rechts: hydkk1/2/4—A-Driisenzellen in n=5, 3, 4, 37 und 22
Regeneraten mit zunehmender Zeit nach dem Hitzeschock. Die vertikalen Linien
geben die Standardabweichung an.

Abbildung 4.17. Unterschiedliche hydkk1/2/4—A—Expression in
pseudoepithelialen, kopfamputierten Tieren (ISH). 4 h (A-C) und
5-9 Tage (D-E) nach der Enthauptung.
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Abbildung 4.18. Gehungerte Tiere regenerieren besser als pseudoepi-
theliale Tiere. sf-1- und A-10-Tiere wurden hitzegeschockt (HS) und zusammen
mit nicht-hitzegeschockten sf-1—; A-10— und 105—Polypen 35 Tage gehungert, bevor
sie bei 50 % KL enthauptet wurden. Nach 12 Tagen Regenerationszeit wurden die
Tentakel ausgezihlt. Die Anzahl der Tiere (n) ist im Diagramm angegeben.

hungerten sf-1-Tiere wurde vorher 2 Tage wieder angefiittert, um darzustellen, ob und in
welchem Ausmaf} das Hungern allein einen Effekt auf die Regenerationsfahigkeit, unabhéngig
vom Verlust der i-Zellinie, bewirkt.

Wie sich zeigte (Abbildung 4.18), ist die Anzahl der regenerierten Tentakel nicht nur von
i—Zell-Derivaten, sondern auch vom Futterzustand abhéngig. Normalerweise regeneriert Hy-
dra die urspriingliche Tentakelzahl mit leichten Abweichungen, im Mittel 7 Tentakel. Lang
gehungerte H. magnipapillata 105-Polypen regenerierten 3,44+1,1, sf-1-Tiere 3,941,3 Ten-
takel. Die wieder angefiitterten sf-1-Tiere regenerierten verbessert mit 4,6+0,9 Tentakeln.
Generell regenerierten gehungerte Polypen etwa 2 Tage verzogert gegeniiber gut genédhrten
Tieren des gleichen Stammes. Verglichen mit den hitzegeschockten Polypen, die eine Regene-
rationsquote von 1,354+1,96 (sf-1) und 0,854+1,87 (A-10) Tentakeln aufwiesen, regenerierten
gehungerte Tiere immer noch besser als Tiere ohne hydkk1/2//-A—exprimierende Driisenzel-
len und andere i-Zell-Derivate. Damit ist der Erfolg der Kopfregenerationsfahigkeit bei Hydra
von mindestens zwei Komponenten abhéngig: Von der Anzahl der Driisenzellen — und kor-
relierend der Menge an hydkk1/2//—A-Transkript — und moderat von der Verfiigharkeit

von Nahrstoffen.
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Abbildung 4.19. hydkk1/2/4—A— (rot) und hyw-
nt3a—Expression (blau) im adulten Tier und
in der sich entwickelnden Knospe (Ausschnitt
rechts).

4.6 Die Beziehung von hydkk1/2/4-A und hywnt3a in Hydra

Um einen eventuellen Zusammenhang der hydkk1/2/4-A-Expression und dem kanonischen
Wnt-Signalweg zu untersuchen, wurden vergleichende Studien zur Expression von hydkk1/2/4-
A und hywnt3a in H. magnipapillata 105 und epithelialen Tieren durchgefithrt. Im adulten
Tier schlieflen sich beide Expressionsdoménen weitrdumig aus (Abbildung 4.19), d.h. sie
markieren verschiedene Korperregionen: Kopf und Korpersaule. Die deutliche Trennung der
beiden Expressionsdoménen ist aber nicht in Ubergangsstadien zu finden. Bei der sehr frithen
Knospe (Stadium I-III), wenn das Gewebe zu evaginieren beginnt (vgl. Abschnitt 4.3) ist
hywnt3a unmittelbar vor der sichtbaren Evagination in der Knospungszone des Muttertieres
hauptséchlich ektodermal exprimiert (Hobmayer et al. 2000; Rentzsch 2001). Die endoder-
malen, hydkk1/2/4—-A-exprimierenden Driisenzellen wandern in die sich ausstiilpende Knospe
ein bzw. folgen dem Gewebeflul und fiillen die Knospe anfangs bis hin zum apikalen Bereich.
Beide Expressionsdoménen sind also an der apikalen Spitze zunéchst benachbart, wenn auch
weitgehend in verschiedenen Keimbléttern (Abbildung 4.19). Mit weiterem Wachstum der
Knospe werden beide Transkripte durch die Abschaltung der hydkk1/2/4—A-Transkription,
wie im adulten Tier, weitrdumig voneinander getrennt.

Weiterhin sind die hywnt3a— und hydkk1/2//—A—exprimierenden Zellen bei der Kopfregene-
ration direkt benachbart (Abbildung 4.20). Dieser Zustand hélt so lange an, bis hydkk1/2//-
A in der zukiinftigen Kopfregion herunterreguliert wird und hywnt3a sich auf die apikalsten
50-60 Zellen beschriankt (Rentzsch 2001). Beide Faktoren sind also mit der Musterbildung
und axialen Differenzierung assoziiert und mindestens in dieser Phase konnte eine direkte
Antagonisierung von HyWnt3a—Signaltransduktion durch HyDkk1/2/4-A auftreten. Da bei-

de Proteine sekretiert werden und iiber ihre Diffusionsreichweiten in Hydra nichts bekannt
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Abbildung 4.20. Synexpression von hydkk1/2/4—A (rot)
und hywnt3a (blau). Doppel-ISH in einem 8 h alten Kopfrege-
nerat.

ist, wére eine antagonistische Interaktion aber auch im normalen, adulten Tier méglich.

Die direkte Nachbarschaft von hydkk1/2/4-A— und hywnt3a—exprimierenden Zellen kann
auBerdem experimentell induziert werden: Die Behandlung von Polypen mit dem GSK33-
Inhibitor Alsterpaullone, der den kanonischen Wnt—Signalweg konstitutiv aktiviert
(Broun et al. 2005), fithrt zur Anhebung der Positionswerte bzw. des Kopfaktivierungspo-
tentials im gesamten Tier. Die Polypen entwickeln infolgedessen ektopische Kopfstrukturen
iiber die gesamte Korpersdule. Damit geht eine herdformige Aufregulation von hywnt3a in
der Korperséule einher (Abbildung 4.21A, Broun et al. 2005; Nacak 2004).

Im Anfangsstadium dieser Transformation sind die hydkk1/2/4—-A— und hywnt3a—exprimie-
rende Zellen im Korpersiaulengewebe zunéchst direkt benachbart (Abbildung 4.21B,C).
Das hydkk1/2/4—A-Transkript wird schliellich im Bereich entstehender ektopischer Kopf-
strukturen herunterreguliert (Nacak 2004). hywnt3a schien dabei oft im Zentrum hydkk1/2/4-
A-freiwerdender Regionen zu liegen (Abbildung 4.21C). Dies ist allerdings kein schneller
Prozel — die beginnende hywnt3a—Expression allein resultierte nicht in sofort, sondern erst
einige Tage spéter in der Repression von hydkk1/2//-A, dhnlich wie bei der Kopfregenerati-

on und Knospenbildung.

hydkk1/2/4—A, hywnt3a und der Verlust der Regenerationsfihigkkeit in

pseudoepithelialen Tieren

Die bisherigen Ergebnisse implizieren eine Rolle fiir einen HyWnt3a-HyDkk1/2/4-A—
Antagonismus bei der Musterbildung von Hydra. Um die Abhéngigkeit beider Faktoren
genauer zu iiberpriifen, wurden pseudoepitheliale Tiere mit reduzierter hydkk1/2//-A-Ex-
pression und Tiere der kopfregenerationsdefizienten Mutante reg-16 auf hywnt3a—Expression

untersucht.
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Abbildung 4.21. hywnt3a—Expression inhibiert sukzessive die
hydkk1/2/4—A—Transkription. ISH und Doppel-ISH in 24 h Alsterpaullone—
behandelten Tieren. (A) Ektopische hywnt3a—Herde in der Korpersiule, (B)
Doppel-ISH mit hywnt3a (blau) und hydkk1/2/4-A (rot), (C) VergréBerung des
eingerahmten Bereichs in (B).

hywnt3a—Expression in epithelialen Tieren.

Epitheliale Tiere wirken ‘verkopft’, d.h. die Kopfregion ist grofler geworden, oft auf Kos-
ten der basalen Regionen (Marcum und Campbell 1978), und die Hypostome wirken abge-
flacht. Die Ursachen dieser morphologischen Veréinderung sind nicht bekannt. Nimmt man
HyDkk1/2/4-A als Antagonisten des Wnt—Signalwegs an, kann man u.U. eine Vergroerung
der wnt3a—Doméne erwarten, da Wnt sich in einem positiven Regelkreislauf selbst aktiviert.
Um zu untersuchen, ob die hywnt3a—Expressionsdoméne in hydkk1/2/}—A—freien Tieren ent-
sprechend ihrer Morphologie verdndert ist, wurden (pseudo)epitheliale Tiere mittels ISH
untersucht. Tatséchlich zeigten diese im Vergleich zum Wildtyp eine Vergréflerung der hy-
postomalen, ektodermalen hywnt3a—Doméne, bezogen auf die Hypostombreite (Abbildung
4.22). Die endodermale Doméne verindert ihre Breite ebenfalls, aber weniger stark. Diese
VergroBerung der hywnt3a—Doméne in epithelialen Tieren wurde auch von Augustin et al.
(2006) beschrieben.

Die hywnt3a—Expression wurde ebenfalls bei der gestorten Kopfregeneration pseudoepithe-
lialer Tiere untersucht. Etwa 50 % der untersuchten Stiimpfe wiesen zusitzliche hywnt3a—
Doménen auf (Abbildung 4.23). In Parallelversuchen wurde die drastische Reduktion der
Driisenzellen verifiziert (nicht gezeigt). Auffillig war, da§ die apikale hywnt3a—Expression
nach Heilung der Wunde sehr oft nur noch im Endoderm anstatt in beiden Zellschichten
vorhanden war.

Weiterhin wurde die hywnt3a—Expression bei Verwundung epithelialer Tiere untersucht. Im

normalen Polypen wird hywnt3a nach Schnittverletzungen in ca. 50 % der Félle leicht auf-
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Abbildung 4.22. Die hywnt3a—Expressionsdoméne ist in epithelialen
Tieren vergroflert. (A) Wildtyp (H. magnipapillata 105), (B,C) hitzege-
schockte sf-1-Polypen nach 35 d Hungern. Die gefiillten Pfeile geben die ekto-
dermale Begrenzung der hywnt3a-Doménen an, die leeren Pfeile die endoder-
malen Grenzen. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Breite des Hypostoms
im optischen Schnitt; der Groflenstandard betréigt 500 pm.

reguliert (eigene Beobachtung; T. Lengfeld, pers. Kommunikation). RT-PCR-Experimente
zeigten zudem, dafl hywnt3a auf Verletzung mit leicht verstirkter Expression reagiert (Ab-
bildung 4.24). Auch verletzte, epitheliale Tiere regulierten das hywnt3a—Transkript in eta der
Hélfte der Félle an der Wunde auf (nicht gezeigt); eine stirkere Aktivierung von hywnt3a
nach Verletzung war daher im hydkk1/2/4-A-negativen Kontext nicht eindeutig nachzuwei-

sen.

Zusammenfassend 148t sich sagen, das die hywnt3a—Expression eine stabile Eigenschaft des
Epithels in Hydra ist, da sie auch bei sehr kleinen, epithelialen Tieren und ebenfalls in epithe-
lialen, enthaupteten Polypen am urspriinglichen apikalen Pol auftritt, unabhéngig davon, ob
die Regeneration erfolgreich beendet wurde oder nicht. Im letzteren Fall trat oft ektopische
hywnt3a—Expression im Stumpf auf, dies konnte mit fehlender hydkk1/2/4—A-Expression

bzw. fehlenden Driisenzellen in Zusammenhang gebracht werden (siehe Diskussion).

hydkk1/2/4—A— und hywnt3a—Expression in der kopfregenerationsdefizienten
Mutante reg-16

Die H. magnipapillata—Mutante reg-16 kann keinen oder nur stark verzogert einen Kopf re-
generieren (Achermann und Sugiyama 1985; Sugiyama und Fujisawa 1977). Der Grund hier-
fiir wird in einem verzogertem Abfall des Kopfinhibitionspotentials nach der Enthauptung
gesehen, was die Selbstverstirkung der Kopfaktivierung behindert (siehe Einleitung). Im
Gegensatz dazu ist die Kopfbildung bei der Knospung nicht gestort. Ein bestimmter Anteil

enthaupteter reg-16-Tiere zeigt keine hywnt3a—Expression in der apikalen Spitze, was mit
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Abbildung 4.23. Die hywnt3a-Expression ist in nicht-regenerierenden, epithelialen
Tieren veridndert. Regenerate 35 d nach Hitzeschock, 9 Tage nach Enthauptung. (A-D) Nicht-
regenerierende Tiere. Neben der hywnt3a—Doméne am apikalen Pol traten zusétzliche lokale Ex-
pressionen in der Korpersiule auf. Bei (D) fehlt die eindeutige Zuordnung einer apikalen Domiine
ganz. (E,F) Erfolgreiche, epitheliale Kopfregenerate. Der Grolenstandard in (A) entspricht 500
pm und gilt fiir alle Tiere.

14 Abbildung 4.24. hywnt3a ist
A 12. B bei Verletzung leicht aufregu-
’ liert. (A) RT-PCR von hyw-
1,0+ nt3a und FEFIa bei an der Sei-
0,8 te verletzten H. magnipapillata 105

Kontr. Wunde

und unverletzten Polypen (n=20).
(B) Quantifizierung der PCR-
0,4 - Bandenintensitdt zweier unabhén-
giger Experimente mit Normierung
auf das Haushaltsgen EF1la. Die

0,0 vertikalen Linien geben die Stan-
Kontrolle Verletzung, 3 h dardabweichung an

0,6 4
hywnt3a

EFlo

0,2

rel. Expression ( hywnt3a/EF10)

der Anzahl regenerationsdefizienter und verzogert regenerierender Tiere korreliert (Rentzsch
2001). Im Rahmen der Untersuchung der Beziehung zwischen hydkk1/2/4/—-A und hywnt3a
war es interessant zu wissen, ob hydkk1/2//-A in diesen Tieren verénderte Expression zeigt.
Im nicht manipulierten Tier wurden beide Gene normal exprimiert (nicht gezeigt). In Kopf-
regeneraten wurde das hydkk1/2/4—A-Transkript apikal stark exprimiert wie im Wildtyp,
unabhéngig davon, ob hywnt3a vorhanden war (57,4+12,0 %) oder nicht (nicht gezeigt). Dies
bedeutet, dal hywnt3a—Expression fir die Aufregulation und Erhaltung von hydkk1/2/4-A

im Wundbereich nicht notwendig ist.

4.7 Die heterologe Expression von hydkk1/2/4—-A

Gegenwirtig besteht noch keine verlafiliche Mdéglichkeit, Hydra genetisch zu manipulieren.
Daher wurde hydkk1/2/4-A im Xenopus—Embryo und in Zellkultur (HEK293T) {iberexpri-
miert, um zu erfahren, ob HyDkk1/2/4 Wnt-antagonistisch wirkt und diese Funktion damit
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evolutiv konserviert ist. Diese Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Sonia Pinho und
Christof Niehrs am DKFZ in Heidelberg durchgefiihrt.

hydkk1/2/4—A-Uberexpression in Xenopus—Embryonen

Bei der Xenopus-Embryogenese ist XDkk1 ein essentieller Faktor fiir der Entwicklung an-
teriorer Strukturen, insbesondere des Kopfes (Glinka et al. 1998; Kazanskaya et al. 2000).
Es agiert nach der ‘mid blastula transition” durch Inhibition der Wnt-Signaltransduktion
im anterioren Bereich, was die Kopfentwicklung {iberhaupt erst ermoglicht. Uberexpression
von zdkk1 fithrt dosisabhéingig zu iiberproportional groen Kopfstrukturen (‘Dickkpf’) und
einem generell dorso—anteriorisierten Phéanotyp.

Die Injektion von hydkk1/2//-A mRNA in Xenopus war Teil der Diplomarbeit von T. Nacak
(2004) und zeigte, daB hydkk1/2/4-A im Frosch-Embryo morphogenetisch aktiv ist und den
typischen Dickkopf-Phénotyp hervorrufen kann.

S. Pinho konnte weiterhin zeigen, daf§ die Injektion von hydkk1/2/4-A xwnt8—induzierte se-
kundére Achsen im Xenopus—Embryo blockieren kann (Abbildung 4.25A), wenn auch nicht
im gleichen Ausmafl wie endogenes zdkk1. Gleiches gilt fiir die Inhibition eines Wnt—Signal—
sensitiven Reportersystems ("TOPFLASH-Assay’, siche auch néachster Abschnitt): Die durch
zwnt8—Injektion in alle 4 Embryoblastomeren induzierte Reporteraktivitit wurde dosisab-
hingig durch Co-Injektion mit hydkk1/2/4-A reprimiert (Abbildung 4.25B; Guder et al.
2006b).

Ein weiteres Experiment adressierte die Inhibition von Wnt—aktivierten Genen durch
hydkk1/2/4-A im ‘animal cap assay’: Das Zielgen siamois, welches im Frosch von XWnt8
aktiviert wird, konnte durch hydkk1/2//-A-Coinjektion genauso wie durch endogenes zdkk1
reprimiert werden (Abbildung 4.26).

Diese Resultate zeigen, dafl hydkk1/2/4—A die Funktion von endogenem zdkk! im Froschem-

bryo dosisabhéngig simulieren kann und hier den kanonischen Wnt—-Signalweg inhibiert.

Die hydkk1/2/4—-A—Aktivitdt in HEK293T-Zellen

Parallel zum heterologen Ansatz in Frosch wurde die Wirkung von hydkk1/2//-A im
‘TOPFLASH-Assay’, basierend auf einem Wnt-sensitiven Reporterkonstrukt in Zellkultur

(HEK293T) analysiert; interessant war v.a. eine eventuelle Wechselwirkung mit hywnt3a, um
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Abbildung 4.25. Blockierung des Wnt—Signalwegs durch hydkk1/2/4—-A in Xeno-
pus. (A) Blockade sekundérer Achsen. zwnt8§ mRNA (12,5 pg) wurde entweder allein oder
mit zdkk! (10 pg) oder hydkk1/2/4 (1 ng) co-injiziert. (B) Blockade eines Wnt-sensitiven
Reporterkonstrukts (TOPFLASH-Assay). Hierfiir wurden die mit zwnt8 (150 pg), zdkk1 (300
pg), hydkk1/2/4 (750 pg und 3 ng) und p01234(=TOPFLASH-Reporter) injizierten Embryo-
nen bei Stadium 10 bis 10,5 gesammelt und fiir das Luciferase—Assay lysiert. RLU = Relative
Fluoreszenz Einheiten; vertikale Linien=Standardabweichungen aus 3 Messungen.

xwnt8, xwnit8,
GE Kontrolle  xwnt8 xdkkl  hydkkl/2/4
siamois

xbra

h4

Abbildung 4.26. hydkk1/2/4—A und zdkk1 inhibieren die zwnt8—
vermittelte siamois-Transkription. ‘animal cap assay’: Von mit zwnt8 (100 pg),
xdkk1 (200 pg) und hydkk1/2/4-A (6 ng) co-injizierten Embryonen wurden im Sta-
dium 8 — 9 die Animalkappen explantiert und daraus die cDNA fiir RT-PCR gegen
siamois, brachyury (zbra) und histon-4 (h4) hergestellt. brachyury diente dabei als
Kontrolle fiir die Mesoderm—Freiheit der animalen Kappen, nicht—injizierte Embryo-
nen als Negativkontrolle. GE=gesamter Embryo.
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die evolutiondre Konservierung des Wnt—Antagonsimus zu belegen.

Das TOPFLASH-Konstrukt (Korinek et al. 1997) besteht aus dem Luciferase-Gen (Gliih-
wiirmchen) und einem Promotor, welcher mindestens drei optimale TCF-Bindestellen be-
sitzt, wodurch es direkt aktivierbar durch den TCF/B-Catenin—Komplex ist. pPTOPFLASH
kann in Zellkultur oder im lebendem Tier (siche vorheriger Abschnitt) angewendet werden,
die Biolumineszenz wird {iblicherweise nach Lyse der Zellen und Substratzugabe im Lumi-
nometer gemessen und gibt Auskunft iiber den Grad der Aktivierung des Wnt-Signalwegs.
Fiir die Experimente wurden die ORFs von hydkk1/2/4-A und hywnt3a in den Expressi-
onsvektor pCS2+ kloniert. HEK293T—Zellen wurden zunéchst mit dem Reporterkonstrukt
sowie jeweils mit hywnt3a, hydkk1/2/4/-A oder Maus wnt! (mwntl) co-transformiert, um
die Aktivierung bzw. Inhibition von TOPFLASH zu untersuchen. Es stellte sich heraus, das
hywnt3a nicht aktivierend wirkte (8 bis 60 ng) und hydkk1/2/4—A zusammen mit mwntl
aktivierend auf TOPFLASH wirkte (5-78 ng; Abbildung 4.27A); ab 40 bzw. 78 ng wirkten
beide Transkripte toxisch. Es wurde weiterhin untersucht, ob die unerwartete aktivierende
Wirkung von hydkk1/2/4—A mit den bekannten Komponenten des Wnt/Dkk—Antagonismus

zu beeinflussen war: LRP6, Wnt1 und Kremen.

Wntl/LRP6. hydkk1/2/4-A allein konnte das Reporterkonstrukt nicht aktivieren, dazu
war mindestens eine der beiden Komponenten des Wnt—Signalweges notig, LRP6 oder Wnt1
(Abbildung 4.27B). hydkk1/2/4-A wies damit eine synergistische Wirkung mit LRP6 und
Wntl auf (2,0£0,6- und 2,240,3—fache Aktivierung des Reporters; n=5 bzw. 4).

Kremen. Fiir die Wnt-antagonistische Wirkung von Dickkopf-Proteinen ist die Interak-
tion mit Kremen-Rezeptoren essentiell (siehe Einleitung). HEK293T—Zellen besitzen nur
sehr basale, endogene Level von Molekiilen der Wnt-Kaskade, daher miissen fiir oben be-
schriebene Assays immer alle Komponenten zusétzlich eingebracht werden: Wnt, Frizzled,
LRP6 und evtl. Kremen, wobei die Wirkung von XDkk1l auch ohne zusétzliche Kremen—
Transfektion zu beobachten ist. Nachdem das Hydra—Dickkopf-Molekiil nicht wie erwartet
reprimierend wirkte, wurden die Zellen zusétzlich mit humanem Kremenl (hkrm1) cotransfi-
ziert, um den Einflufl auf das hydkk1/2//—A-Verhalten zu studieren. Die hkrm1—Transfektion
inhibierte mit zdkk! zusammen den Reporter, hatte aber auf die hydkk1/2/4—A-induzierte
Aktivierung keinen antagonistischen Einflul hat, sondern wirkt leicht zusétzlich aktivierend
(1,540,4— und 1,240,2—fach fiir mwnt! bzw. hLRP6; n=3) (Abbildung 4.28).

Zusammengefafit bedeutet dies, dafl sich hydkk1/2/4-A in Zellkultur anders verhilt als in
vivo, was auch ein bekannter Effekt fiir Dickkopf2 aus Vertebraten ist (siehe Diskussion). Dies

scheint abhéngig vom Molekiilkontext auf der Zelloberfliache des jeweiligen Systems zu sein:
In HEK293T—Zellen verhalt sich HyDkk1/2/4-A als ein schwacher, synergistischer Aktivator
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Abbildung 4.27. hydkk1/2/4—A im "TOPFLASH-Assay’. (A)Synergie zwischen
hydkk1/2/4-A und mwntl. HEK293T-Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt, muwnt1
(8 ng), zdkk1 (5 ng), hydkk1/2/4-A (20 und 40 ng) allein oder zusammen transfiziert.
(B) Synergie zwischen hydkk1/2/4-A und hLRP6. Transfektion mit TOPFLASH, mwnt1
(8 ng), zdkk1 (5 ng), hLRP6 (3 ng), hydkk1/2/4-A (20 und 40 ng) allein oder zusam-
men. Aktivierung durch Wnt-Komponenten ist dunkelgiin, durch zusétzlich hydkk1/2/4—
A hellgriin dargestellt, Inhibition durch zdkk! ist orange wiedergegeben. RLU=Relative
Fluoreszenz Einheiten. Vertikale Balken geben die Standardabweichung an (Triplets).
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Abbildung 4.28. hydkk1/2/4—-A aktiviert TOPFLASH auch in Anwesenheit von hkrm1.
HEK?293T-Zellen wurden mit TOPFLASH, mwnt! (8 ng), zdkk1 (5 ng), hLRP6 (3 ng), hydkk1/2/4—
A (20 ng) und hkrm1 (2 ng) allein oder zusammen transfiziert. RLU=Relative Fluoreszenz Einhei-
ten. Vertikale Balken geben die Standardabweichung an (Triplets).
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Abbildung 4.29. Gastrulationsdefekte durch hywnt3a—Injektion in Xenopus—
Embryonen. 4-Zell-Stadien wurden mit 1 ng hywnt3a-mRNA /Blastomer radial injiziert. V.l.n.r.
nicht—injiziert bis schwerer werdende Defekte.

des TOPFLASH-Reporters durch die Wnt— wie auch LRP6-vermittelte Signalkaskade; diese
Aktion ist unabhingig von Kremenl. Im Gegensatz dazu verhélt sich XDkkl immer als
Antagonist; dies impliziert, das strukturelle Unterschiede der Molekiile aus Frosch und Hydra

vorhanden sind, die im Kontext der wechselwirkenden Proteine zu sehen sind.

hywnt3a—Injektionen in Xenopus

hywnt3a, das in Zellkultur das TOPFLASH-Konstrukt nicht aktivieren konnte, wurde in
alle Blastomeren von Xenopus-Embryonen im Vierzellstadium injiziert, um die Induktion
sekundérer Achsen zu testen, wie sie von endogenen kanonischen Wnts, 3-Catenin und auch
von titHydra 3-Catenin (Hobmayer et al. 2000) ervorgerufen werden. Uberraschenderweise
zeigten alle injizierten Embryonen im Gegensatz zu Kontrollinjektionen mit Preprolactin—
mRNA verschieden schwere Gastrulationsdefekte bis hin zu spina bifida (Abbildung 4.29),
ein Phénotyp, der sonst durch Uberexpression von ‘nicht-kanonischen’” Wnt-Liganden wie
XWnth (Du et al. 1995; Moon et al. 1993) hervorgerufen wird. Dies spiegelt zum einen die
Divergenz des Hydra—Molekiils wieder, zum anderen wahrscheinlich die strikte Abhéngigkeit

vom zellularen Kontext.
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5 Die Charakterisierung eines Chordin—&hnlichen
Proteins (HyChdl) in Hydra

Chordin—Proteine sind als sekretierte Antagonisten des BMP—-Signalwegs beschrieben; sie
hindern durch hochaffine Bindung die BMP-Liganden an der Interaktion mit den BMP—
Rezeptoren (siche Einleitung). Hydra Chordin-like (HyChdl) wurde bereits von F. Rentzsch
(2001) beschrieben. Er zeigte, dafl HyChdl drei konservierte, cysteinreiche Doménen (CR) im
C—terminalen Teil &hnlich den Chordin—Molekiilen der Bilaterier besitzt. Am N—Terminus
von HyChdl ist die CR-Doméne der Chordin—Proteine gegen zwei divergente, cysteinreiche
Motive ausgetauscht, welche der IGFBP-! und der Follistatin-Doméne (genauer: ‘Follistatin-
N-terminal domain-like’) &hneln. Diese Doménen kénnen BMP-Liganden binden und sind
in HyChdl von den C—terminalen CR-Doménen durch eine 631 As lange ‘Linker’—~Region
getrennt, die mit etwa der gleichen Lénge in anderen Chordin—Molekiilen die N— und C-
terminalen CR separiert.

hychdl ist gradiert vom oralen zum aboralen Achsenpol im Endoderm des adulten Tieres
exprimiert, in den Tentakeln stédrker, und ebenfalls stiarker in der gesamten, evaginierenden
Knospe. Diese homogene, endodermale Farbung der Knospe verliert sich erst mit zunehmen-
der Grofle des Jungpolypen. Weitherhin zeigten Kopfregenerate eine starke Aufregulation des
Transkripts in Wundnéhe bis zur Ausbildung des Kopfes. Das vorhandene Positionswertge-
falle entlang der Achse hatte dabei keinen Einflufl auf die Kinetik der hychdl—Aufregulation
(vgl. Rentzsch 2001). Fufiregenerate regulierten das hychdl-Transkript ebenfalls transient in
der regenerierenden Spitze auf, bis kurz vor Beginn der Fufldifferenzierung.

Die Injektion von hychdl in Zebrafisch-Embryonen bewirkte deren Dorsalisierung, dhnlich

wie mit endogenem Chordino—Protein (Rentzsch et al., Manuskript akzeptiert).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Charakterisierung des Hydra Chordin-like
Proteins fortgefithrt: Die genomische Struktur, die Verwandschaftsbeziehung der cysteinrei-
chen Motive und die Aktion dieser Motive bei der BMP—Inhibition in Zebrafisch wurden

untersucht.

Yinsulin-like growth factor binding domain’
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Abbildung 5.1. Die Struktur des Chordin—&hnlichen Molekiils in Hydra. Dar-
gestellt sind das Transkript (grau) mit Spleiistellen, Introns (vertikale Striche; Boxen fiir
bekannte Intronsequenzen) und die abgleitete Aminosiuresequenz des Proteins mit seinen
funktionellen Doménen. SP=Signalpeptid, IGFBP=Insulin-like growth factor binding prote-
in, Fol=Follistatin-like, KU=BPTI/Kunitz, R1-3=unbekannter Repeat 1-3, vWC=von Wil-
lebrand Faktor Typ C (=CR). Die hellgelben C-terminalen vWC-Doménen sind mit einem
e—Wert von 2-4 sehr divergent.

5.1 Die Exon/Intron-Struktur von hychdl

2 ergab, dafl das hychdl-Transkript aus 21 Exons ge-

Die Analyse der genomischen Daten
spleifit wird (Abbildung 5.1). Die Intronsequenzen konnten durchgehend nur fiir 8 Introns
identifiziert werden, da das Hydra—Genom noch nicht vollstédndig sequenziert ist. Der Gro-
Benbereich dieser kompletten Introns liegt zwischen 119 und 421 bp. Der Vergleich der ge-
nomischen Struktur mit den funktionellen Doménen des translatierten Proteins zeigte, dafl
diese nicht streng mit den Intron/Exon—Grenzen korrelieren, hierbei miissen allerdings auch
noch die Ungenauigkeiten der Doménen—Vorhersageprogramme beriicksichtigt werden.

Die SMART-Analyse der Aminoséauresequenz sagte neben den bereits beschriebenen IGFBP—

, Follistatin-like und vWC (CR)-Doménen noch eine ‘BPTI/Kunitz family of serine pro-
tease inhibitors’~Doméne (e=2.40"2%) in der Region zwischen cysteinreichem N— und C-
terminalen CR-Doménen (Linkerregion) vorher. Eine RADAR-Analyse® zum Auffinden un-
bekannter Repeats identifizierte 3 tandemrepetierte Motive in diesem Bereich (Abbildung
5.1) Dieser neue Repeat-Typ bei HyChdl weist keinerlei Ahnlichkeit zu anderen Motiven
in der Datenbank auf. Die Linkerregion ist in allen anderen Chordin—-Molekiilen von 3 bis

4, bislangfunktionell uncharakterisierten, sogenannten Chordin—-Doménen (CHRD) gekenn-

2Trace Archiv MegaBLAST
3EBI, http://www.ebi.ac.uk/Radar/
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zeichnet — die in HyChdl jedoch nicht zu finden sind. Damit weist HyChdl neben der
Chordin—dhnlichen Doménenstruktur im Detail zusétzliche Eigenschaften auf. In dem An-
thozoen Nematostella vectensis wurde ebenfalls ein Chordin—Molekiil isoliert, das aber ei-
ne konservierte Struktur beziiglich der vWC-Doménen und CHRD aufweist (Matus et al.
2006b; Rentzsch et al. 2006).

5.2 Die phylogenetische Analyse der cysteinreichen Doméinen des
HyChdl-Proteins

Die 4 vWC-Doménen der Bilaterier—-Chordin—Proteine sind deutlich voneinander unter-
scheidbar und besitzen eine konservierte Identitat (Garcia Abreu et al. 2002). Es war daher
im evolutionsbiologischen Sinn interessant zu wissen, ob die Hydra vWC-Doménen (mit
e-Werten=10"%-107'2) diesen in Identitiit und Reihenfolge entsprechen. Die Maximum-
Likelihood—Analyse in Abbildung 5.2 zeigt die Beziehungen zwischen den cysteinreichen (CR)
vWC-Doménen innerhalb der Chordin—Proteine von Bilateriern und Cnidariern. Die Domé-
nen der Bilaterier lieflen sich einheitlich 4 verschiedenen Gruppen (Clustern) zuordnen; ihre
Positionen im Chordin—Protein sind konserviert, wie bereits beschrieben (Garcia Abreu et al.
2002). Die trifft auch fiir die vVWC-Doménen wirbelloser Bilaterier zu, hier gezeigt fiir den
Hemichordaten Saccoglossus und den Cephalochordaten Branchiostoma (Amphioxus). Die
CR4 von Saccoglossus ist divergent. Die Nematostella-CR—Doménen ordnen sich in diese 4
Cluster kohirent ein; ihre Aste spalten innerhalb der Cluster bis auf CR4 basal ab, entspre-
chend der frithen Trennung von Cnidariern und Bilateriern in der Phylogenie. Die Hydra—
vWC-Domaénen verhalten sich anders, sie bilden eine Gruppe und scheinen der 4er—Gruppe
von CR-Doménen am néchsten verwandt. Dies weist darauf hin, dal die CR—Doménen aus
HyChdl Hydra—spezifische Duplikationen einer vWC-Doméne darstellen.

Generell sind sich die CR-Doménen recht dhnlich, was sich in den z.T. sehr niedrigen
Bootstrap—Werten wiedergespiegelt. Die Zuordnung der Hydra—CR-Doménen zur Gruppe
4 ist ebenfalls nicht gut unterstiitzt und kann Resultat eines ‘long branch attraction’-
Phénomens sein. Es konnte nicht das komplette Alignment verwendet werden, da zu viele
Liicken vorhanden waren; es wurde daher mit der Software GBlocks auf die Positionen mit

geniigend phylogenetischer Information gekiirzt. Das urspriingliche Alignment findet sich im

Anhang A.13.
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A B
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X1CR4
X1CR3
DrCR1
DrCR2
DrCR3
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HsCR4
BfCR1
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BfCR3
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SkCR1
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HvCR3
NvCR1
NvCR2
NvCR3
NvCR4

XICR4, HsCR4

NvCR4

HvCR1

SkCR4

SkCR1

Abbildung 5.2. Die Phylogenie der cysteinreichen Dominen (CR1-4) in Chordin.
(A) Zugrundeliegendes Muscle-Alignment (GBlocks) der CR-Doménen aus Mensch=Hs, Xeno-
pus laevis=Xl, Danio rerio=Dr, Branchiostoma floridae=Bf, Saccoglossus kowalevskii=Sk, (Ne-
matostella vectensis)=Nv und Hydra vulgaris=Hv. 60-100 % Konservierung ist durch graue und
schwarze Schattierung dargestellt. (B) Maximum-Likelihood-Analyse (PHYML). Parameter: 100
Bootstrap—Replikate, JTT-Matrix, Gamma—Verteilung+invariable Positionen, 4 ‘substitution rate
categories’. Die Werte an den Kanten geben die Unterstiitzung [%] der dargestellten Spaltungen
an. Die Farben kennzeichnen die 4 Gruppen von CRD, rot sind die Hydra—Sequenzen dargestellt.

5.3 Die Analyse des HyChdl-Molekiils im BMP—-Inhibitions—
Assay in Zebrafisch

Da das vollstindige HyChdl-Protein in der Lage ist, den Zebrafisch-Embryo trotz der di-
vergenten Doménenstruktur in gleicher Weise wie endogenes Chordino dosisabhéngig zu
dorsalisieren (Rentzsch et al., Manuskript akzeptiert), stellte sich die Frage, ob die einzel-
nen cysteinreichen Doménen einen dhnlichen Beitrag wie die CR des Vertebraten—Chordins
(Xenopus) dazu leisten. In dieser Arbeit wurden 4 von 6 Konstrukten rekombinant her-
gestellt, die HyChdl sukkessive zum C—-Terminus hin verkiirzen, um die biologische Akti-
vitdt dieser Varianten in Kooperation mit F. Rentzsch (SARS Center, Bergen, Norwegen)
durch mRNA-Injektion in Zebrafisch—-Embryonen zu testen. 2 der Konstrukte wurden im
Rahmen einer Diplomarbeit hergestellt (Vocke 2004) und umfafiten die C—terminale vIWC-
Doméne (hychdIANCRZ2) bzw. die letzten 2 CR-Motive (hychdIANCR1). Das Konstrukt
hychdIA Nlinker beinhaltete alle 3 C—terminalen vWC-Doménen, hychdlAN ebenfalls, in-

klusive der Linkerregion. Die N-terminalen Domé&nen wurden in 2 weiteren Konstrukten
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hychdIANCR2 1 D NENE
hychdIANCR1 M 37 | -
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Abbildung 5.3. Verkiirzte Varianten von HyChdl fiir die Injektion in Zebrafisch. Farb-
codierung vgl. Abbildung 5.1, griin=myc-tag. Die Zahlen geben die Linge der Konstrukte in As
an. Ganz rechts ist die biologische Aktivitat der Konstrukte dargestellt: ‘-’=keine Dorsalisierung,
‘4 /-’=intermedidr (nur C1), ‘4’ und ‘++’=stérker dorsalisierend (C1 bis C3), sieche 5.3.

variiert, entweder wurde die IGFBP- (hychdIAIGFBP) oder die Follistatin-like-Doméne
(hychdlAFol) deletiert (Abbildung 5.3). Die Sequenz der Konstrukte befindet sich im An-
hang A9, A.10, A.11, A.12.

hychdIANCR1 und hychdIANCR2 zeigten keine Aktivitat, was bedeutet, dafl 2 Hydra vWC—
Domaénen allein fiir den BMP—Antagonismus nicht ausreichend sind und die 2 divergenten,
C-terminalen vWC-Motive hier keinen weiteren Beitrag liefern. Die Penetranz und Schwe-
re des dorsalisierten Phéanotyps nahm jedoch mit gré8erwerdenden N—terminalen Bereichen
zunahm (Abbildung 5.3, Tabelle 5.3 und Rentzsch et al., akzeptiert). Jeweils eine der bei-
den N—terminalen Doménen konnte im Vergleich zum Wildtyp—hychdl (71,8 %) noch 52,2 %
(hychdIAFol) bzw. 54,5 % (hychdIAIGFBP) der Embryonen dorsalisieren. Fehlten beide, so
waren nur noch 35,7 % Embryonen dorsalisiert. Die Linkerregion trug hier offenbar auch zur
BMP-Inhibition bei, da bei fehlendem Linker nur noch 10 % der Embryonen mild dorsalisiert
wurden.

Zusammenfassend bedeuten diese Ergebmisse, dafi (i) HyChdl die Funktion eines BMP-
Inhibitors in Zebrafisch {ibernehmen kann, (ii) die antagonistische Wirkung von der Léan-
ge des Molekiils bzw. der Anzahl funktioneller Doménen abhéngt und (iii) die IGFBP-
und Follistatin-like-Doméne das CR1-Motiv anderer Chordin—Proteine ersetzen kénnen und

einen gleichwertigen Beitrag zur BMP—Inhibition leisten.
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mRNA pg/Embryo n WT (%) C1 (%) C2 (%) C3 (%) C4 (%)
hychdl 150 64 43,8 43,8 9.4 3.0 0
hychdIA Nlinker 150 60 90.0 10.0 0 0 0
hychdl 150 85 28,2 38,8 20 11,8 1,2
hychdIAN 150 221 64,3 28,9 6,8 0 0
hychdIAFol 150 134 47,8 32,8 16,4 3,0 0
hychdIAIGFBP 150 196 45,5 38,3 13,3 3,1 0

Tabelle 5.1. Effekt des HyChdl-N—Terminus auf die Dorsalisierung von Zebrafisch—
Embryonen. WT=Wildtyp, C1-C4: Grad der Dorsalisierung mit Cl=mild (Verlust der Schwanz-
flosse) und C4=stark (nach oben verdrehter Schwanzbereich); n=Anzahl der Embryonen.
hychdIA Nlinker wurde in einem separatem Experiment getestet. Daten nach F. Rentzsch.
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Diskussion

Die Grundbausteine komplexer, zelluldrer Signaltransduktionssysteme der hochentwickelten
Bilateria sind bereits in scheinbar einfachen und sehr alten Organismen wie den Cnidariern
wiederzufinden. Diese Tiergruppe steht stammesgeschichtlich an einem Ubergangspunkt in
der Entwicklung von Korperbauplanen beziiglich der Symmetrie und Keimblattstruktur. Um
zu verstehen, wie bereits bestehende Mechanismen im Verlauf der Evolution rearrangiert und
komplementiert wurden, um alternative Baupldne entstehen zu lassen bzw. was die Natur
der konservierten Grundeinheiten ist, mufl die Vernetzung der involvierten Signaltransduk-
tionswege vergleichend analysiert werden. Dariiberhinaus ist die Evolution der Molekiile
selbst interessant; ihre Untersuchung gibt Aufschlufl iiber die Grundlagen der Plastizitdt von
Protein—Protein—Interaktionen und der resultierenden Signalnetzwerke. Der Cnidarier Hydra
ermoglicht dabei aufgrund seines vergleichsweise einfachen Bauplans eine Anndherung an die

ancestralen Merkmale von axialer Gewebeorganisation.

Ein Ansatzpunkt sind diejenigen Signalmolekiile, die als morphogenetisch wirksame, extra-
zelluldre Liganden an Rezeptoren binden und damit intrazelluldre Signalkaskaden aktivieren
oder antagonisieren. Bekannte Beispiele aus der aktuellen Forschung an Cnidariern sind der
Wnt-Signaltransduktionsweg, der eng im Zusammenhang mit der Bildung und Erhaltung des
Kopforganisators sowie der Achsendifferenzierung steht (Broun et al. 2005; Hobmayer et al.
2000; Kusserow et al. 2005; Miiller et al. 2004; Rentzsch 2001), sowie TGF-Signalwege,
die auch bei Cnidariern in die Achsenspezifizierung involviert scheint, daneben aber auch
verschiedene Funktionen in terminaler Gewebedifferenzierung besitzen (Reber-Miiller et al.
2006; Reinhardt et al. 2004; Rentzsch et al. 2006). Weiterhin sind RTK!-vermittelte und
Hedgehog—Signalwege priisent, denen ebenfalls Rollen in der Entwicklung zugeschrieben wer-
den (zusammengefafit in Steele 2002).

Um diese Signalwege a) in Hydra weiter zu charakterisieren und b) bisher unbekannte Si-
gnaltransduktionsmechanismen zu finden, wurden Proteine des sich neu bildenden und sich
selbst erhaltenden Kopforganisators identifiziert und auf die Rolle zweier Molekiile, dem
Dickkopf-Protein und einem Chordin—&hnlichen Molekiil, im Kontext des Wnt— und BMP—
Antagonismus fokussiert.

Weiterhin wurden eine Reihe von Extrazellularmatrix—Proteinen analysiert, die strukturel-
le Ahnlichkeiten zu Thrombospondin-Repeat-Typ I-enthaltenden Proteinen der Bilaterier
aufweisen, welche u.a in der Modifikation von Signalmolekiilen, besonders TGF 3-Liganden,

aber auch in der Zelladhésion involviert sind. Da TSR-Doménen im gesamten Metazoenreich

'Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
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vorkommen, kénnen die Hydra—Proteine Aufschluf} {iber die Evolution von TSR-Proteinen
der Extrazellularmatrix geben und daher wurde ein Schwerpunkt auf die genomische Orga-

nisation der hytsr—Gene in Hydra gelegt.
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6 Signalmolekiile im Siilwasserpolyp Hydra:

Grofle molekulare Vielfalt — einfache Korperform

6.1 Zwei erfolgreiche Strategien zur Identifikation von

Signalmolekiilen im Kopforganisator

Das Isolieren von gering konzentrierten Liganden und ihren Antagonisten erfordert fokus-
sierte Ansétze, um sie vom gewaltigen Rest der anderen intra- und extrazellularen Proteinen
abzutrennen. In dieser Arbeit wurde fiir die Isolierung von Morphogenen ihre natiirliche
Anreicherung im Kopfbereich von Hydra und besonders wihrend der Regeneration dieser
Region ausgenutzt. Hier sind Schliissel-Molekiile fiir die Achsenbildung und —differenzierung
zu erwarten, da der Kopforganisator von Hydra nachweislich induktive Eigenschaften besitzt
(Browne 1909; MacWilliams 1983b). Die Herstellung von ’expressed sequence tag’ (EST)—
Bibliotheken ausgehend von induktivem Gewebe war somit ein leicht fokussierter Ansatz, der
mit dem Signalpeptid—Selektions—"Screening’ die gezielte Selektion extrazelluldrer Molekiile
wie Liganden, Rezeptoren und Modulatoren erreichte. Das dafiir benutzte Hefe—Invertase—
System stellte sich als elegante und gut funktionierende Methode bei Hydra heraus, wie die
Ergebnisse in Abschnitt 2.1 und in Bottger et al. (2006) zeigen.

Da ein prinzipielles Problem die Tendenz zu geringen Fragmentgrofien der cDNA-Bibliothek
nach der Hefe-Transformation ist, kann eine Identitatsbestimmung der cDNA-Fragmente nur
durch den anschlieBenden Abgleich mit einer vollstdndigen, molekularen Datenbank erfolgen.
Fiir Hydra liegt diese mittlerweile in Form von hinreichenden EST- und genomischen Daten
vor, die sich relativ einfach per Stichwort, blastn und tblastx durchsuchen lassen und damit
das Signalpeptid—Selektions—"Screening’ vervollstédndigen konnten.

Die zusétzliche Beteiligung am Hydra-EST-Projekt war daher eine notwendige und sehr
gute Ergidnzung sowie Weiterfithrung des Signalpetid—Ansatzes. Vorteil der beigesteuer-
ten regenerations— und organisatorspezifischen EST—Bibliothek ist zum einen die Anreiche-
rung von morphogenetisch aktivem Gewebe nach dem Schema der Sekretionsbibliothek und
zum anderen die Normalisierungsprozedur (Kapitel 2.2), die die Uberreprisentation von

Haushalts— und strukturellen Proteinen ausgleicht.

Mit iiber einer Million priméren Klonen bot die Hydra—EST-Bibliothek hinreichende Abde-

ckung; etwa 1/60 wurde sequenziert. Die Identifizierung von Signalmolekiilen erfolgte iiber
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die systematische Aufarbeitung der UniGene-Annotationen (siche néchster Abschnitt). Al-
ternativ 148t sich die Bibliothek anhand einer Sequenz per Blast durchsuchen, was sie zu
einem wichtigen und allgemeinen Werkzeug macht. Mit 5.444 Clustern (=Zuordnungsein-
heiten) stellt die Darmstadt-EST-Bibliothek damit gut die Hélfte aller UniGene-Cluster
(10.369) bei Hydra. Das Hydra—EST-Projekt liegt zwar mit insgesamt 145.040 ESTs im
Bereich >10facher Abdeckung fiir die UniGene—Cluster, andererseits existieren noch 36.585
weitere EST-Fragmente (davon 5330 in der Darmstadt—Bibliothek), die gegenwértig nicht in
Cluster eingeordnet sind, da zwischen ihnen und anderen ESTs keine Verbindung hergestellt
werden konnte. Es ist unklar, wieviel Genen sie entsprechen, solange die EST—Sequenzen
nicht gegen das Hydra—Genom kartiert bzw. Contigs assembliert sind. Aus dem Anthozoen
Nematostella vectensis sind 12.547 Peptiden entsprechende ESTs bekannt (Technau et al.
2005), wobei hier noch keine Sattigung erreicht wurde. Mit dem Abschlufl des Nematostella
Genom—Projektes wird die Anzahl der Gene jedoch auf 27.273 geschitzt (DOE Joint Genome
Institute). Aktuelle Schiatzungen fiir die abgeleiteten Bilaterier Drosophila und C. elegans
sagen 13.854! bzw. 20.082% Protein—kodierende Gene voraus; beide Spezies haben sekundér
sehr viele Gene verloren. Daher diirfte die Anzahl der Hydra—Gene weitaus hoher als 10.369
liegen. Einen vollstandigen Uberblick iiber die Genausstattung von Hydra wird in Kiirze
verfiigbar sein, zusammen mit der GO?>-Annotation, die Auskunft iiber die Funktion der
kodierten Proteine im zelluldren Kontext gibt. Unter den gegebenen Einschrénkungen des
bisherigen Gruppierungs— und Annotationsprozesses (UniGene) 148t sich dennoch schon ein

guter Uberblick iiber die Signalproteinvielfalt bei Hydra schaffen.

6.2 Die Apikalregion in Hydra besitzt eine komplexe Ausstattung

an Morphogenen

Sowohl mit dem Signalpeptid—basierten als auch dem EST—Ansatz konnten eine Reihe von
Molekiilen identifiziert werden, die hochstwahrscheinlich bei der extra— oder intrazelluldren
Transduktion von Signalen beteiligt sind, wie Liganden, Rezeptoren, GTPasen, G-Proteine
und viele Kinasen.

13,1 % der Cluster aus der EST Bibliothek, die eine hinreichende Ahnlichkeit mit einem Ein-
trag in der Datenbank aufwiesen (e< 107%), wurden der Kategorie 'Signaltransduktion’ zu-

geordnet, und davon wiederum 11,1 % den eigentlichen extrazelluldren Signalmolekiilen, dies

Thttp://flybase.bio.indiana.edu/static_pages/docs/release_notes.html

Zhttp://www.sanger.ac.uk/Projects/C_elegans/ WORMBASE /release.shtml

3’gene ontology’, beschreibt Genprodukte beziiglich ihrer assoziierten, biologischen Prozesse, zelluldirer Kom-
ponenten and molekularer Functionen in einer Spezies—unabhéngigen Weise
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sind Liganden wie die Wnt-Molekiile, TGF 3% Proteine, ein Notch-Rezeptor-bindender Fak-
tor, eine Reihe von Wachstumsfaktoren (HGF?, EGF®, Cytokine) sowie putative Antagonis-
ten des Wnt— (Dickkopf, Cerberus) und des BMP-Signaltransduktionsweges (Chordin-like,
Cerberus, Gremlin-1 und —2; siehe Tabelle A.1). 8,2 % der Signaltransduktion—assoziierten
ESTs entsprechen Rezeptoren, die Liganden binden bzw. extrazelluldre Signale ins Innere der
Zelle weiterleiten (Tabelle A.2). Die Liste der Rezeptoren identifiziert zusétzliche Signalwege,
die {iber die Liganden nicht abgedeckt werden; hier sind die FGF™~ und Activin (TGF3)-
Signalkaskade und v.a. die Rezeptorkinasen und —phosphatasen zu nennen, denen wichtige
Rollen in vielen regulativen Signalprozessen zugesprochen werden (zusammengefafit z.B. in
Kim et al. 2002; van der Geer et al. 1994). Weiterhin findet man bekannte, im Zellmetabolis-
mus involvierte Rezeptoren. Es befinden sich vermutlich weitere, nicht erkennbare Signalmo-
lekiile unter den unbekannten ESTs, verdeckt durch zu geringe Ahnlichkeit der EST-Sequenz
mit bekannten Proteinen.

Neben den Kandidaten fiir Orthologe tauchten auch Art—spezifische Proteine auf, wie die
Neuropeptide, welche Zelldifferenzierung und auch Musterbildung bei Hydra steuern (zu-
sammengefait in Bosch und Fujisawa (2001). Es ist zu vermuten, daf einige der im Moment
nicht identifizierbaren ESTs ebenfalls Cnidaria—spezifische Entwicklungen sind.

Im Sekretions—basierten Ansatz traten neben den zwei Wnt—antagonistischen Dickkopf—
Proteinen zwei weitere Liganden auf: Mit geringerer Ahnlichkeit Theromacin, ein aus In-
vertebraten bekanntes antibakterielles Peptid (Tasiemski et al. 2004) sowie ein dem ’sexual-
ly induced protein 2’ &hnliches Molekiil, welches zur Gruppe der SIG-Proteine in einer
Diatomeen—Art gehort und dort vermutlich in der Gameten—Erkennung eine Rolle spielt
(Armbrust und Galindo 2001). Die seltenen Orthologe der Morphogene tauchten hier nicht
auf, vermutlich weil der Umfang des Pilot—Selektions—'Screenings’ nicht grofi genug dafiir
war. Die Identitdt der unbekannten Sequenzen aus dem Signalpeptid—Selektions— Screening’
muf} iiber systematische Expressions— und Funktionsanalysen geklért werden.

Ein Signalweg, der ebenfalls in der Frithentwicklung der hoheren Bilaterier eine wichtige
Rolle spielt und Cytokin—Signale vermittelt, ist der JAK/STAT-Signalweg (zusammenge-
fat in O’Shea et al. (2002)). Die Janus—Kinase (JAK) konnte in den Hydra—ESTSs nicht
identifiziert werden, ebensowenig STAT-Proteine®. Da STAT-Faktoren in Dictyostelium vor-
kommen, je eine JAK— und eine STAT-dhnliche Sequenz im Nematostella—Genom exis-
tieren und der sekundére Verlust dieses Signalwegs bereits fiir Nematoden beschrieben ist

(Pires-daSilva und Sommer 2003), kénnte auch Hydra diese Kaskade sekundér reduziert ha-

4transforming growth factor 3’
5‘hepatoma-derived growth factor’

6¢epidermal growth factor’

"“fibroblast growth factor’

8¢signal transducer and activator of transcription’
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ben. Es bleibt festzustellen, inwiefern dies mit Besonderheiten des Kérperbauplans korreliert.
Auftillig ist, das fiir nahezu ein Viertel der selektionierten Faktoren im Sekretions-’Screening’
und fiir fast die Hilfte aller Cluster in der EST-Bibliothek keinerlei Ahnlichkeit mit anderen
identifizierten Faktoren gefunden wurde. Dies reflektiert einerseits die geringe Grofie der auf
8 Organismen beschriankten, verwendeten Datenbank (UniGene), andererseits weist es auf

die Schwierigkeiten hin, kiirzere Hydra—Sequenzen in Blast—Suchen zu identifizieren.

Zusammengenommen, stiitzen diese Ergebnisse die immer weiter wachsende Erkenntnis, dafl
eine scheinbar einfache Korperstruktur nicht notwendigerweise mit einem einfachen moleku-
laren System korreliert, sondern dafl der eumetazoische Korperbau offensichtlich eine komple-
xe Grundausstattung von Molekiilen bzw. vernetzten Signalkaskaden benotigt. Diese konnten
als Basis fiir Variationen genutzt worden sein, wie die Verdnderungen und Multiplikation der
Molekiile selbst und v.a. die Neukombination regulatorischer Signalkaskaden. Nach bisheri-
gem Erkenntnisstand lé3t sich vermuten, daf§ alle wesentlichen Signaltransduktionswege der
héheren Metazoa schon vor mindestens 500 bis 700 Millionen Jahren vorhanden gewesen sein
miissen, als sich Metazoa symmetrisch zu organsieren begonnen haben, wahrscheinlich sogar
noch friiher.

Die vollstéandige Kartierung und sorgfiltige Annotation der Hydra—Gene mithilfe der geno-
mischen Daten (J. Craig Venter Institute) wird sehr hilfreich sein bei der Identifizierung
konservierter und Hydra—spezifischer Gene. Ausgehend von dieser Basis kann dann der ei-
gentlich herausfordernde Teil der Arbeit beginnen: Die Charakterisierung der einzelnen Mo-
lekiile im Kontext von Signalnetzwerken, die an der Entwicklung des Kérperbauplans von
Hydra beteiligt sind — im Vergleich mit anderen Cnidariern sowie bilateralsymmetrischen
Tieren, um zu verstehen, wie konservierte Signaltransduktionsmechanismen fiir verschiedene

Korperformen integriert worden sind.
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7 Uberlegungen zu Struktur—Funktion—-Beziehungen
der TSR I-enthaltenden Matrixproteine bei Hydra

1,5 % der Sequenzen aus der Darmstadt—EST-Bibliothek kodieren fiir Extrazellularmatrix-
proteine. In der Extrazellulirmatrix (EZM) liegt die Basis fiir die dauerhafte, organisierte
Interaktion von Zellen im Gewebekontext. Matrixmolekiile verleihen nicht nur strukturelle
Eigenschaften wie z.B. die Kollagene, sondern erlauben und limitieren auch die Kommuni-
kation zwischen den Zellen durch die Modifikation von Signalproteinen. Thrombospondin—
dhnliche Proteine iibernehmen Funktionen in diesem Bereich und wie viele Matrixprote-
ine, erreichen sie dies durch eine hochmodulare Molekiilstruktur, die sie zur Wechselwir-
kung mit auflerordentlich vielen extrazelluldren Proteine befdhigt. Dementsprechend vielfal-
tig sind ihre Aufgaben (siche Kapitel 3). Das funktionelle Motiv, der evolutiv konservierte
Thrombospondin-Repeat—Typ I (T'SR) ist unter diversen Matrixmolekiilen der Metazoa weit-
verbreitet, wurde aber auch bei Planzen und dem Protisten Plasmodium entdeckt. Eine sehr
interessante Entdeckung — die Tatsache, dafl TSR-Proteine TGF -Liganden binden, akti-
vieren und auch inhibieren konnen (Schultz-Cherry et al. 1995) — war mafigeblich fiir Erfor-
schung Thrombospondin—#&hnlicher Proteine in Hydra, um herauszufinden, ob diese Art der
Signalmodifikation ein altes und konserviertes Prinzip darstellt. In der vorliegenden Arbeit
wurden drei TSR—Proteine aus Hydra in Bezug auf die Expressionsmuster der Transkripte

und Aspekte der Evolution der Molekiilstruktur charakterisiert.

7.1 TSR I-enthaltende Proteine in Hydra besitzen eine

ungewohnliche Architektur

Allen drei Proteinen ist gemeinsam, dafl sie aus einer sehr groflen Anzahl von direkt aneinan-
der anschliefenden TSR-Modulen bestehen, im Extremfall 50 Motive wie bei HyTSR1. Dies
ist fast einzigartig; es gibt nur sehr wenige Proteine im Metazoenreich, die ebenfalls sehr viele
TSR-Doménen besitzen, auch als auschliefliches funktionelles Element wie z.B. das putative
Membranprotein THS7B aus Vertebraten und das thrombospondin type 1 repeat containing
protein’ des Oomyceten Phytophthora cinnamomi (Robold und Hardham 2005).

HyTSR1 und -2 besitzen hochkonservierte TSR im Gegensatz zu HyTSR-like (siche Ab-
bildung 3.3B, Seite 35) nicht nur in Bezug auf die Cysteinreste, sondern auch auf die da-

zwischenliegenden Aminoséurepositionen. Das von Adams und Tucker (2000) definierte, 11
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Positionen enthaltende Konsensusmotiv liegt zwar auch Hy TSR-like zugrunde, im Vergleich
zeigen diese TSR-Motive aber zwischen den Cysteinresten wesentlich grofiere Abweichungen
beziiglich der Anzahl und Aminosaureidentitét. Die in den EST-Daten des Cnidariers Nema-
tostella vectensis gefundenen TSR-Motive zeigen groBere Ahnlichkeit mit dem allgemeinen
TSR~-Konsensus.

Die Diskrepanz zwischen den TSR von HyTSR1/2 und HyTSR-like spiegelt sich in der Struk-
tur der kodierenden Gene wieder: Wéhrend die TSR-Einheiten von HyTSR1 genau mit den
Exon—Grenzen iibereinstimmen und diese immer symmetrisch nach der ersten Base im ersten
TSR—-Codon gespleifit werden, wechseln sowohl die Phase als auch die gespleifiten Amino-
sdurepositionen im hytsr-like-Gen. Nach bisherigen Erkenntnissen werden TSR-Module mit
wenigen Ausnahmen in der Phase 1—1 gespleifit (Nolan et al. 1992; Wolf et al. 1990) und
dienen daher als Musterbeispiel fiir die These des 'Exon—Shufflings’ (Patthy 1987), welche
die Evolution einiger hochmodularer Matrix-Proteine erklart. Danach entstanden hytsr! und
hytsr2 beispielsweise durch kontinuierliches ’Shuffling” der TSR~kodierenden Exons via Tan-
demduplikationen; die symmetrische Phase der Intron/Exon—Grenzen verhinderte dabei den
Abbruch des Leserahmens und erlaubte die Entstehung der Riesenmolekiile. Das gleiche
gilt fiir hytsr-like, wobei hier nicht alle "Shuffling’-Ereignisse zur Vergréflerung des Molekiils
fithren konnten, da die Phasen bei 17 der 27 TSR-kodierenden Exons asymmetrisch sind (Ab-
bidung 7.1A) und Leserahmenabbriiche bei solchen Exon-Rearrangements enstehen wiirden.
Es ist anzunehmen, dafl ein initialer Phasenwechsel in einem Ur—TSR—Modul durch Inser-
tion oder Deletion eines Basenpaars im Bereich der Exon/Intron-Grenzen Ausgangspunkt
fiir hytsr-like—ahnliche Proteine in Hydra gewesen sein kénnte: Dies fiithrte zur Verschiebung
der Exon/Intron-Grenzen um ein oder mehrere Codons, wie in hytsr-like beobachtet und
forcierte die Kopplung von weiteren, asymmetrischen Exons (Abbildung 7.1B). Diese neuen
Einheiten kénnten dann mitsamt des Introns wiederum tandemdupliziert worden sein (siehe
Abbildung 7.1C).

Dariiber, wie lang diese urspriinglichen Ereignisse zuriickliegen, 148t sich nur spekulieren. Die
Tandemduplikation bzw. das ’Shuffling’ von ganzen Kassetten mit mehreren TSR konnte die
VergroBerung der Molekiile in allen drei Féllen (HyTSR1/2 und HyTSR-like) beschleunigt
haben. Warum und wie hiufig eine Leserahmen-verdndernde Mutation speziell an einer
Exon/Intron—Grenze auftritt, bleibt ebenfalls unklar. Die weniger gut konservierten TSR-
Motive von HyTSR-like und die Tatsache, das keine Mischung dieses TSR-Typs mit dem
gut konservierten Typ von HyTSR1/2 in einem Molekiil zu beobachten ist, 148t vermuten,
das die Segregation beider TSR-Exon—Typen am Anfang der Evolution der TSR—Molekiile
im Hydra—Vorfahren stattfand. Die HyTSR-like-Module schienen mit héherer Rate zu evol-
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vieren, was zu ihrer stirkeren Diversifizierung fiihrte. Die genomische Trennung der Exons
bzw. Gene sollte in unterschiedlichen, transkriptionellen Regulationsmechanismen der Gene
resultieren — und das ist exakt, was fiir HyTSR1/2 und HyTSR-like zu beobachten ist.

7.2 HyTSR1 und —2 fungieren in Hypostom—spezifischen

Prozessen

hytsr1 ist wie hytsr2 ein hypostomal exprimiertes Gen (Miljkovic-Licina et al. 2003; Rentzsch
2001; siehe Kapitel 3.3). Die Expressionsanalysen zeigten, daf§ beide in mukdsen Driisenzel-
len exprimiert werden, die sich normalerweise aus zymogenen Driisenzellen differenzieren
(Rose und Burnett 1968a, b, 1970). Ihre Differenzierung wird durch den Positionswert regu-
liert: Mukose Driisenzellen kommen nur in Organisatornihe bzw. in Regionen mit erhhtem
Kopfaktivationspotential vor. hytsr! und hytsr2 sind beides Marker fiir diese Zellen und
werden mit beginnender Differenzierung exprimiert, wie die Expression wahrend der Kopfre-
generation (Rentzsch 2001) und auch die Versuche mit dem GSK3S-Inhibitor Alsterpaullone
demonstrierten (siche Abbildung 3.9, Seite 45).

Strukturelle Vergleiche beider Hydra—Molekiile mit TSR—Proteinen anderer Organismen las-
sen vermuten, dafl sie adhésive Glykoproteine sind, die bei der Migration der sie exprimie-
renden und umgebender Zellen im Hypostom eine Rolle spielen. Das Sporenadhésin aus dem
pflanzenpathogenen Pilz Phytophtora cinnamomi (Robold und Hardham 2005) weist eine
hohe strukturelle Ahnlichkeit mit HyTSR1 auf. Der Pilz benétigt dieses Protein mit 47 TSR-
Modulen vermutlich bei der Infektion der Wirtspflanze zur Anheftung der Sporen. Hierbei
wird es aus Vorratsvesikeln an der Pilz—Pflanzen-Interaktionsfliche ausgeschiittet. Ahnli-
ches ist bei Parasiten der Klasse Apicomplexa zu beobachten: Sie besitzen TSR-Molekiile
(TRAP), die bei der Wirtsinvasion Kalzium—-Signal-vermittelt aus dem Apikalkomplex se-

kretiert werden und bei Gleitbewegungen der Parasiten involviert sind (Deng et al. 2002).

Die Mukuszellen in Hydra sind vergleichsweise grof}, befinden sich in den Taeniolen und
konstituieren einen grofien Teil des hypostomalen Gewebes. Dieses ist hochflexibel, um das
Offnen und SchlieBen des Mundes zu ermdglichen. Dabei kommt es zu einer massiven Stau-
chung und Dehnung des Gewebes, es ist daher denkbar, das die Mukuszellen das entsprechen-
de ‘Gleitmittel” bereitstellen, um die Bewegungen der Zellen gegeneinander zu erleichtern,
gleichzeitig aber die Gewebeintegritit durch Adhésion zu erhalten. Eine hohe Anzahl von
TSR-Modulen konnte diese Eigenschaft durch multiple Bindestellen fiir Matrixproteine so-
wie Glykosylierungsmoglichkeiten unterstiitzen. Etwa die Hélfte der Repeats von HyTSR1
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Abbildung 7.1. Hochmodulare TSR—Molekiile in Hydra entstanden durch Exon—
’Shuffling’ und Tandemduplikationsereignisse. Am Beispiel von HyTSR-like (A) (vgl. Sei-
te 40) ist verdeutlicht, wie durch Kombination von Mutationen und Exon-Rearrangements eine
Grundstruktur expandiert werden kann. Die Farbkodierung markiert die Verwandschaft zwischen
den Exons. Die Zahlen in den Boxen geben die Exon/Intron-Phase an. (B) Exon—‘Shuffling’: Exon—
kodierte Doménen (z.B. vWA) konnen bei passender Exon/Intron-Phase funktionell in ein anderes
Gen inseriert werden. Grau=nicht-translatierte Exons durch Leserahmen—Abbriiche. (C) Am Bei-
spiel des mittleren Molekiilteils von HyTSR-like ist demonstriert, wie Grundeinheiten, z.B. 3 TSR—
kodierende Exons mitsamt ihrer Introns, durch Tandemduplikation, Mutation und Exon—‘Shuffling’
(hier Rekombination) verlédngert werden, wihrend die urspriinglichen Exons wihrenddessen diver-
sifizierten. Die Diversifizierung der Exons (=Mutation etc.) ist durch hellere Farben reflekiert. Die
Kassetten, die als Einheit dupliziert wurden, sind durch einen horizontalen Strich gekennzeich-
net; die Zahlen iiber den Pfeilen geben die Nummern der rearrangierten Exons (rot) an. Blaue
Zahlen kennzeichnen eine intramolekulare Rekombination von TSR—-Doménen. x,y,z: unbekannte
Exon/Intron-Phasen.
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tragt allerdings nicht die entsprechenden Bindemotive, ihre Funktion mufl woanders liegen.
HyTSR2 besitzt wesentlich weniger TSR—Motive als HyTSR1 und damit seltener Anhef-
tungsstellen fiir Zucker oder andere Molekiile. Die genaue Funktion der zusétzlichen, C-
terminalen SUEL-type Lectin—Doméne ist unbekannt. Man findet sie in nur wenigen Prote-
inen, z.B. bei dem Ei-Lectin von Wels und Seestern (Hosono et al. 1993; Ozeki et al. 1991).
HyTSR2 besitzt eine putative ATP-Bindestelle, die zu einer enzymatischen Aktivitéit beitra-
gen konnte, wie man sie von TSR-enthaltenden Matrix-Metalloproteasen kennt, allerdings
fehlen Proteasedoménen. Die erst kiirzlich bei Hydractinia — einem kolonialen Hydrozoen
— entdeckten Rhamnospondine, die vermutlich bei der Immunabwehr fungieren (Schwarz et
al., unveroffentlicht), besitzen zumindest in ihrem identifizierten Sequenzbereich die gleiche
Doménenkomposition wie HyTSR2. Das basale Immunsystem Hydras arbeitet vermutlich
mit Peptiden, ist aber an keinen spezifischen Zelltyp gekoppelt (Bosch und David 1986).
Das hypostomale Epithel kommt durch die Nahrungsaufnahme besténdig mit Pathogenen
in Kontakt; eine Funktion von HyTSR2 bei der Etablierung einer Zutrittsbarriere ist daher

sehr gut vorstellbar.

Die Modifikation von Wachstumsfaktoren wie TGF-Komplexe ist fiir HyTSR1/2 mit den
bisher bekannten Mechanismen fraglich, da entsprechende diagnostische Sequenzmotive feh-
len. Unléngst wurden die R—Spondine aus Vertebraten als positive Modulatoren von Wnt—
Liganden identifiziert; sie besitzen ebenfalls ein TSR-Motiv (Kim et al. 2006). Dieses scheint
aber nicht essentiell fiir die Wnt—Aktivierung zu sein (Kazanskaya et al. 2004), somit existiert

bisher kein Hinweis auf eine Interaktion von TSR-Doméanen mit Wnts.

Die Aufregulierung beider Transkripte im epithelialen Endoderm wéahrend der Kopfregene-
ration ist das erste Beispiel bei Hydra fiir die Authebung der strikten Spezifitéit eines Tran-
skripts fiir die i—Zellinie. Offensichtlich wird in den Endodermzellen nahe der Schnittwunde
ein normalerweise reprimierter Zustand der Gene aufgehoben. Ein positiver Regulator konn-
te der lokal erhohte Positionswert im Wundbereich sein (MacWilliams 1983b). Das Epithel
unterliegt hier massiven Umwandlungen, um die Heilung zu ermoglichen: Ein Schnitt zerstort
die durch die EZM—vermittelte Spannung im Gewebe bzw. veranlafit sie zum Riickzug aus
der Wundregion (Shimizu et al. 2002). Dies fithrt zu direktem Kontakt zwischen Ekto— und
Endoderm und induziert dadurch vermutlich Signalprozesse zur Transkriptionsinitiation von
EZM-Komponenten. Zunéchst aber verdndern die Epithelzellen ohne den Kontakt zur EZM
ihre Morphologie und strecken sich {iber die Wunde, um sie zu verschlieBen (Shimizu et al.
2002), v.a. das Ektoderm. Da die Integritdt zwischen Ekto— und Endoderm in Bezug auf
die Matrix anschliefend wieder hergestellt werden muf, erscheint die Anwesenheit von Mo-
lekiilen, welche die Zellschichten gegeneinander beweglicher machen, Zellforménderungen

ermoglichen und gleichzeitig die Adhésivitat wieder herstellen, plausibel. Ungekléart bleibt
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allerdings hierbei, warum das epitheliale Endoderm und nicht anséssige, zymogene Driisen-
zellen die Produktion von HyTSR1/2 iibernehmen und weiterhin, was die Transkription im
rekonstituierten Epithel anschlieend wieder unterdriickt.

Die Expression von hytsrl bei der Fulregeneration, aber nicht von hytsr2 kénnte bedeuten,
dafl hytsrl auf die lokale Erhohung des Positionswertes in der Wunde (MacWilliams 1983b
u.a.) reagiert, hytsr2 aber nur bei sehr hohen Positionswerten wie in unmittelbarer Organi-
satorndhe transkribiert wird. Dies wiirde die beobachtete, rdumliche Differenz der Initiation
beider Transkripte im Hypostom erkldren (siehe Abbildung 3.8, Seite 43). Ein aktiver Inhi-
bitor konnte auch die Expression von hytsr2 generell in nicht-hypostomalem Gewebe unter-
driicken. Deutlich wird hierbei in jedem Fall, dafl die beiden TSR—~Molekiile unterschiedliche
Funktionen in den Zellen wahrnehmen. Eine Immunfunktion von HyTSR2 wird allerdings
weniger wahrscheinlich, bedenkt man, dafl eine Aufregulation im Wundbereich besser damit

zu vereinbaren wére, da sich Pathogene gerade hier leicht Zutritt verschaffen kénnten.

7.3 HyTSR-like markiert Tentakel, basale Regionen und

Wachstumszonen abhingig vom Positionswert

Das dritte TSR-Supermolekiil, HyTSR-like, zeigt iiberraschenderweise eine zu HyTSR1/2
vollig komplementére Expression. Es ist ektodermal stark in der Stiel- und Knospungsregion
sowie sehr stark in den Tentakeln exprimiert. Abgeschwéchter findet es sich im gesamten Ek-
toderm, dadurch entsteht ein Gradient vom aboralen zum oralen Achsenpol. Terminale Berei-
che wie die FuBlscheibe und die Tentakelspitzen bleiben dabei frei. Die graduelle Verteilung
des hytsr-like-Transkriptes legt eine Abhéngigkeit vom Positionswert und damit eventuell
eine Funktion bei der Musterbildung nahe, z.B. durch die Modifikation von Morphogen—
Diffusion oder —Aktivation. Die fiir die Aktivierung von latentem TGF/-Komplex diagnos-
tischen Sequenzen der TSR—-Molekiile der Vertebraten sind allerdings auch bei HyTSR-like
nicht zu finden. HyTSR-like wird mit hoher Wahrscheinlichkeit mannosyliert und bindet
Heparin sowie Sulfatide (vgl. Abbildung 3.4, Seite 37); dadurch konnte es strukturelle EZM—
Komponenten vernetzen.

In der sich ausstiilpenden Knospe ist das Transkript statt basal starker in apikalen Regionen
zu finden (siehe Abbildung 3.10, Seite 46). Da tentakelspezifische Transkripte in der Knospe
erst mit Beginn der Tentakeldifferenzierung erscheinen (Reinhardt et al. 2004; Smith et al.
2000; Technau und Holstein 1995), kann sich die Funktion von HyTSR-like nicht allein auf
Tentakelmorphogenese beschranken. Sowohl das Gewebe in sich ausstiilpenden, wachsen-
den Knospen als auch in Tentakeln unterliegt starker Spannung, wechselndem Muskeltonus

und besténdiger Reorganisation; eine Funktion von HyTSR-like in der Elastizitdt der EZM
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in diesen Regionen ist daher in Betracht zu ziehen. Dabei geht allerdings der Bezug zur
Hauptkorperachse verloren, sieht man davon ab, dafl sowohl Tentakel als auch die Knospe
einen Symmetriebruch zu dieser darstellen. Bei Umformungsprozessen wie Knospen— oder
Tentakelausstiilpung ist der Planare Zellpolaritéts—Signalweg (‘planar cell polarity’, PCP),
vermittelt durch nicht—kanonische Wnt—Liganden wie z.B. Wnt5a und Wnt11 (I. Philipp,
pers. Kommunikation), involviert. Moglich ist daher, dal hytsr-like positiv durch PCP-
Signaltransduktion in evaginierendem Gewebe reguliert ist. Die Aufregulation von hytsr-like
bei der Fufl—, aber nicht bei der Kopfregeneration zeigt hingegen wieder deutlich einen Be-
zug zur Positionswertgefille entlang der Kérperachse und bedeutet weiterhin, dafl hytsr-like
keine allgemeine Funktion in der Reetablierung der EZM im Wundbereich besitzt. Moglich
ist, das hytsr-like auf zwei verschiedene Schwellenwerte des Positionswertgradienten reagiert:
Sowohl auf Tentakelaktivationslevel als auch bei sehr niedrigem Positionswert in der Fuf3ge-
gend.

Gemessen an der Aufregulation der hytsr-like—Transkription in sich morphologisch veran-
dernden und differenzierenden Regionen besteht Grund zur Annahme, dal HyTSR-like auch
eine Funktion in der Modifikation bzw. Aktivierung von Signalmolekiilen besitzt. Auffillig
ist z.B., dafl es weitgehend ektodermal co-exprimiert ist mit dem BMP-Ortholog hybmps-
8b in differenzierenden Tentakeln und basalen Bereichen (Reinhardt et al. 2004). Dies weist
nach dem Synexpressionsprinzip (Niehrs und Pollet 1999) zumindest auf einen Zusammen-
hang hin, der durch biochemische Interaktionsstudien beider Proteine demonstriert werden
konnte. Ein deutlicher Hinweis auf eine Adhé&sionsfunktion von HyTSR-like gibt aber die
Beobachtung, dafl an den Tentakelspitzen und in der Basalscheibe die Expression verschwin-
det; der hier stattfindende AbschiirfungsprozefS von dem Gewebeflufl unterliegenden Zellen
erfodert sicherlich eine Verringerung der Adhésion zwischen den Zellen.

Die Ahnlichkeit der HyTSR-like TSR-Motive zu putativen, gehirnspezifischen Proteinen aus
Maus und Mensch (THS7B und KIAA1679) mag bedeutungsvoll im Zusammenhang mit
Gewebeplastizitdt sein, welche fiir neuronale Funktionen im Gehirn nétig ist, allerdings ex-

primieren die neuronalen Zellen in Hydra hytsr-like nicht.

7.4 TSR—Molekiile in der Gewebeentstehung

Die drei TSR-enthaltenden Proteine aus Hydra sind ein Beispiel fiir die Koevolution von Mo-
lekiilen und Gewebespezialisierung. Sie sind in stark differenzierten Bereichen des Polypen
exprimiert: Dem Hypostom — dem Sitz des Mundes und des Organisators (hytsr!/2) — so-
wie den Tentakeln (hytsr-like). HyTSR1 und -2 fungieren hauptséchlich in einem spezialisier-
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ten Zelltyp, der mit den besonderen Funktionen der hypostomalen Region zusammenhéngt.
Das Vorhandensein von HyTSR-like scheint mehr mit dynamischen Gewebeeigenschaften
zusammenzuhéngen, es konnte z.B. die autonome Gewebeentwicklung innerhalb eines viel-
zelligen Organimus unterstiitzen, ohne dafl der Kontakt zwischen beiden verloren geht.

Vemutlich erméglichte erst die sukzessive Akkumulation von TSR—Modulen spezialisieren-
de Eigenschaften von Zellen zu Beginn der Gewebeevolution, z.B. die Einbettung der Zel-
len in eine regulative und strukturgebende Matrix. Bei Hydra ist die Produktion solcher
EZM-Molekiile auf sekretorische Zellen beschrinkt oder aber groBfiichig auf das (basale)
ektodermale Epithel verteilt. Mit dieser Abgrenzung, gekoppelt an subtile Verdnderungen
im molekularen Aufbau, vollzog sich offenbar die Diversifizierung und Spezialisierung von
Geweben wie hier am Beispiel der Tentakel, des Hypostoms und der Fufiregion. Das jedoch
z.B. im Fall von HyTSR-like zwei vollig verschiedene Bereiche, Tentakel und die Basalregion
das gleiche Transkript exprimieren, zeigt, dal nicht allein das Vorhandensein eines Tran-
skripts die Funktion des Gewebes bestimmt, sondern dessen Regulation in einer Population
verschiedener Molekiile ausschlaggebend ist. Ein vollstdndiges Bild zur funktionsgekoppel-
ten Evolution der TSR—Proteine wird sich erst durch das weitere, komparative Studium von

Spezies der alten Phyla ergeben.
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8 Konservierte Antagonismen bei der axialen

Musterbildung von Hydra

8.1 Der Wnt/Dickkopf-Antagonismus bei der Achsenbildung bei
Hydra

HyDkk1/2/4 und die antagonistischen Dickkopf-Proteine haben einem

gemeinsamen Ursprung

Der grofite Teil der vorliegenden Arbeit beschéftigt sich mit einem putativen Antagonis-
ten des kanonischen Wnt—Signaltransduktionsweges in Hydra: Dem Dickkopf-1/2/4-A Mo-
lekiil. Die strukturelle Analyse legt nahe, da§ das cysteinreiche Motiv von HyDkk1/2/4-A
nah verwandt ist mit der zweiten, C—terminalen cysteinreichen Doméne (CRD2) der Dick-
kopf (Dkk)-Subfamilien 1, 2 und 4 (siehe Kapitel 4.2).

Seit der ersten Beschreibung dieser iiberaus wichtigen Antagonistenklasse durch Glinka et al.
(1998) brachte deren Erforschung zutage, daff die Inhibition des kanonischen Wnt/-Catenin—
Signalweges durch Dickkopfl, -2 und -4 ein essentieller Prozef§ bei der axialen und neuro-
nalen Musterbildung im Vertebraten—-Embryo ist (Glinka et al. 1998; Hashimoto et al. 2000;
Kazanskaya et al. 2000; Mukhopadhyay et al. 2001; Shinya et al. 2000). Da in Hydra der ka-
nonische Wnt-Signalweg ebenfalls in der Festlegung der Korperachse involviert ist
(Broun et al. 2005; Hobmayer et al. 2000), stellt sich die Frage, ob dieser das urspriingliche
Wnt-System reflektiert und ob Wnt—Antagonisten wie Dickkopf, welche die Wnt—vermittelte
Musterbildung entlang von Koérperachsen beeinflussen, auch schon Komponenten des ances-

tralen Wnt—Signalwegs waren.

Die Wnt-Molekiile in Hydra bzw. den Cnidaria sind den Wnt-Liganden der hoheren Bi-
lateria hinreichend &hnlich, konstituieren aber nicht alle der 13 bekannten Wnt—Klassen
(Hobmayer et al. 2000; Kusserow et al. 2005; T. Lengfeld, pers. Kommunikation). Die Tat-
sache, dafl die inhibitorische Funktion der Dickkopf-Molekiile sich im wesentlichen auf die
zweite cysteinreiche Doméne konzentriert (Brott und Sokol 2002; Li et al. 2002), deutet eine
antagonistische Rolle des kurzen HyDkk1/2/4-A-Proteins im Wnt—Signalweg bei Hydra an.

Die phylogenetische Zuordnung ist nicht problemlos, da Hydra—Sequenzen generell divergent
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sind. Die genauen Verwandschaftsverhéltnisse zwischen den Hydra— und den Vertebraten—
Dickkopf-Proteinen lielen sich trotz extensiver Analysen (Heiko A. Schmidt) nicht auflésen,
doch ist klar eine Abgrenzung zwischen Dkk-dhnlichen Proteinen innerhalb der Cnidarier
darstellbar, die aufgrund der Gesamtstruktur der Proteine die Nomenklatur Dkk1/2/4 und
Dkk3 berechtigt erscheinen 148t (siehe Kapitel 4.2). Dies deutet auf eine sehr frithe, funktio-
nelle Separation der Dkk—Molekiile hin, wobei der Dkk1/2/4—Vorldufer im weiteren Verlauf
der Metazoa—Evolution dupliziert worden sein konnte. Unterstiitzt wird diese Hypothese
durch eine Paralogie-Analyse des menschlichen Genoms, welche die genomischen Loci der
Wnt—antagonistischen Dkk—Proteine 1, 2 und 4 in verwandten, chromosomalen Bereichen
zeigen konnte, welche viele duplizierte Gene beherbergt. Hingegen liegt das dkk3—Gen nicht
im gleichen Set paraloger Regionen (Guder et al. 2006b).

Spekulativ bleibt die Antwort auf die Frage, wie das ancestrale Dickkopf—Molekiil aussah:
Besafl es eine oder zwei CRD, und war es Dkk3— oder 1/2/4-dhnlich? Strukturelle Mole-
kiilvergleiche lassen vermuten, dal das Grundmuster der CRD2 entsprach, da nicht nur in
den ancestralen Cnidariern, sondern auch im Schleimpilz Dictyostelium ein CRD2-&hnliches
Motiv vorhanden ist. Dies setzt sich in Amphiozus, einem bilateralsymmetrischen Inverte-
braten fort; aus dem Seeigel Strongylocentrotus und dem Polychaeten Platynereis (P. Stein-
metz, pers. Kommunikation) sind Mischformen zwischen CRD1 und -2 bekannt. Dennoch
existierte auch das CRD1-Motiv mindestens auf dem Organisationsniveau der Cnidaria:
Nematostella vectensis besitzt wenigstens zwei Dkk—dhnliche Proteine, die jeweils aus bei-
den CRD-Typen bestehen (N. vectensis EST-Datenbank und Lee et al. 2006). Eines davon
wurde anhand seiner CRD2 der 1/2/4-Gruppe zugeordnet, das andere weist in seinem C—
terminalen Motiv mehr Ahnlichkeit mit der Dkk3-Gruppe auf. Der Abstand zwischen den
Doménen betriagt bei beiden 12 Aminosduren; dieser Abstand war bisher diagnostisch fiir
Dkk3-Proteine. In dem Urochordaten Ciona existiert dagegen ein Dkk3-&hnliches Prote-
in, dessen zwei CRD durch 33 Aminosédurereste getrennt sind — dies liegt genau zwischen
der Dkk3— und 1/2/4-Gruppe mit ca. 50 Aminoséureresten und stellt vielleicht eine Uber-
gangsform dar. Die Diversifizierung eines urspriinglichen, cysteinreichen Motivs in CRD1
und -2 bzw. in Dkk3- und —1/2/4-spezifische Doménen muf sehr friih in der Evolution ge-
schehen sein. Neue EST-Daten aus dem Schwamm Oscarella carmela (Nichols et al. 2006)?
geben Hinweise auf ein Dkk3-#hnliches Molekiil mit 2 CRD, getrennt von 12 As?. Aufer-
dem existiert eine etwas abgewandelte CRD23, allerdings in unklarem Sequenzkontext, die
Dkk1/2/4-&hnlich ist. Dies bedeutet, daf das beide Dickkopf-Proteinfamilien mit der Ent-

wicklung der Eumetazoa schon présent waren, und mit Hinblick auf Dictyostelium vermutlich

Thttp://cigbrowser.berkeley.edu/cgi-bin /oscarella/nph-blast.pl
2ESTNr. G840P33RM5.T0
SEST-Nr. G840P310RP20.T0
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sogar schon friither. Urspriinglich innerhalb der Eumeatzoa sind wahrscheinlich zwei CRD mit
einem kurzen Abstand von 12 As.

Die Variabilitdt der Dkk—Proteine aulerhalb der Vertebraten mag sich in ihrer Funktion bei
der Musterbildung niederschlagen. Im Extremfall gingen die Dickkopf-Molekiile wie bei In-
sekten sogar génzlich verloren. Neue Analysen des Hydra—Genoms ergaben, dafl ein weiteres
Dkk—Molekiil in Hydra existiert (sieche A.3 im Anhang), welches 2 CRD besitzt und HyDkk3
(Fedders et al. 2004) sehr dhnlich ist. In keinem Organismus ist bisher mehr als ein Dkk3-
Protein beschrieben. Die Struktur der Wnt—antagonistischen Dkk—Molekiile der Vertebraten
mit den zwei spezifischen, durch ca. 50 Aminosduren getrennten CRD etablierte sich erst
mit der Abspaltung der Wirbeltiere; vermutlich wurden die 4 Subfamilien hier in den Dienst

einer verfeinerten und komplexeren Regulation der musterbildenden Ereignisse gestellt.

Auffillig ist die Ahnlichkeit der Dkk-CRD2 zu den Colipasen, die als Coenzyme der Lipa-
sen bei Vertebraten beschrieben sind. Sie teilen das als 'Colipase Fold Motif’ bezeichnete
Cysteingeriist (Aravind und Koonin 1998) mit den Dkk—Proteinen. Es dient bei Colipasen
aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften vermutlich als Adaptor zwischen hydrophoben Li-
pidmicellen und den Lipasen (Hermoso et al. 1997). Daher steht zu vermuteten, dafl auch der
Mechanismus des Wnt—Antagonismus Membran—assoziiert ist; so z.B. konnte die Interaktion
zwischen dem LRP5/6-Rezeptor, Dkk und Kremen, welche schliefilich zur Internalisierung
des LRP—Rezeptors fiihrt, die dafiir notige Wechselwirkung mit der Zellmembran bewirken.
Das Colipasen und Dkk-CRD2 aus dem gleichen Ursprungsmotiv entstanden sind, ist wahr-
scheinlich, jedoch nicht zwingend, das ‘Colipase fold motiv’ kénnte auch durch Konvergenz

entstanden sein.

HyDkk1/2/4—A antagonisiert die Wnt—Signaltransduktion im Frosch

Ein deutliches Indiz fiir eine antagonistische Rolle von HyDkk1/2/4-A im Wnt-Signalweg
ist die Tatsache, dafl es heterolog im Froschembryo als Wnt-Inhibitor funktioniert und
den typischen ‘Dickkopf’~Phénotyp hervorruft sowie XWnt8—induzierte sekundéire Achsen
im Embryo blockieren kann (siche Kapitel 4.7, Seite 72 und Nacak 2004). Es stellt sich
die Frage nach den strukturellen Minimalanforderungen fiir diese Funktion. Die Dkk3-
CRD2 der Vertebraten besitzt ebenfalls das ‘Colipase Fold Motif” und kann dennoch weder
sekunddren Achsen blockieren, noch Wnt—induzierte Zielgene aktivieren (Brott und Sokol

2002; Krupnik et al. 1999). Ebensowenig haben iiberexprimierte Colipasen keinen Effekt im
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Frosch-Embryo (C. Niehrs, pers. Kommunikation). Damit ist der dosisabhéngige HyDkk1/2 /4
A-Effekt in Xenopus spezifisch, (vgl. Abbildung 4.25). Die dafiir nétige, relativ hohe Menge
an hydkk1/2/4-A-mRNA (>10fach zdkk1) mag die dennoch grofle, phylogenetische Distanz
des Hydra—Molekiils zum endogenen XDkk1 widerspiegeln. Der entsprechende Injektionsver-
such mit den CRD2-Motiven des sehr &hnlich exprimierten HyDkk1/2/4-C (Augustin et al.
2006) sowie der beiden Dkk3—&hnlichen Molekiile aus Hydra gibe schliefllich Aufschluf} iiber

etwaige funktionelle Differenzen dieser Proteine.

Die heterologe Expression von HyDkk1/2/4-A zeigte Diskrepanzen zwischen den Wnt—
Aktivations—Assays in Xenopus und HEK293T-Zellen (siche Kapitel 4.7): HyDkk1/2/4-A
inhibierte die frithe und spédte Wnt—Signaltransduktion im Frosch-Embryo, wirkte aber syn-
ergistisch mit LRP6 und Wntl bei der Aktivierung des TOPFLASH-Reporters in Zellkul-
tur. Die Tatsache, dal die Wnt—inhibitorische Aktivitat der Dickkopf-Proteine 1,2,4 nicht
grundsétzlich molekiilinhdrent ist (Brott und Sokol 2002; Li et al. 2002; Wu et al. 2000),
liefert eine mogliche Erklarung dafiir: Die CRD2 von Dkk1 und -2 kann in Xenopus abhén-
gig vom zelluldren Kontext inhibierend oder aktivierend auf den Wnt/(-Catenin—Signalweg
wirken. Die Aktivitdt der Gesamtmolekiile wird iiberdies durch die CRD1-Module auf un-
bekannte Weise mitbestimmt. Weiterhin wirken Dkk1 und Dkk2 in Xenopus als gegenseiti-
ge Antagonisten, vermutlich in der koordinierten Modifikation der [-Catenin—vermittelten
Signaltransduktion (Wu et al. 2000). Der LRP5/6-Rezeptor, Co—Rezeptor fiir den Wnt—
Frizzled—Komplex, besitzt selbst eine (-Catenin—stabilisierende Eigenschaft, allerdings we-
sentlich schwicher als in Gegenwart von Wnt-Liganden (Brennan et al. 2004; Mao et al.
2001a, c). Die aktivierende Wirkung von Dkk1/2/4-CRD2 bzw. XDkk2 geschieht demzufol-
ge in Synergie mit LRP5/6. Die Konzentration der Dkk—Molekiile im Verhéltnis zu LRP5/6
und Wnt ist hierbei ausschlaggebend (Niehrs 2006). Diese Resultate weisen daraufhin, daf
es eine LRP-vermittelte, Dkk1/2/4-abhéngige Stabilisierung von (-Catenin gibt, die vom
Rezeptorkontext auf der Zelloberflache bzw. der Stéchiometrie der interagierenden Molekiile
abhéngt. Im HyDkk1/2/4-A-Molekiil scheinen ebenfalls beide Aktivitéiten fiir die differen-
tielle, kontextabhéngige Koordination der 5-Catenin—Signaltransduktion vereint zu sein.

Es muf natiirlich geklért werden, ob HyDkk1/2/4-A in Hydra aktivierend oder inhibierend
auf kanonische Wnt-Signaltransduktion wirkt. Dies wird erschwert durch die Tatsache, dafl
bisher keine vollsténdigen LRP5/6- sowie Kremen—dhnliche Rezeptoren bei Hydra gefunden
werden konnten. Zwar konnte aus der EST-Datenbank ein Fragment identifiziert werden, das
fiir ein extrazelluldres Protein mit einer WSC-Doméne kodiert, welche grofie Ahnlichkeit zur
WSC-Doméne von Kremenl aufwies. Die weitere Analyse ergab jedoch, dafl die iibrigen

CUB- und Kringle-Doménen fehlen (A. Kuhn, pers. Kommunikation). Auch in Nematostel-
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la vectensis konnten bisher LRP5/6 oder Kremen nicht identifiziert werden. Allerdings wurde
gezeigt, das Dkk1 die Wnt-LRP6-Interaktion auch in Abwesenheit von Kremen blockieren
kann (Semenov et al. 2001).

Die Regulation und Funktion von hydkk1/2/4-A
hydkk1/2/4—A ist komplementir zu hywnt3a exprimiert

hydkk1/2/4-A ist im adulten Polypen endodermal in der Korpersdule in zymogenen Drii-
senzellen, Derivaten der i—Zellen, komplementér zu hywnt3a exprimiert und folgt damit dem
leichten Gradienten der Driisenzelldichte von apikal nach basal (Kapitel 4.3). Dieses Muster
impliziert, daf hydkk1/2/4—A und hywnt3a verschiedene Korperregionen in Hydra markieren
und spezifizieren. Die morphologische Grenze verlauft unmittelbar unterhalb des Tentakel-
kranzes, markiert von der apikalen Grenze der hydkk1/2/4Expression. An dieser Ubergangs-
stelle wird die Entscheidung zur Differenzierung der Korpersdulenzellen in kopfspezifische
Zellen getroffen, z.B. differenzieren hier die zymogenen Driisenzellen vermutlich zu hyposto-
malen, mukosen Driisenzellen, einhergehend mit der Expression TSR-enthaltender Proteine
(siche Kapitel 7.2, Seite 92). Dem Ubergang von der Korpersiule zum Kopf kommt nach
dem Aktivator-Inhibitor—-Modell der Musterbildung im homogenen Feld (Bode et al. 1988;
Bode und Bode 1980; Gierer und Meinhardt 1972; MacWilliams 1982; Meinhardt 1993) ein
Schwellen—Positionswert zu, unterhalb dessen die Kopfinhibition héher als die Kopfaktivati-
on (Hypostom— und Tentakelaktivation, siehe Einleitung Seite 14) ist. Die hohe Diffusions-
reichweite des Inhibitors bestimmt im stabilen Gleichgewicht die Lénge der Korpersiaule des
adulten Polypen; diese wird von der hydkk1/2/4—A-Expressionszone markiert. Der apikalste
Punkt am Hypostom, der dem Aktivationszentrum in diesem Modell entspricht, ist hingegen
durch hywnt3a—Transkripte markiert.

Die komplementire Expression zweier Faktoren ist zwar kein ausreichendes Kriterium fiir
einen Antagonismus zwischen ihnen, im Xenopus-Embryo z.B iiberlappen die Doménen von
zwnt3a und anderen kanonischen Wnt-Liganden mit zdkk! zunéchst (Glinka et al. 1998;
Wolda et al. 1993). Durch die Transkriptionsregulation via 'feedback-loops’ jedoch kann die
Expression eines Gens restriktive Folgen fiir ein anderes haben; so ist dkk1 ein positiv regulier-
tes Zielgen des kanonischen Wnt—Signalwegs (Chamorro et al. 2005; Gonzalez-Sancho et al.
2005) und inhibiert in einem negativen "feedback-loop’ die Auto—Aktivierung von kanonischen
Wnts, um dadurch Wnt—freie Bereiche zu schaffen (Hashimoto et al. 2000,
Mukhopadhyay et al. 2001; Schneider und Mercola 2001a). Das Expressionsmuster von [3-
Catenin bei Hydra (hyBcat) entspricht der hywnt3a—Doméne am Hypostom (Hobmayer et al.
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2000), d.h. es ist konsistent mit einem positiven Riickkopplungsmechanismus des Wnt—
Signalwegs. Da Antikorperfirbungen gegen Hy3Cat das Protein jedoch im gesamten Tier
nachweisen, konnte hydkk1/2//-A durch HyfCat in der Korpersiule aktiviert werden. Das
Expressionsmuster von hyfGcat-mRNA am Hypostom wird durch die stiarkere Kernlokalisa-
tion des Hy3Cat—Proteins in Kopforganisatorndhe von Hydra reflektiert (Broun et al. 2005;
Cramer von Laue 2003); die Korpersdulen—Expression von hyfcat liegt vermutlich unterhalb

der Nachweisgrenze der in situ—Hybridisierung.

Die Regulation von der zwei hydkk1/2//—Gene in Hydra ist komplex

Fiir das zweite Dkk1/2/4—&hnliche Molekiil in Hydra, HyDkk1/2/4-C, wurde eine deutlich
starker gradierte Transkriptverteilung von apikal bis basal gezeigt (Augustin et al. 2006);
es weist damit eine kontinuierliche Abhéngigkeit vom Positionswert ab dem Tentakelkranz
auf. Einen weiteren Unterschied gibt es in der Reaktion auf eine Absenkung des Kopfak-
tivierungspotentials durch Lithiumchlorid (LiCl): Die hydkk1/2/4-C— wird im Gegensatz
zur hydkk1/2/4-A-Expression inhibiert (Augustin et al. 2006). Weiterhin wird hydkk1/2/4—
C durch LiCl-Konzentrationen, die den Positionswert anheben (Hassel et al. 1993), aufre-
guliert. Die Inhibition der GSK3(-Aktivitdt durch Alsterpaullone bzw. die Anhebung des
Kopfaktivierungspotentials bewirkt wiederum eine sukzessive Abschaltung beider Transkrip-
te (siche Abschnitt 4.6 und Augustin et al. 2006). Augustin et al. (2006) fithren das zunéchst
widerspriichliche Verhalten von hydkk1/2/4-C auf die unterschiedliche Wirkungsweise von
Alsterpaullone und LiCl zuriick. hydkk1/2/4-C wird also von sehr niedrigen (Fufl) und sehr
hohen Positionswerten (Hypostom) negativ reguliert, aber durch moderate, LiCl-vermittelte
Anhebung des Kopfaktivierungspotentials aktiviert, wihrend hydkk1/2/4—A nur von sehr ho-
hen Positionswerten (Hypostom) negativ reguliert wird.

Betrachtet man eine erhdhte wnt—Expression als synonym mit dem maximalen Positions-
wert bzw. dem Organisator, sind diese Ergebnisse im Hinblick auf einen mdéglichen Wnt—
Dkk—Antagonismus verwirrend, denn auch normalen Tieren gibt es nicht nur im Kopf wnt—
Expression. Bei der Knospung z.B. werden hywnt3a und andere wnt—Transkripte friith aufre-
guliert, ebenso bei der Induktion der Kopfregeneration durch einen Schnitt (Hobmayer et al.
2000; Rentzsch 2001, T. Lengfeld, pers. Kommunikation). In beiden Féllen erhoht sich der Po-
sitionswert des betroffenen Gewebes lokal (MacWilliams 1983b; Reinhardt et al. 2004). Das
hydkk1/2/4-C—Transkript reagiert jedoch iiberraschenderweise nicht darauf, im Gegensatz
zu hydkk1/2/4-A, welches bei jeder Verletzung stark aufreguliert wird (siehe Abschnitt 4.4,
Seite 56). Dies zeigt deutlich, dafl die Expression beider dkk1/2/4—Gene in Hydra 1) differenti-

ell reguliert wird, ii) eine Wnt—induzierte Erhchung des Positionswertes nicht zwangsweise in
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der Expression oder Repression der hydkk1/2/4—Transkripte miindet, sondern iii) es weitere
kopfassoziierte Faktoren gibt, welche diese regulieren. Dafiir spricht auch die Tatsache, dafl
das Verschwinden des hydkk1/2/4-A/C-Transkriptes in Alsterpaullone-behandelten Tieren
ein tagelanger Prozef ist, obwohl die Wnt—Aktivierung vergleichsweise schnell geschieht (Ka-
pitel 4.6, Broun et al. 2005; Nacak 2004).

Vor diesem Hintergrund kann ein negativer Wnt/Dkk—‘feedback’'-Mechanismus bei Hydra
zumindest fiir HyDkk1/2/4-A zutreffen, jedoch steht dieser Regelkreislauf hier auch un-
ter dem EinfluB anderer Signalkaskaden. Fiir die erforderlichen TCF/Lef-Bindestellen im
hydkk1/2/4—A-Promotor liegen noch keine Daten vor.

Die Schaffung Inhibitor (HyDkk1/2/4)-freier Regionen mit fortschreitender Differenzierung
von Kopfgewebe bzw. Organisatorbildung erscheint sinnvoll, um die maximal mogliche Au-
tokatalyse von Aktivatoren (z.B. des Tentakelaktivators) erreichen zu koénnen. In Frage
kommt fiir die Inaktivierung von hydkk1/2/4 z.B. ein epigenetischer Mechanismus, z.B. die
Hypermethylierung der Gene an CpG-Inseln, dies wurde nachgewiesen fiir humanes dkk1
(Aguilera et al. 2006; Gonzalez-Sancho et al. 2005). In welchem Ausmafl die Hydra Dkk—
Gene C/G-Boxen besitzen und wie konserviert dieser Mechanismus bei Hydra ist, wird erst

die vollstdndige Analyse der genomischen Daten zeigen.

Die Regulation von hydkk1/2/4—A bei Verletzung und Regeneration

Bei hydkk1/2/4—-A ist auffillig, daB es bei jeder Art von Verletzung — aufler im Hypostom
— stark und schnell aufreguliert wird (vgl. Abbildung 4.11). Denkbar ist, da§ als unmit-
telbare Antwort auf den Wundstimulus HyDkk1/2/4-A und andere Proteine aus den Vesi-
keln der zymogenen Zellen entlassen werden. Eine Wnt—unabhéingige Auto—Aktivierung von
HyDkk1/2/4-A iiber LRP5/6 ist moglich und konnte sogar die wnt—Expression in der Wun-
de iiber B-Catenin initialisieren, zieht man das Aktivierungspotential von HyDkk1/2/4-Ain
Betracht. Ob die genaue Funktion von HyDkk1/2/4—A auch eine physiologische Komponen-
te bei der Wundheilung besitzt, bleibt unklar. Am ehesten wére eine Rolle beim Ab- und
Umbau der EZM-Matrix und Lipidmembranen wahrscheinlich, denkt man an die Funktio-
nalitdt des 'Colipase Fold Motif’” bei enzymatischen Prozessen an Membranen. Jedoch wére
dies keine allgemeine Funktion in Hydra, da Verletzungen im Hypostom und in epithelialen
Tieren ohne hydkk1/2/4-A-Aufregulation heilen (siehe Kapitel 4.4).

Die Sensoren des Verletzungsstimulus sind nicht bekannt, man vermutet jedoch evolutiv
konservierte, frithe Prozesse wie die Aktivierung von MAP-Kinasen wie ERK und Jun—-N-

terminaler Kinase (JNK) sowie von ‘Grainyhead’-Transkriptionsfaktoren (Moussian und Uv
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2005; Ramet et al. 2002). H,O4 wird hierbei als ‘second messenger’ diskutiert (Rojkind et al.
2002). In Drosophila wurde aulerdem die Beteiligung einer generellen, JNK—induzierten, epi-
genetischen Derepression durch Deaktivierung von reprimierenden Polycomb-Faktoren bei
Verwundung und Regeneration beschrieben (Maurange et al. 2006). In Ubereinstimmung
damit wird eine Dedifferenzierung der wundnahen Zellen diskutiert, um die zelluldre Plas-
tizitdt in Wundnéihe zu verstérken und Blasteme zu generieren (Odelberg 2005). In dieser
Hinsicht ist es interessant, dafl Dkk1 einerseits als Inhibitor der humanen, mesenchymalen
Stammzell-Differenzierung beschrieben wurde (Gregory et al. 2005, 2003) und andererseits
als Inhibitor der JNK/AP-1-Signaltransduktion (Gregory et al. 2003). Dickkopfl wurde au-
Berdem in Verbindung mit Apotose bei der Organogenese gebracht (Grotewold und Ruther
2002a). In Hydra tritt Apoptose u.a. in der Nihe von Verletzungen durch den Verlust der
Zell-Matrix—Integritit auf (Kuznetsov et al. 2002). Weiterhin wurde Dkk1 als positives Ziel-
gen von c-jun beschrieben (Grotewold und Ruther 2002b), was zusammen mit der Beobach-
tung der wundstimulierten Aufregulation von hydkk1/2/4-A die Verbindung: Verletzung —
JNK-Induktion — Genaktivation — hydkk1/2//-A-Expression herstellen konnte. In Hydra
wird aktive JNK-Signaltransduktion mit dem Planaren Zellpolaritdts—Signalweg (‘planar
cell polarity’, PCP) in Verbindung gebracht (I. Philipp, pers. Kommunikation). Zusammen-
gefafit konnten diese Hinweise bedeuten, dafl die Anwesenheit von HyDkk1/2/4-A in einem
negativen ‘feedback loop’ die JNK—Aktivitdt inhibiert und damit die Aktivierung von JNK-
Zielgenen ausbalanciert, auch in einer Wunde (Abbildung 8.1). Da bei der Kopfregeneration
der JNK-Weg zur Ausbildung der Tentakel nétig ist (I. Philipp, pers. Kommunikation),
erscheint es in diesem Szenario versténdlich, dal hydkk1/2/4-A in der zukiinftigen Tentakel-
zone herunterreguliert werden muf, falls es tatséichlich JNK—Signaltransduktion inhibiert.
Die Bedeutung der Apoptose bei der Wundheilung in Hydra bleibt unklar, erinnert jedoch
an ihre Notwendigkeit bei der Musterbildung von Vertebraten, bei welcher Wnt—, BMP—
und FGF-Signalwege durch die positive Regulation von Dkk1l den Programmierten Zelltod
stimulieren (Grotewold und Ruther 2002a).

Die Regulation von hydkk1/2/4—A bei der Oogenese

Apoptose wird in Hydra auch massiv bei der Oogenese in den 'nurse cells’ beobachtet
(Technau et al. 2003), die die Oocyte umgeben und spéiter von ihr phagocytiert werden.
GSK34 iibernimmt hierbei eine pro—apoptotische Funktion in einer vermutlich -Catenin—
unabhéngigen Weise (Rentzsch et al. 2005). wnt—Transkripte sind in diesem Stadium bis-
her nicht beschrieben. Das hydkk1/2//—-A-Transkript verschwindet zunehmend aus dem
Oocytenbereich (siehe Abbildung 4.8B-D, Seite 55) und hat damit hochstens anfianglich
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Abbildung 8.1. Modell eines HyDkk1l/2/4-A—vermittelten Wnt— und JNK-
Antagonismus. Die gleichzeitig durch den Wundstimulus aufregulierte Expression von
hydkk1/2/4-A, JNK und wnt resultiert in einer Ausbalancierung der Wnt— und JNK—vermittelten
Musterbildung durch parallele, negative Riickkopplungsmechanismen. ‘+’ = Aktivation, ‘-’
hibition. X, Y: weitere positive Regulatoren von Wnt— bzw. JNK-Signaltransduktion; Z: Inhibitor
der HyDkk1/2/4-A—Expression.

= In-

eine Funktion in der Apoptose-Induktion, abhéingig von der Halbwertszeit des Proteins.
Das Verschwinden des Transkripts erinnert an die Kopfdifferenzierung, jedoch ist hier ver-
mutlich keine Kopfaktivation der Grund, sondern einfach die Verarmung an Vorlauferzellen
der hydkk1/2/4—A—exprimierenden Driisenzellen, den i—Zellen. Die selbst—proliferativen Drii-
senzellen haben zwar einen langeren Zellzyklus als die schnell proliferierenden 'nurse cells’
(Holstein und David 1990; Miller et al. 2000), was ihr Bestehen fiir gewisse Zeit sichert. Je-
doch zeigte die Behandlung mit Harnstoff (Abbildung 4.6, Seite 54), dafi schon nach drei
Tagen Behandlung die hydkk1/2//—A-Expression im oberen Viertel desr Korpersiule ver-
schwunden ist. In dieser Region befinden sich demnach noch differenzierende (HU-sensitive),
hydkk1/2/4—-A-exprimierende Driisenzellen, die, dem kontinuierlichen Gewebeflufl folgend,
schnell nach apikal und basal auswandern. Analog dazu verschwindet dieser Zelltyp und
damit die hydkk1/2//-A-Expression im Oocytenbereich durch den Gewebeflufl in Richtung
Extremitédten, ohne dafl er ersetzt wird. Eine andere Mdoglichkeit wire die frither beobach-
tete Dedifferenzierung in multipotente Stammzellen (Davis 1970; Znidaric und Lui 1969;
Znidaric et al. 1980), aus der dann 'nurse cells’ differenzieren koénnten, dies wurde bisher
nicht weiter bestétigt. Die Spermatogenese greift zwar ebenfalls auf die Stammzellpopula-
tion zuriick, allerdings auf eine Subpopulation von determinierten i—Zellen, die verglichen
mit der 'nurse cell’-Genese nicht in gleich starkem Mafle aus i-Zellen rekrutiert werden
(Littlefield 1986), daher kann die Zahl der hydkk1/2/4—A-exprimierenden Driisenzellen hier
stabil bleiben.
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Die Anwendung des Reaktions—Diffusions—Modells auf hywnt3a und
hydkk1/2//

hydkk1/2/4—A wird durch Tentakelaktivation negativ reguliert

Die scharfe Expressionsgrenze von hydkk1/2//-A unterhalb des Tentakelkranzes (vgl. Ab-
bildung 4.5A, Seite 53) 148t einen prézisen Inhibitionsmechanismus vermuten, der mit der
Tentakelzone gekoppelt ist. Die Tentakelaktivation stellt eine Erweiterung des Aktivator—
Inhibitor-Modells um ein sekundéres System dar: Das Maximum eines graduell entlang
der oral-aboralen Achse verteilten Aktivators (Quelldichte, ‘source density’) spezifiziert das
Hypostom, néichstniedrigere Werte die Tentakelzone (Berking 1979; Bode und Bode 1980;
Meinhardt 1993). Bei der Kopfregeneration apikal geschnittener Tiere werden dabei die tenta-
kelspezifischen Positionswerte transient durchlaufen, bevor diese durch das spéter entstehen-
de Aktivator-Maximum (den hochsten Positionswert) ringformig nach basal verschoben wer-
den und hier die Tentakelzone mit den Tentakeln entsteht (Bode et al. 1988; Bode und Bode
1987; Meinhardt 1993, siehe Einleitung).

Frithe Kopfregenerate zeigen eine massive Aufregulation von hydkk1/2/4-A parallel zu hyw-
nt3a (siche Abbildung 4.20). Mindestens in dieser Konstellation kann der inhibitorische Riick-
kopplungsmechanismus zwischen Wnt und Dkk auftreten, was den Vorgaben des Aktivator—
Inhibitor-Modells entsprechen wiirde und die Etablierung des héchsten Positionswertes be-
wirken konnte. Das gleiche gilt fiir die apikale Spitze der evaginierenden Knospe (vgl. Ab-
bildungen 4.7 und 4.19, Seiten 55 und 66). HyDkk1/2/4-A kann jedoch nicht allein die
Inhibitor-Instanz darstellen, da bei der Kopfregeneration die hydkk1/2/4—A-Expression in
der apikalen Spitze des Kopfregenerats relativ plétzlich selbst inhibiert wird, spitestens zwi-
schen 18 und 24 h nach der Enthauptung (siche Abbildung 4.9). Diese Kinetik 148t sich auch
in Alsterpaullone-aktivierten Tieren verfolgen: Etwa gleichzeitig mit der Evagination der
ektopischen Tentakel verschwindet die hydkk1/2/4—A— und —C—Expression (Augustin et al.
2006; Nacak 2004). Mit dem Zeitpunkt der Abschaltung der hydkk1/2//—A-Expression in
der kopfregenerierenden Spitze etabliert sich also der tentakelaktivierte Zustand (Bode et al.
1988; Meinhardt 1993), begleitet von zunehmender Konzentration des hywnt3a—Transkriptes
auf die apikale Spitze, auch dies gilt gleichfalls fiir die Knospe (Hobmayer et al. 2000; Rentzsch
2001). Der Ursprung der Inhibition der hydkk1/2/4-A-Expression mufl demnach in der Ten-

takelaktivationszone, bei bestimmtem und geniigend hohem Positionswert, liegen.
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HyDkk1/2/4-A und Wnt—Proteine als Gegenspieler in der oral-aboralen
Musterbildung bei Hydra

Die hywnt3a-Expression erstreckt sich nicht in die Tentakelzone adulter Polypen und es ist
unklar, wie weit die Wnt—Liganden oder Dkk—Molekiile diffundieren kénnen. In der Literatur
sind umfassend sowohl kurz— als auch langreichweitige Wnt—Effekte beschrieben (zusammen-
gefafit in Christian 2000; Howes und Bray 2000). Inwieweit daher ein direkter Dkk/Wnt—
Antagonismus im adulten Tier bei der Erhaltung des Kopfes eine Rolle spielt, ist unsicher.
Der kanonische Wnt /5-Catenin—Signalweg ist jedoch nachweislich in regenerativen Prozessen
bei anderen Organismen beteiligt (Kawakami et al. 2006), die Notwendigkeit einer zeitlich—
rdumlichen Regulation durch Inhibitoren wie Dkk liegt somit auf der Hand.

F. Rentzsch 2001 fand bei der Regeneration von Hydra hywnt3a—Aufregulation nach frii-
hestens 1 h in der kopfregenerierenden Spitze; neuere Daten zeigen, dafl es eine schwache,
wundstimulierte Aufregulation von hywnt3a gibt (siehe Abschnitt 4.6). Dies paft in das er-
wéhnte Schema der unspezifischen Aufregulation von Genen bei Verletzungen, was bei Hydra
zur lokalen Erhohung des Positionswertes fithren kénnte. Einige andere hywnt—Transkripte
zeigen ein dhnliches Verhalten (T. Lengfeld, pers. Kommunikation). Da hydkk1/2/4-A bei
Verwundung und Regeneration prasent ist, konnte sich, unabhéngig von den initialen Akti-
vierungsprozessen, in der Wundregion ein Antagonismus zwischen HyDkk1/2/4-A und Wnt—
Proteinen nach dem Aktivator—Inhibitor-Modell aufbauen, der als Teil des Gesamtsystems

die Musterbildung in die richtige Richtung steuert.

Berking (2003, 2006) schléigt ein Aktivator—Inhibitor-Modell auf der Grundlage von Mein-
hardts Modell (Meinhardt 1993) vor, bei dem Morphogene nicht direkt Kopf- und Fufimus-
terbildung, sondern lokale Anderungen des Positionswerts kontrollieren. Diese steuern dann
sekundére Musterbildungssysteme, die in der Folge Fufl oder Kopfbildung verursachen. Ber-
king nimmt einen Aktivator ‘A’ und zwei Inhibitoren ‘B’ und ‘C’ an, wobei B die Autokatalyse
von A inhibiert und C den Positionswert kontrolliert. Es bleibt wie auch bei Meinhardts Mo-
dell offen, wieviele verschiedene Morphogene das System in Hydra tatsiachlich konstituieren.
Die Prasenz von Organisationszentren, welche die gesamte Musterbildung des Koérpers durch
diffundierende Morphogene steuern, ist in diesem Szenario problematisch. Die beobachteten
Expressionsmuster von hywnt3a und hydkk1/2/4—A bei der Kopf— und Fufiregeneration de-
cken sich jedoch gut mit einigen Voraussagen von Berkings Modell, was im folgenden erkléart

wird.

Die Balance zwischen Aktivator-Autokatalyse (Wnt—Signalaktivitét) und der Inhibition die-



8.1 Der Wnt/Dickkopt-Antagonismus bei der Achsenbildung bei Hydra 109

ser (HyDkk1/2/4 u.a.) wird hierbei durch den Gradienten der umgebenden Positionswerte
gesteuert. Die Amputation des Kopfes (oder des Fufles) erhoht den Positionswert in der Wun-
de lokal, da hier Morphogene, Aktivator und v.a. Inhibitor, durch die Wunde verloren gehen.
Dies startet die Autokatalyse des Aktivators, seine Ausschiittung ins umliegende Gewebe und
auch die Aktivierung der Inhibitorproduktion. Bei der Kopfregeneration ist der Positions-
wert im apikalen Bereich des Stumpfes im Vergleich zum Positionswert in der Wunde relativ
hoch durch die noch existierende, hohe Quelldichte des benachbarten Gewebes; mit anderen
Worten, der Gradient der Positionswerte ist im regenerierenden Apikalbereich sehr flach bis
kaum vorhanden. Berkings Simulationen besagen, das dadurch netto kaum Inhibitor C in die
Wunde vom umliegenden Gewebe importiert wird, was die Aktivator—Autokatalyse(=Wnt—
Aktivierung) in der Wunde unterstiitzt — ein Kopf entsteht.

Bei der Fufiregeneration ensteht durch die lokale Erhéhung des Positionswertes der Wunde
ein steiles Gefille zum benachtbartes Gewebe mit vergleichsweise niedrigem Positionswert.
Hier nun erfdhrt die Wundregion einen netto—Influx von Inhibitor C aus benachbarten Be-
reichen, was in der Verringerung des Positionswertes bis zum Minimum bzw. zunehmender
Repression des Aktivators resultiert. In der Folge entsteht ein Fuf.

Bei Verletzungen an der Korpersdule ist der Verlust von Morphogenen (v.a. Inhibitor), die
Aktivator—Autokatalyse bzw. der Gradient der Positionswerte im Gewebe nicht stark genug,

weswegen die Musterbildung in Richtung Kopf oder Fuf nicht startet.

HyDkk1/2/4-A konnte innerhalb des Wnt/Dkk-antagonistischen Systems Bestandteil des
inhibitorischen Systems im Aktivator-Inhibitor—-Modell sein, z.B. des langreichweitigen In-
hibitors ‘C’, welcher den Positionswert reguliert und die Produktion des Aktivators (Wnt)
in den Zellen antagonisiert (Abbildung 8.2). Dafiir sprechen die hydkk1/2//—A—Expressions-
muster in der Kérpersdule und wahrend der Regeneration. Jedoch ist mindestens eine weitere,
epithelial generierte inhibitorische Substanz nétig (Inhibior B), da hydkk1/2/4-A nicht im
Aktivatorzentrum — dem ausdifferenzierten Kopf bzw. dem Organisator — und auch nicht in
epithelialen, regenerationsfahigen Tieren exprimiert ist. Dies stimmt mit der Idee der Fein-
adjustierung der Morphogenese durch die i—Zellinie, welche die epithelialen Basissysteme

unterstiitzen, iiberein (Marcum und Campbell 1978) (siehe unten).

HyDkk1/2/4—A ist Teil des kopfinhibitorischen Systems bei Hydra

Nimmt man HyDkk1/2/4-A als eine Komponente (C) des inhibitorischen Systems in Hydra

an, das die beobachtbare Kopfinhibition relaisartig in der Korpersédule verstéirkt und damit
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Abbildung 8.2. Der HyDkk1/2/4-A/Wnt—Antagonismus am Beispiel der Kopfrege-
neration. (A) Gradienten der Kopfaktivation (A, griin) und —inhibition (I, rot) definieren den
Gradienten der Positionswerte (PG, auch Quelldichte) von apikal nach basal im intakten Polyp
(nach Gierer und Meinhardt 1972). Unmittelbar unterhalb des maximalen Positionswertes entsteht
sekundér eine Zone der Tentakelaktivation (TA, blau). hydkk1/2/4-A-Expression beginnt unter-
halb der TA—Zone. Nach der Kopfamputation fillt I schnell durch Verlust von Morphogenen aus der
Wunde drastisch ab, was die Aktivator—Autokatalyse (Wnt) startet und zum lokalen Anstieg des Po-
sitionswertes fithrt (nicht gezeigt). (B) Verletzung durch Enthauptung fiihrt zur Aufregulation von
wnt-Genen (griin) und hydkk1/2/4-A (pink) im Wundbereich und schliefilich zur Stabilisierung der
Autokatalyse des Aktivators (A, Wnt) und der Produktion von Inhibitoren (I und HyDkk1/2/4-A)
im priméren Musterbildungssystem. (Dies ist zunéchst auch bei Fufamputation so.) Die Feinregula-
tion der Aktivator— und Inhibitorproduktion wird durch die Stérke des Gefilles der Positionswerte
zwischen Wunde und Nachbargewebe bestimmt (schwarze Pfeile). Hohe urspriingliche Positions-
werte (PV) in der Néhe des fritheren Kopfes erleichtern zudem friih die Tentakelaktivation (rechts
oben), zundchst aber ohne Tentakeldifferenzierung. Die maximale Quelldichte und die langreich-
weitige Kopfinhibition mit Hydkk1/2/4-A und dem zweiten Inhibitor ‘I’ als ihre Komponenten
werden im regenerierenden Kopf langsam reetabliert. Sekundér wird bei entsprechendem Positions-
werten das Tentakelmusterbildungssystem (blaue Box) sowie die Hypostomaktivierung (griine Box)
mit eigenen aktivierenden und inhibitorischen Morphogenen induziert (Meinhardt 1993), wobei die
wnt—Gene auch Komponenten der Hypostomaktivation sind. Die Tentakelaktivation inhibiert die
hydkk1/2/4—A-Expression lokal und wirkt auch in wechselseitigem Antagonismus auf die Hyposto-
maktivation, was die primére Aktivatorproduktion (Wnt) auf das apikale Zentrum, um die Mun-
doffnung herum, beschriankt. HyDkk1/2/4-Proteine sind nach diesem Modell Teil des priméren,
langreichweitigen Inhibitorsystems entlang der apikobasalen Achse der Korpersaule.
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langreichweitig die Aktivator-Autokatalyse (Wnt) antagonisiert und den Positionswert re-
guliert, so muf in epithelialen Tieren ohne hydkk1/2/4—Expression die netto—Kopfinhibition
schwicher sein und die Form des Positionswertgradienten verdndert sein. Dies spiegelt sich
z.B. in gestorter Proportionsregulation und zunehmender "Verkopfung’ der epithelialen Tiere
wieder. Die Amputation des Kopfes fithrt auch hier zur Aufregulation von hywnt3a in den
Endodermzellen und von hydkk1/2/4-A in den restlichen Driisenzellen. Die Autokatalyse
des Aktivators (Wnt) am apikalen Pol ist daher nicht gestort, sein Verhéltnis zum zweiten,
epithelial generiertem Inhibitor (B) konnte allerdings so verdndert sein, dafl die Kopfdifferen-
zierung nicht mehr erreicht werden kann. Dies hingt empfindlich von der Balance zwischen
Aktivator— und restlicher Inhibitorkonzentration ab, die aufgrund der Variabilitdt der pseu-
doepithelialen Tiere unterschiedlich ist, was die z.T. nach langer Zeit ansatzweise (ein oder

2 Tentakel) oder erfolgreiche Kopfregeneration erkldaren konnte (siehe Kapitel 4.5).

Die in epithelialen Tieren immer erfolgreiche Fufiregeneration liefle sich ebenfalls mit diesem
Modell erkldaren: Auch in Tieren mit schwacher Kopfinhibition bzw. vergroflertem Kopfakti-
vierungsbereich ist das Schicksal ‘Fufl’ am basalen Ende begiinstigt, weil der Positionswert
hier am niedrigsten im gesamten Tier ist, per definitionem die Minimalbedingung fiir die
Fuflentstehung (Berking 2003). Die Erniedrigung des Positionswertes wird durch den netto—
Influx von (epithelialem) Inhibitor (B) erreicht, was nur von der Steilheit des Positionswert-
gradienten abhéngig ist, die in epithelialen Tieren wie beim normalen Tier gegeben ist. Zu
hohe Inhibitorkonzentationen inhibieren die Fufidifferenzierung allerdings, weswegen diese
am basalsten Ende des Tieres erst nach Degradation des Inhibitors eintreten kann (Berking
2003).

Ahnliches, aber aus anderen Griinden, 148t der Abschniirversuch vermuten, bei dem der
Fufl normaler Tiere ohne Verletzung und damit ohne Erhéhung des Positionswertes entfernt
wurde (sieche Kapitel 4.4): Die in Verbindung mit der Positionswert-Erhohung induzierte
Aktivator—Autokatalyse sowie die Positionswert—erniedrigende Inhibitorproduktion startet
hier nicht oder zumindest verzogert, da die Morphogene nicht aus der Wunde abflieen kon-
nen. Der Netto—Inhibitor-Influx ist schwach, da der Gradient der Positionswerte nicht steil
genug ist. Dies verzogert die Fufiregeneration in dem Mafle, wie die Morphogene entspre-
chend ihrer Halbwertszeit in der basalen Region abgebaut werden. Sobald der niedrigste
Positionswert erreicht ist, verlduft die Fuidifferenzierung wie beobachtet schnell.

Analog dazu hingt die Regeneration von abgeschniirten Kopfregeneraten (Nacak 2004,
Newman 1974) zunéchst nur von der Inhibitordiffusion und —stabilitédt ab, bis der Positions-
wert geniigend angehoben ist, um die Autokatalyse zu starten. Unklar ist allerdings, warum

die Tentakelaktivation bei diesen Tieren gestort ist, wie die oft unvollkommen regenerierten
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Tentakel zeigen — moglich ist, dafl die zeitliche Regulation der Positionswert-Erhchung ei-
ne wichtige Rolle bei Ablauf der kopfregenerativen Prozesse spielt. Noch anschaulicher ist
dies bei der kopfregenerationsdefizienten reg-16—Mutante zu beobachten, deren Autoaktivie-
rung gar nicht stattfindet oder auf Tentakelniveau steckenbleibt (Achermann und Sugiyama
1985) und nur durch ‘kiinstliche’ Erhthung des Positionswertes durch erneuter Verwundung
gerettet werden kann (Kobatake und Sugiyama 1989; Miiller 1995). Wird bei diesen Tie-
ren die i—Zellinie entfernt, so konnen sie nahezu normal regenerieren (Sugiyama und Wanek
1993), was mit dem Sitz einer weiteren, feinregulatorischen Kopfinhibitionskomponente in
der i—Zellinie — z.B. HyDkk1/2/4 — vereinbar ist (Nishimiya et al. 1986), und die in reg-16
offenbar mutiert ist.

Auch frithe Experimente an einer anderen Kopfinhibitionsmutante zeigten, dafl das Vorhan-
densein und die Komposition der i—Zell-Derivate die Transmission der Kopfinhibition entlang
der Korperachse beeinfluft (Rubin und Bode 1982a, b).

Der Vorteil einer Positionswert—Erhohung in der Wunde gekoppelt an schnelle Inhibitor—
Neuproduktion ist demnach v.a. eine Beschleunigung der musterbildenden Prozesse und ins-
besondere fiir die apikale Musterbildung wichtig. Dies komplementiert eine Studie, welche
demonstrierte, dafl die zeitliche Lange der Wundoffnung ausschlaggebend fiir die Erhchung
des Kopfaktivierungspotentials und damit den Regenerationserfolg ist, bzw. dafl beschleu-

nigte Wundheilung die Regeneration supprimiert (Shimizu und Sugiyama 1993).

Zusammengenommen bedeutet dies fiir die HyDkk1/2/4-Proteine:

(a) Das HyDkk1/2/4-A (und —C)—-Protein spielt eine inhibitorische Rolle bei der axialen Mus-
terbildung in Hydra, vermutlich als Gegenspieler zu Wnt—Proteinen, welche den Aktivator im
Reaktions-Diffusions—Modell konstituieren. Dies reprisentiert die evolutive Konservierung
des Wnt/Dkk—Antagonismus bei der Achsenbildung und stellt damit ein molekulares Bei-
spiel fiir ein Reaktions-Diffusions—Modell dar. Die Rolle der Driisenzellen bzw. der i—Zellinie
bei musterbildenden Prozessen in Hydra ist dabei offenbar wichtiger als bisher eingeschétzt.
(b) Da in epithelialen Tieren ohne hydkk1/2/4-A-exprimierende Driisenzellen noch viele der
Musterbildungsprozesse wie Homdéostase, Wundheilung und Fufiregeneration in Hydra funk-
tionieren, kann HyDkk1/2/4-A nicht die einzige oder Hauptkomponente des Kopfinhibitors
sein, spielt aber vermutlich eine Rolle in der Etablierung der langreichweitigen Inhibition.
Dafiir spricht die zugunsten des Kopfes gestorte Proportionsregulation und der Verlust der
Kopf-/Tentakelregenerationsfihigkeit in epitehlialen Tieren, Prozesse die einen Inhibitor fiir

die morphogenetische Feinregulation benotigen.

Die genaue Natur der Inhibitoren in Hydra sowie die Art und Weise ihrer Verteilung entlang
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der oral-aboralen Achse sind molekular gegenwértig noch nicht zu erkldaren, genausowenig

wie die Beziehungen zwischen den 3 Zellinen dabei.

Es mufl betont werden, dal diese Betrachtungen eine rein qualitative Interpretation der
molekularen Daten anhand des Reaktions-Diffussions-Modells nach Berking (2003) sind
und erst durch entsprechende Simulationen wirklich giiltig werden. Ein Hinweis, das der
Wnt/Dkk—Antagonismus den Vorgaben des Gierer—Meinhardt—Modell folgt, kommt von ei-
ner aktuellen Studie, welche die erfolgreiche Modellierung des Wnt/Dkk—Antagonismus bei
der Haarfollikel-Bildung der Maus nach einem 2-Komponenten—-Modell aus Aktivator (Wnt)
und Inhibitor (Dkk) beschreibt (Sick et al. 2006). Es wire von groffer Wichtigkeit fiir das
Verstéandnis der musterbildenen Prozesse bei Hydra, aber auch fiir alle anderen selbstorgani-
sierende Systeme, die wachsende molekulare Datenmasse mit den verfiigharen theoretischen

Modellen in Einklang zu bringen.

Ein oder zwei Musterbildungssysteme in Hydra?

Mehrere Autoren proklamierten einen Fuflorganisator, der analog und spiegelbildlich zum
Kopforganisator Musterbildung durch morphogene Substanzen induziert, hierarchisch aber
unter dem Kopforganisator steht (Bode und Bode 1984; MacWilliams 1983a, b; Schiliro et al.
1999; Shenk et al. 1993). Beide Musterbildungssysteme wirken antagonistisch entlang der
oral-aboralen Achse. Substanzen, die die Fulbildung verstérken oder fuflspezifisch expri-
miert sind, kénnen auf zweierlei Art erklart werden: Sie konnten a) das FuBlaktivierungs-
potential anheben oder aber b) schlicht den Positionswert verringern. Oft zeigen sie kei-
ne graduelle Expression von basal nach apikal, z.B. Hym-323, Cnox-2, Pedibin (Hym-346)
(Harafuji et al. 2001; Hoffmeister 1996; Shenk et al. 1993; Takahashi et al. 1997), andere sind
spezifisch in der Stielregion von Hydra und leicht graduell exprimiert wie CnNK-2, BMP5-
8b (Reinhardt et al. 2004; Siebert et al. 2005) und das Peptid Pedin (Hoffmeister 1996).
Letztere brauchen aber prinzipiell keine Aktivation innerhalb eines Fulorganisators, sondern
Aktivation durch einen geniigend geringen Positionswert, bzw. nachlassendes Kopfaktivie-
rungspotential. Sie stiinden damit allein unter der Kontrolle des inhibitorischen Systems, da
dieses den Positionswert zwar moduliert, den Fufl aber antagonisiert (Berking 2003) und ge-
niigend grofle Reichweite besitzt. Die beiden mehr oder weniger stark gradiert exprimierten
HyDkk1/2/4-A—Proteine wiren dafiir ein Beispiel. Sekundér senken die basal exprimierten,
fuBspezifischen Faktoren dann den Positionswert weiter ab, gleichzeitig mit der Differenzie-

rung von Fuflstrukturen.
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Es braucht weniger komplexe Annahmen, die Musterbildung in Hydra komplett unter die
Kontrolle eines Positionswert-vermittelndes System zu stellen (Berking 2003). Problema-
tisch ist dabei insbesondere die vermutete Analogie zwischen Kopf- und Fuflorganisator
(Bode und Bode 1984), die beide nach dem gleichen Musterbildungsmechanismus aufgebaut
sein sollen. Bisher liegen dazu keine schliissigen, molekularen Daten vor, z.B. existiert derzeit
kein Wnt—analoges Modell fiir den Fuf.

Die Existenz des Kopforganisators, der morphogenetisch wirksame Substanzen sekretiert,
muf3 nicht durch Berkings Modell angezweifelt werden. Man mufl nur definitionsgeméf seine
Bildung von dem etablierten und sich selbst—erhaltenden Organisator trennen, und entspre-
chend die Anderungen und Stabilisierung der Positionswerte von der koordinierten Differen-
zierung von Kopfstrukturen.

Welches der Modelle der Realitdt am néchsten kommt, wird die weitere Analyse der nun in

Genom— und EST-Projekten zuginglichen Gene in Hydra zeigen.
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8.2 Hydra Chordin-like bei der Achsenbildung von Hydra

HyChdl ist ein abgewandeltes Chordin—Molekiil

Hydra Chordin-like (HyChdl) wurde als Chordin-Homolog mit putativ BMP-bindenden,
cysteinreichen Doménen am N— und C-Terminus beschrieben (Rentzsch 2001), da seine Ar-
chitektur den Chordin-Proteinen aus Bilateriern dhnelt. Die HyChdl CR-Doménen (CRD)
zeigen das konservierte Grundmuster der Cysteinpositionen in Chordin—-CR-Doménen. Auf-
grund der dennoch augenscheinlichen Sequenzunterschiede wird es als Chordin—&hnlich
(‘Chordin-like’) bezeichnet. Es besitzt N—terminal anstelle des CR—Motivs 1 (CR1) zwei an-
dere cysteinreiche Doménen mit Ahnlichkeiten zur IGFBP*-Doméne und zu dem Follistatin-
like-Motiv. C-terminal liegen 3 vWC?— oder CR-Domiinen, gefolgt von zwei weiteren, stark
divergenten vWC-Doménen. N- und C-terminale Cystein-Doménen sind durch eine lan-
ge Region, dhnlich wie bei Chordin—Molekiilen anderer Organismen, getrennt. Diese weist
aber nicht die diagnostischen ‘Chordin-Domé&nen’ (CHRD) der Chordin—Proteine auf, son-
dern eine BPTI/Kunitz—Doméne gefolgt von 3 unbekannten repetitiven Modulen auf (sie-
he Abbildung 5.1, Seite 77). HyChdl besitzt vermutlich eine permissive Funktion bei der
Kopforganisator-Bildung (Rentzsch et al., Manuskript akzeptiert).

In dieser Arbeit wurden ergéinzende, strukturelle und phylogenetische Studien durchgefiihrt,
um eine mogliche konservierte Funktion des Molekiils als BMP—Antagonist in Hydra naher

einzugrenzen.

Die genomische Organisation von hychdl ist nicht evolutiv konserviert

Das hychdl-Gen besitzt 21 Exons, die von Introns variabler Lange getrennt werden (siehe
Abbildung 5.1, Seite 77) und ist damit den Bilateria—chordin—Genen mit 22 bis 23 Exons
vergleichbar. Das kiirzlich identifizierte Nematostella Chordin (NvChd) wird von 19 Exons
(Rentzsch et al. 2005), das Chordin—Ortholog Short gastrulation (Sog) in Anopheles oder
Drosophila dagegen nur von 6 Exons ¢ kodiert. Daran zeigt sich, daf§ die genomische Struk-
tur der chordin-Gene im Laufe der Evolution vielen Verdnderungen ausgesetzt war und
in stark spezialisierten Tiergruppen wie den Insekten drastische Reduktionen der Introns
erfahren hat. nvchd zeigt eine zum humanen chordin sehr dhnliche genomische Struktur
beziiglich der Intron/Exon-Grenzen (Rentzsch et al. 2005). Dies ist jedoch nicht in hychdl

wiederzufinden: Die 20 Exon/Intron—Grenzen verteilen sich hier vollig anders. In Bilateriern

44nsulin-like growth factor binding domain’

5van Willebrand Faktor-Domine C
Shttp://www.ensembl.org/index.html
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und Nematostella sind die funktionellen Doménen in Chordin—Proteinen nicht von einzel-
nen Exons kodiert — anders als z.B. bei den TSR-enthaltenden Proteinen (siehe 2. Kapitel
der Diskussion). Damit ist klar, dafl sie nicht so leicht durch Exon—Shuffling’—Ereignisse
kombinierbar sind, was vielleicht die hohe Konservierung der Doménenstruktur in Chordin—
Proteinen mitbegriindet. Im Hydra—Protein dagegen sind die IGFBP—, die Kunitz— und die 3
unbekannten tandemrepetierten Motive von distinkten Exons kodiert und damit leicht inse-
rierbar bzw. deletierbar. Im Bereich der CR-Doménen am C-Terminus gibt es nur 2 Introns,
wiederum im Gegensatz zum z.B. humanen chordin oder nvchd, die hier 5 bzw. 6 Introns
besitzen (Rentzsch et al. 2005). Daher ist die Intronzahl von hychdl nicht homologisierbar
mit anderen chordin—Genen, und ebensowenig die Exon/Intron-Grenzen, da die Doménen-
komposition in hychdl veréndert ist.

Ein weiteres, Chordin—&hnliches Molekiil wurde bisher trotz intensiver Datenbank—Suche in

Hydra nicht gefunden.

Die CR-Doméinen im Wandel

Die vier BMP-bindenden CR-Doménen der Bilateria-Chordin—Molekiile sind in Bezug auf
ihre Position im Protein konserviert, d.h. CR2 ist zwischen zwei verschiedenen Spezies dhn-
licher zueinander als beispielsweise zu CR1 im gleichen Molekiil (siehe Abbildung 5.2, Seite
79). Dies ist wichtig fiir die Funktion der einzelnen Domé&nen im Molekiilkontext, da die
BMP-Bindeaktivitét fiir jede CR-Doméne verschieden und damit nicht ohne weiteres aus-
tauschbar ist (Larrain et al. 2000). Auch die NvChd-Doménen folgen diesem Muster, wie
aus der phylogenetischen Analyse ersichtlich, und spalten bis auf die CR4-Gruppe immer
an der Basis der CR—Gruppen ab, was die tatsdchlichen phylogenetischen Beziehungen der
betrachteten Arten wiederspiegelt. Dies gilt ebenfalls fiir die anderen Spezies, nur die CR4
von Saccoglossus, einem Hemichordat, macht hier eine Ausnahme durch offensichtlich grofie
Distanz der Aminosduresequenz. Prinzipiell ist die Maximum-Likelihood—Baumstruktur da-
mit trotz der schlechten Unterstiitzung an den inneren Zweigen valide. Die 3 C—terminalen
HyChdl-CR~Doménen passen sich nicht in dieses Bild ein, sie fallen alle in die CR4—-Gruppe.
Ob dies die wirklichen phylogenetischen Beziehungen widerspiegelt, ist aufgrund der schlech-
ten Unterstiitzung und der relativ langen Zweige nicht sicher; in Neighbor—Joining—Analysen
bildeten die Hydra—CRD eine eigene Gruppe ohne aufgeloste Abzweigung. Da keine Auflen-
gruppe verwendet wurde, sind die phylogenetischen Beziehungen zwischen den einzelnen
CR-Doménen nicht erkennbar. Fiir die Hydra—CR-Motive aber gilt, dafl sie zueinander né-
her verwandt sind als zu einer der CR1-4-Gruppen der Chordin—Proteine, was bedeutet,

daf sie vermutlich durch Duplikationen aus einer Vorlaufer—-CRD in Hydra entstanden sind.
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Cnicliaria Bilateria
| | . Abbildung 8.3. HyChdl ist ein sekundéir ver-
HyChdl NyChd Chordin dndertes Molekiil. Der gemeinsame Vorfahr von
Bilateria und Cnidaria (griiner Punkt) besafl schon
ein komplexes —Protein, dessen Struktur

hochkonserviert ist. Im Lauf der der Cnidaria—
Evolution entwickelte sich ein abgeleitetes, Chordin—-
dhnliches Molekiil (roter Balken), zumindest inner-
halb der Hydrozoen, zu denen Hydra gehort.

Ob dieses urspriingliche CR-Motiv ancestralen Charakakter besitzt oder von einer der 4
Chordin—CR abgeleitet ist, ist nur durch die Analyse weiterer CR-Doménen innerhalb und
auflerhalb der Cnidarier zu kldren. Das Hydra—Genom war im Lauf der Cnidaria—Evolution
offenbar dramatischen Anderungen ausgesetzt, die in einem Chordinmolekiil resultierten,
welches die vermutlich ancestrale 4-CR—Struktur sekundér verloren hat, diese aber konver-
gent durch &hnliche Doménen ersetzt wurden (Abbildung 8.3).

Die Hypothese, dafl HyChdl einem ancestralen Chordin—Typ dhneln mag, aus dem sich die
rezenten Chordin—Molekiile entwickelten, 18t sich angesichts der Monophylie der Cnidaria
nicht halten. Andernfalls miifite Nematostella den Bilateria—Chordin—Typ unabhéngig ent-
wickelt haben, was sehr unwahrscheinlich ist, oder aber die Cnidaria paraphyletisch sein, was
nach bisherigen Phylogeniestudien nicht der Fall ist (Collins et al. 2006).

Veranderte Dominen — robuste Funktion

Zieht man die strikt zugeordneten Funktionen der Chordin-CR-Doménen in Betracht, stellt
sich die Frage, ob und in welchem Ausmaf} die Hydra—CRD BMP binden kénnen. Nachweis-
lich binden CR1 und CR3 aus Xenopus Chordin BMP4 am stérksten (Larrain et al. 2000).
Dies wird aber erst im gesamten Molekiilkontext kooperativ um das 5— bis 10-fache ver-
stiarkt. Die Hydra—CRD zeigen in der phylogenetischen Analyse mit geringer Unterstiitzung
die engste Verwandschaft zu CR4, welche in Xenopus die schwéchste biologische Aktivitat
unter den CRD aufweist (Larrain et al. 2000). Direkte Vergleiche kénnen nur iiber bioche-
mische Protein—Bindestudien mit einem BMP—-Molekiil gemacht werden. In Hydra stehen
derzeit noch keine gereinigten BMP—Proteine zur Verfiigung.

HyChdl kann trotz der Sequenzunterschiede Zebrafisch—Embryonen dosisabhéngig dorsali-
sieren, wenn auch 20-fach schwicher als endogenes Chordino (Rentzsch et al., Manuskript
akzeptiert). Dies ist der bisher stérkste Hinweis auf eine konservierte Proteinfunktion in Hy-

dra. Wie diese Arbeit zeigt, haben die einzelnen Doménen einen unterschiedlichen Beitrag
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zur dorsalisierenden Funktion; so besitzt nur der gesamte C—Terminus, alle CR—-Doménen
einschlieBend, tiberhaupt einen Effekt auf die BMP—Signaltransduktion in Zebrafisch (sie-
he Abbildung 5.3, Seite 80). Die beiden vorletzten CR-Doménen und die beiden diver-
genten vWC-Doménen am C—Terminus kénnen zusammen BMP-Signaltransduktion nicht
antagonisieren, ein Gegensatz zu Xenopus Chordin, dessen CR-Doménen auch unabhén-
gig voneinander BMP—inhibitorische Funktion aufweisen (Larrain et al. 2000). Der schwach
dorsalisierende Effekt aller C—terminalen Hydra—CR-Doménen verstiarkt sich mit der Ver-
langerung des HyChdl-Konstruktes um die Linkerregion von 10 % dorsalisierter Embryonen
auf knapp 50 %, verglichen mit dem intakten Molekiil. Dies mag von einer topologisch un-
terstiitzenden Wirkung eines ldngeren Molekiils oder aber einer zusétzlichen, intrinsischen
BMP-Interaktionsfahigkeit der Linkerregion herrithren. Zur Klarung miiite dieser allein im
Dorsalisierungs—Assay getestet werden. Interessanterweise hat der entsprechende Bereich in
Xenopus Chordin keine erkennbare Auswirkung auf den BMP—Antagonismus (Larrain et al.
2000). Erst die zusétzliche Anwesenheit einer der beiden N—terminalen, cysteinreichen Do-
minen, die in HyChdl CR1 ersetzen, resultiert in etwa 70 %iger Dorsalisierungsaktivitit
verglichen mit dem vollsténdigen HyChdl.

In Xenopus Chordin besitzt CR1 die hochste intrinsische BMP-Bindeaktivitdt. Die Syn-
ergie mit den anderen CRD resultiert vermutlich aus der flexiblen Struktur des Molekiils
durch die Linkerregion, was die 4 CRD effektiv um ein BMP-Molekiil herum positioniert
(Larrain et al. 2000). HyChdl kann trotz gravierender Unterschiede zu allen anderen bekann-
ten Chordin—-Molekiilen deren BMP—-antagonistische Wirkung imitieren. Limitierend wirkt
bei HyChdl die Gesamtzahl der funktionellen Module bzw. Aminoséuren, die eher linear statt
kooperativ zum BMP—-Antagonsimus beitragen. Es ist denkbar, daff das HyChdl nicht in der
gleichen effizienten Weise wie Chordino mit BMP—-Molekiilen im Fisch interagieren kann. Die
schwichere Aktivitat von vollstdndigem HyChdl zeigt dies ebenfalls. Vermutlich kann Hy-
Chdl aufgrund seiner schwicheren Bindeeigenschaften erst durch hohe Konzentrationen das
Gleichgewicht der BMP-Bindung auf seine Seite verschieben. Die Injektion der vereinzelten
IGFBP- und Follistatin-like-Doméne kénnte klaren, ob der BMP-antagonistische Effekt v.a.
auf diesen Doménen beruht, da die C—terminalen CR-Doménen dabei offenbar eher unter-
stiitzende Wirkung besitzen. Die Komplementierung des dorsalisierten Phénotyps in einer
chordino—Mutante von Zebrafisch (Schulte-Merker et al. 1997) durch Injektion von hychdl

wire eine weitere Moglichkeit, das Dorsalisierungspotential von HyChdl zu testen.

Zusammengefafit ist die an HyDkk1/2/4-A erinnernde, funktionelle Robustheit von HyChdl
im heterologen Assay beeindruckend und zeigt, dafl die Diversifizierung eines Proteins durch

die Verédnderung der Aminoaduresequenz oder Doménenkomposition nicht zwangsweise zum
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Verlust der urspriinglichen Funktion fiihrt. Es scheint eher, dafl bei bestimmten Schliisselmo-
lekiilen der Eumetazoa, wie z.B. Chordin, Anderungen in der Sequenz zwar die Vielfalt von
Bauplénen erlaubten, die Grundfunktion jedoch durch strukturelle Fixierung beibehalten
wurden (z.B. bei der axialen Musterbildung). Es ist interessant zu erforschen, welche Me-
chanismen die evolvierenden Proteine auf bestimmte Strukturen, wie z.B. die CR-Topologie

in Chordin—Molekiilen, festlegen.

HyChdl, BMP und die Achsendifferenzierung in Hydra

Im normalen, adulten Tier ist hychdl leicht gradiert von apikal nach basal exprimiert, aller-
dings ist das Hypostom frei. Da es bei der Kopfregeneration in der regenerierenden Spitze
stark aufreguliert ist, wird v.a. eine frithe Funktion in der Etablierung der oral-aboralen
Koérperachse und des Kopforganisators vermutet (Rentzsch 2001; Rentzsch et al., Manu-
skript akzeptiert). In zwei Punkten besteht Diskussionsbedarf: Erstens, inwieweit existiert
ein achsenbildender BMP—-Chordin—Antagonismus in Hydra, vergleichbar mit den Bilateri-
ern? Zweitens: Warum ist hychdl auch bei der Fulregeneration transient, und bei der Knos-

pung in der gesamten Knospe gleichméflig aufreguliert? Im folgenden werden diese Fragen

behandelt.

Fiir hychdl und hybmp5-8b existieren unterschiedliche Schwellen—

Positionswerte

In Hydra wurden bisher zwei BMP5-8-Orthologe isoliert, von denen eines, HyBMP5-8b, na-
her beschrieben wurde (Reinhardt et al. 2004). Sie sind Orthologe zu BMP5, -6, =7 und -8
der Chordaten sowie zu 'Screw’” und ’glass bottom boat’” in Insekten und fungieren bei Bilate-
riern in der axialen Musterbildung (Arora et al. 1994; Bangi und Wharton 2006; Lowe et al.
2006). Die BMP2 und —4-Familie ist v.a. in der dorsoventralen Musterbildung in Chor-
daten und Insekten (Dpp) involviert (De Robertis 2006). In dem Hydrozoen Podocoryne
und in den Anthozoen Nematostella und Acropora sind BMP2/4-Orthologe beschrieben,
die transient asymmetrisch entlang der direktiven Achse, spéter jedoch symmetrisch am
Blastoporus exprimiert sind. (Finnerty et al. 2004; Hayward et al. 2002; Reber-Miiller et al.
2006; Rentzsch et al. 2006). Dies sind Hinweise fiir eine evolutiv konservierte Rolle der
BMP-Molekiile in der axialen Musterbildung der Metazoa, soweit diese polarisierte Gewe-
bestrukturen besitzen, die damit eine erstaunlich hohe, ancestrale Komplexitit aufweisen
(Rentzsch et al. 2006).
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hybmp5-8b

Abbildung 8.4. BMP5-8b und HyChdl
markieren die Korperachse in Hydra
komplementér. Die ISH-detektierten Epres-
sionsmuster von hychdl (sieche ISH-Fotos links),
rot, und hybmp5-8b (Reinhardt et al. 2004),
griin, sind stark schematisiert dargestellt. hy-
chdl ist endodermal in der Knospe, und im
adulten Tier im Kopfbereich exprimiert, im Hy-
postom nur sehr schwach. hybmp5-8b ist ekto-
dermal in der Stielregion bis zur Knospungszo-
ne exprimiert und zusétzlich endodermal an der
hybmp5-8b------ Tentakelbasis. Die mutmafliche Hemmung von
BMP5-8b—Signalen durch HyChdl ist durch ro-
te Striche dargestellt.

HyBMP5-8b, das einzige in Expressionsstudien getestete BMP—Molekiil in Hydra, ist im adul-
ten Tier endodermal stark an der Tentakelbasis, in Tentakelbildungszonen sowie etwas schwé-
cher, aber weitraumig im Ektoderm der basalen Korperregionen exprimiert (Reinhardt et al.
2004; Abbildung 8.4). Damit spezifiziert hybmp5-8b primér basale Regionen mit niedrigem
Positionswert und hychdl apikale Regionen mit hohem Positionswert. Sekundér existieren
kleine hybmpd-8b—Doménen an der Tentakelbasis, inmitten der hychdl-Expressionsdoméne.
Falls HyChdl BMP5-8b in Hydra antagonisiert, so mufl hier mindestens ein weiterer Faktor
existieren, der die HyChdl-Aktivitdt an der Tentakelbasis hemmt. Dafiir kdme z.B. Tollo-
id in Frage, eine extrazelluldre Protease, welche Chordin in Bilateriern inaktiviert. Mehrere
Cluster aus dem EST Darmstadt I-Projekt mit Ahnlichkeit zu Tolloid-1 geben einen Hin-
weis auf die Konservierung dieses Mechanismus’. Fin BMP—-Chordin—-Antagonismus konnte
demnach a) in der Polarisierung der oral-aboralen Achse und b) in der Feinregulation der

Kopfstrukturen von Hydra involviert sein.
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Regeneration

hybmp5-8b wurde als tentakelspezifisches Transkript beschrieben, dessen Expression im Ein-
klang mit dem redefinierten Reaktions—Diffusions-Modell nach Meinhardt (1993) steht
(Reinhardt et al. 2004, siehe Einleitung). Es reagiert auf erhéhte Positionswerte (Tentake-
laktivationslevel). Wie hychdl wird hybmp5-8b bei der apikalen Kopfregeneration friith auf-
reguliert, was durch das theoretische Modell iiber eine transiente Tentakelaktivation in der
apikalen, regenerierenden Spitze erklart wird. Die Aufregulation des Transkripts bei der Fuf3-
regeneration (Reinhardt et al. 2004) wird allerdings dadurch nicht erklért. Auch hychdl wird
bei der FuBiregeneration transient exprimiert (Rentzsch 2001). Hochstwahrscheinlich unter-
liegen beide Transkripte dem gleichen Mechanismus der regenerationsspezifischen Aufregu-
lation wie hydkk1/2/4-A (siehe Seite 108). Die hychdl-Aufregulation bleibt bei der Kopf-
regeneration bis zur Kopfdifferenzierung bestehen, konsistent mit einer Funktion bei der
Etablierung des Kopforganisators. In Fufiregeneraten wird hychdl nach 24 h abgeschalten,
da der niedrigste, FuBB—spezifizierende Positionswert etabliert wird. hybmp5-8b bleibt dagegen
auch wiahrend der Fuiregeneration aufreguliert, d.h. es wird sowohl bei hohen, tentakelspe-
zifischen, als auch bei niedrigen Positionwerten aktiviert.

Die parallele Expression beider Transkripte bei der Regeneration erscheint zunéchst ver-
wirrend im Hinblick auf einen Antagonismus, jedoch ist es durchaus moglich, daffi HyChdl
BMP5-8b auf Proteinebene antagonisiert, so dafl keine BMP-Signaltransduktion stattfin-
den kann. Wahrend der Etablierung des Kopforganisators bei der Kopfregeneration kann es
z.B. nétig sein, die positionswertabhédngige Aufregulation von BMP zu kompensieren, damit
ein Organisator entstehen kann, dhnlich zum Vertebratenembryo, bei dem die BMP-Signale
im zukiinftigen Organisatorbereich unterdriickt werden miissen (De Robertis und Kuroda
2004). Die spéatere Funktion von HyBMP5-8b bei der Tentakeldifferenzierung konnte wieder-
um durch Chordin—Antagonisten gewéhrleistet sein. In diesem Zusammenhang ist es hoch-
interessant, Antagonisten wie Tolloid in Hydra zu charakterisieren. Bei der Fufiregeneration
wird hychdl allméhlich herunterreguliert, was die Fufispezifizierung im Anschlufl ermdoglicht,
z.B. durch HyBMP5-8b—Signale.

Knospung

Wihrend der Knospung wird hychdl durch hohe Positionswerte in der gesamten evaginieren-
den Knospe aufreguliert, nicht aber hybmps-8b, was sich von der Situation bei der Regene-
ration unterscheidet. In der Knospungzone sind hychdl und hybmp5-8b daher komplementér
exprimiert (Abbildung 8.4), was ein Hinweis auf einen Antagonismus zwischen sein kann und

mit der Unterdriickung von HyBMP5-8b—Signalen bei der Kopforganisatorbildung konsistent



122 8 Konservierte Antagonismen bei der axialen Musterbildung von Hydra

ist. hybmpb-8b wird erst mit Beginn der Tentakeldifferenzierung in der Knospe, sowie spéter
in basalen Knospenregionen exprimiert (Reinhardt et al. 2004).

hychdl reagiert offensichtlich im Gegensatz zu hybmp5-8b auf eine groBere Spannweite an ho-
hen Postionswerten, da es in der Knospe bzw. im jungen Polypen nicht sofort nach Etablie-
rung des Kopfes und Fufles abgeschalten wird, um das adulte Expressionsmuster zu zeigen.
Eine theoretische Erkldarung wére der im Vergleich zum Adulttier verinderte Gradient der
Positionswerte: Die Knospe und kleine Polypen besitzen ein steileres Positionswertgefille, da
Kopf (= Maximum) und Basalregion mit dem Fuff (= Minimum) im Verhéltnis zur Korper-
lénge viel grofler sind, und alle moglichen Positionswerte damit auf einer geringeren Lénge
verteilt sind. Der Positionswert wird vom Verhéltnis des Aktivators zum Inhibitor bestimmt;
moglicherweise existiert in der Knopse und im Jungpolypen noch nicht jenes Verhéltnis der
Aktivator—/Inhibitorkonzentation, welches zur Abschaltung des hychdl-Transkripts fiihrt,
sondern dieses stellt sich erst mit zunehmendem Wachstum bzw. der Entzerrung und Sta-
bilisierung des Gradienten ein. Ensprechend kann HyChdl in der Knospe verstirkt mor-
phogenetische Aufgaben wahrnehmen, beispielsweise bei der Neurogenese in Analogie zur

neuralisierenden Funktion von Chordin im Vertebratenembryo (Sasai et al. 1995).

Konservierte Antagonismen definieren die Kérperachse in Hydra

Bislang 148t sich fiir Hydra ein Szenario mit 2 verschiedenen, antagonistischen Systemen
ableiten, die parallel entlang der oral-aboralen Korperachse des adulten und knospenden
Tieres agieren (Abbildung 8.5A). Wnts und HyChdl definieren dabei den oralen (apika-
len), Dkk1/2/4-A und HyBMP5-8b den aboralen (basalen) Bereich dieser Achse, letzteres
zusétzlich die Tentakelbasis (siehe auch Diskussion zu Wnt/HyDkk1/2/4-A). Da hychdl im
stabilen Zustand nicht mit dem héchstmoglichen Positionswert im Tier assoziiert ist, sondern
sekundér durch néchstniedrigere Werte spezifiziert wird, steht es moglicherweise zusammen
mit dem ebenfalls positionswertabhéingigen hybmp5-8b hierarchisch unter dem Wnt/Dkk—
System, welches den Positionswert primér etabliert — dies ist eine momentan nicht testbare
Hypothese.

Die Kopplung der beiden antagonistischen Musterbildungssysteme ist nicht strikt, das BMP/
Chordin—System wird schon in Cnidariern fiir die Etablierung ‘sekundérer’ Achsen benutzt
(Abbildung 8.5B): Bei Hydra scheint ein isoliertes BMP /Chordin-System in der Tentakel-
differenzierung involviert zu sein. In der Nematostella—Entwicklung markiert ein Chordin—
BMP2/4-System die direktive Achse, was zusammen mit der differentiellen Expression von

wnt— und einem dkk1/2/4—Transkript entlang der oral-aboral-Achse eine quasi-Bilateral-
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symmetrie schafft (Kusserow et al. 2005; Lee et al. 2006; Rentzsch et al. 2006). In Bilateriern
schlieBllich findet sich die Entkopplung der antagonistischen Systeme fiir die 2 orthogona-
len Hauptkérperachsen, anterior—posterior und dorsal-ventral, wobei hier sowohl Wnt /Dkk—
als auch BMP /Chordin-Systeme noch in weitere Musterbildungsprozesse des Embryos iso-
liert rekrutiert wurden (Darras und Nishida 2001; Schneider und Mercola 2001b; Sick et al.
2006). Im Xenopus—Embryo sind auBerdem maternale Komponenten des Wnt—Signalwegs
in der dorsoventralen Achsenbildung involviert und XWnt8 spezifiziert ventrale Schicksale,
antagonisiert von weiteren Inhibitoren wie Frzb, Cerberus, WIF-1 im Spemann—Organisator.
Dies bedeutet, dal Wnt—Signaltransduktion immer noch parallel zum BMP /Chordin—System

auftritt und die evolutive Konservierung dieses Prinzips verdeutlicht.

In Cnidariern scheinen indes weitere Orthologe der BMP—Antagonisten zu existieren, z.B.
Gremlin (Krause 2005; Rentzsch et al. 2006), Follistatin (Bottger et al. 2006; Matus et al.
2006a) und Noggin (Matus et al. 2006a). In Hydra gibt es auflerdem Hinweise auf ein Cerberus—
dhnliches Molekiil (unverdffentlicht), was sowohl als Wnt—, Nodal- und BMP-Antagonist in
der Literatur bekannt ist (Piccolo et al. 1999).

Zukiinftige BMP2/4-Daten fiir Hydra und auch Nematostella, sowie Interaktionsstudien zwi-
schen BMP—-Molekiilen und den putativen Antagonisten werden abzuwarten sein, um das
Szenario der Kérperachsenevolution bei Diplo— und Triploblasten verfeinern zu kénnen.
Weiterhin wird die komparative Analyse Aufschlufl iiber die Verwandtschaft von Kopforga-
nisatoren bzw. der blastoporalen Organisationszentren der Cnidarier mit den embryonalen
Organisatoren der Bilaterier geben, denn es existieren einige Unterschiede in der Molekiil-
komposition der etablierten Organisatoren: Die klassischen Organisatormolekiile Dickkopf-1
und Chordin befinden sich bei Hydra aulerhalb des Organisators, dafiir werden die wnt—Gene
im Kopforganisator exprimiert — umgekehrte Verhéltnisse also. Etwas anders ist die Situa-
tion im Nematostella—Embryo, hier befinden sich Chordin am Blastoporus und einige wnt—
Transkripte auch aulerhalb des putativen Organisationszentrums, was eher dem Spemann—
Mangold-Organisator vergleichbar ist. Aborale nvdkki/2/4— und blastoporale bmp2//
—Expression verhalten sich aber wiederum entgegengesetzt zu diesem. Das Organisatorprinzip
scheint somit weniger an die Identitdt bestimmter Molekiile gekoppelt zu sein, als vielmehr
an Polarisierung von Gewebe durch antagonistisch wirkende Molekiile — die Orientierung
der dafiir rekrutierten Agonist/Antagonisten—Systeme bestimmt dann die Symmetriever-
héltnisse des Organismus. Klare Analogie besteht aber in der Etablierung des Organisators:
Wnt—-Signale und parallel die Unterdriickung von BMP—-Signalen sind sowohl fiir die Bildung

des Spemann—-Mangold-Organisators als auch den Hydra Kopforganisators essentiell.
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Abbildung 8.5. Die unterschiedliche Kopplung antagonistischer Systeme definiert die
Koérpersymmetrie. (A) Die putativen Wnt/Dkk— und BMP /Chordin—antagonistischen Syste-
me spezifizieren parallel die Koérperachsen in Hydra: Die oral-aborale Hauptkorperachse und die
entstehende Achse wéhrend der Knospung. Das Wnt/Dkk—System definiert moglicherweise als hier-
archisch iibergeordnetes Musterbildungssystem den Gradienten der Positionswerte (‘Quelldichte’,
PG). Das BMP/Chordin-System konnte sekundér fiir die Tentakelmusterbildung rekrutiert worden
sein. (B) Die Kopplung und Entkopplung der konservierten, antagonistischen Systeme im Verlauf
der Evolution spezifiziert orthogonale Korperachsen der Eumetazoa. Beispiele: Hydra, Nemato-
stella—Planulalarve und Xenopus—Embryo. o=oral, ab=aboral, dir=direktiv, a=anterior, d=dorsal,
p=posterior, v=ventral.
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Teil IV

Material und Methoden
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9 Hydra—Methoden

9.1 Tiere

Es wurden Polypen der Wildtyp—Stamme Hydra vulgaris Basel und Hydra magnipapillata 105
sowie die Mutanten sf-1 (Sugiyama und Fujisawa 1978a) und  reg-16
(Achermann und Sugiyama 1985), als auch die H. magnipapillata—Chimére A-10 (H. Shimi-
zu) verwendet. Die Tiere wurden bei 184+1°C kultiviert und mit frisch geschliipften Krebs-
larven (Artemia salinas) gefiittert; das Kulturmedium (HM: 1 mM CaCl,, 0,1 mM MgCl,,
0,1 mM KCI, 1 mM NaH,COg3, pH 7,8) wurde zweimal téglich gewechselt. Vor allen Expe-
rimenten wurden die Tiere an mindestens drei aufeinanderfolgenden Tagen gefiittert und 24

h nach der letzten Fiitterung verwendet.

9.2 Regeneration und Verletzung

Fiir alle Versuche wurden knospenlose Polypen benutzt.

Verletzung

Die Polypen wurden mit einem tiefen Schnitt (ca. 1/3 der Korperbreite) in der Korpersiule
oder am Hypostom (ca. 1/3 der Kopflange) verletzt und danach in frisches Kulturmedium
bei 18 °C {iberfiihrt.

Regeneration

Die Tiere wurden bei 20, 50, 70 oder 80 % der Korperlinge (KL) amputiert (vom Fuf} aus
gemessen) und in Petrischalen mit frischem HM (mindestens 1 ml pro Regenerat) iiberfiihrt
und bei 18°C gehalten.

Wurden nur die regenerierenden Spitzen bendtigt, wurden diese zu verschiedenen Zeitpunk-
ten nach der ersten Amputation erneut abgeschnitten (ca. 1/10 der urspriinglichen KL) und
sofort fiir die RNA-Isolation verwendet (Abschnitt 10.2).
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9.3 Abschniirregenerate

Mit einem Haar wurden die Fiile knospenloser Polypen bei 25 % KL abgeschniirt. Die

Regenerate wurden danach in frisches Hydramedium iiberfiihrt und bei 18 °C gehalten.

9.4 Induktion der Gametogenese

Versuche zur Oogenese wurden am Hydra vulgaris Stamm AEP durchgefithrt (Martin et al.
1997). 7 bis 10tégiger Futterentzug induzierte die Gametenbildung, anschlieBend wurden die
Tiere drei Wochen lang zweimal wochentlich gefiittert und die verschiedenen Oogenese— und

Spermatogenesestadien abgesammelt.

9.5 Eliminierung der i—Zellinie in den Stammen sf-1 und A-10

Aus Tieren der Hydra magnipapillata Stamme sf-1 und A-10 (H. Shimizu) kénnen die inter-
stitiellen Stammzellen (i-Zellen) und ihre Derivate (Nervenzellen, Nematocyten und Driisen-
zellen) durch eine Hitzebehandlung selektiv entfernt werden (Sugiyama und Fujisawa 1978a).
Dafiir wurden die Tiere bis zu 5 Tagen bei 28-30 °C und téglicher Fiitterung gehalten. An-
schlieend wurden sie bei 18°C gehalten und téglich gefiittert, bis sie kein Futter mehr fangen
konnten durch den Verlust der Nematocyten (ca. 3 Tage). Dies wurde auBerdem exempla-
risch fiir einige Tiere durch Mazeration tiberpriift (David 1973). Fiir Langzeitversuche, die
auf die Eliminierung der Driisenzellen abzielten, wurden die hitzebehandelten Tiere bis zu
50 weiteren Tagen bei 18 °C ohne Futter gehalten und mindestens 3 mal pro Woche gewa-

schen.

9.6 DAPI-Kernfirbung

Die Tiere wurden mit 2 % Urethan in Hydramedium relaxiert und mit Lavdovsky-Fixativ
(Ethanol, Formaldehyd Essigsiure, HoO 50:10:4:36) fiir 30 min bei Raumtemperatur fi-
xiert. Nach kurzem Waschen mit PBS (0,15 M Natriumchlorid, 0,08 M NayHPO4, 0,02
M NaH,PO4, pH 7,34) wurden sie in DAPI bei einer Konzentration von 0,5 pug/ml in PBS
mit 0,1 % (v/v) Tween 20 fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur gefirbt.
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Wenn nicht anders angegeben, stammten alle verwendeten Chemikalien von der Fa. Carl
Roth GmbH, Karlsruhe.

10.1 Verwendete Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden manuell oder mit entsprechender Software (sieche Punkt 10.6)
abgeleitet. Synthetisiert wurden sie bei MWG-Biotech AG, Ebersberg; Sigma—Ark, Darm-
stadt; Sigma—Genosys, Cambridge, U.K.; Operon, Kéln.

Tabelle 10.1. Sequenzen und Schmelztemperaturen der verwende-

ten Oligonukleotide

Verwendung | Name, T, Sequenz Oligonukleotid

in Abschnitt

2.1 Seite 25 ChdSPfor,45 °C 5’ctgcttacaagaattctacatg

2.1 Seite 25 ChdSPrev, 45°C 5’gttttatcagatgectegagaattca

2.1 Seite 25 Spin5’, 50 °C 5’ccactatcggaggaattcaaatatgg

2.1 Seite 25 Spin3’243, 50 °C 5’agcttgatggtgctegagteege

10.13 Seite 138 | pSUC2for, 46 °C 5’cctegteattgttetegttecctt

10.13 Seite 138 | pSUC2rev, 46 °C b'ggtgtgaagtggaccaaaggtcta

4.1 Seite 143 HyDi5’RACEL, 65 °C 5’ccgeagagtgeaccttetttaacatagetattacattge
4.1 Seite 143 HyDi5’RACE2, 65 °C 5’gcagtctgeatectttttgecaagactegge
4.1 Seite 142 1-B1RACE3’, 65 °C 5’gcagactgcgaaaatggttgctgtg

4.1 Seite 142 Hydi5’2, 55 °C 5’gaaaacatacatcttttctgatttatcaate
4.1 Seite 142 Hydi3’1, 55 °C D'tttttttttttttttttataatttaacteg
4.7 Seite 143 HyDkkKozak_Cla, 42 °C 5’tacatcgattctgatgecgecaccatgag
4.7 Seite 143 HyDkkpCS_XbaRev, 42 °C | 5’'tctagatttaatacaaagatcacttce
4.7 Seite 143 HyWntKozak _Cla, 47 °C 5’catcgatttgeegecaccatgggcacg
4.7 Seite 143 HyWntpCS_XbaRev, 47 °C | 5’tttctagactatttacaggtgtattcag
4.6 Seite 144 wnt3aforw, 60 °C 5’tctgegggagttgegtttte

4.6 Seite 144 wnt3arev, 60 °C 5’ccttegtecgtttgaccteg

4.6 Seite 144 EFlaforw, 57 °C S'gttggtegtgttgaaactgg
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Tabelle 10.1 — Fortsetzung

Verwendung
in Abschnitt

Name, T,,

Sequenz Oligonukleotid

4.6 Seite 144

EF1larev, 57 °C

b'tctggaagagattcgtgatg

3.1 Seite 141

Tsrpl_5’for, 59 °C

5’cagtttggcttgtegttgetatg

3.1 Seite 141

Tsrpl_5rev, 59 °C

b'gttattacactcacgetgtetetge

10.14 Seite 141

HyThrl, 55 °C

5’'gtggagctgggttattacactcacgetgte

10.14 Seite 141

HyThr5, 60 °C

5’ccacctectcaatttggtgggcgcg

5.3 Seite 144

ChdBamHI.b_for, 55 °C

b’gggatcctggtaccatgaagageatgaaactg

5.3 Seite 144

HyChd_SP_rev_myc, 55 °C

5’atcgattgcagggaggacaggttttatcag

5.3 Seite 144

HyChd3Xho2, 52-56 °C

5’ccgetegagtecatggaccatcetgetac

5.3 Seite 144
5.3 Seite 144
5.3 Seite 144
5.3 Seite 144
5.3 Seite 144
5.3 Seite 144

ChdK1EcoFw, 55 °C
ChdK4EcoFw, 52 °C
K6forw, 56 °C
Kbforwl, 60 °C
Kbrev2, 60 °C
Kbforw3, 55 °C

5’gttcgacatcegaattete

5’cagctgtatatcgaattctcag

5’gcagtaagaattctaaactce

5’atgcatctgagaattcctgtec

5’ctegagegeactagtttatetgac

5’gtaaactagtacaaaaaattccg

10.2 RNA-Isolierung

Alle Losungen wurden mit DEPC-Wasser hergestellt bzw. mit 0,1 % DEPC {iber Nacht
gerithrt und anschliefend autoklaviert. Gesamt-RNA aus Hydra wurde nach einem Pro-
tokoll fiir Pflanzen nach Suzuki et al. (2001) extrahiert. Das Protokoll wurde gemé&f der
Anzahl der Polypen skaliert. 50 Tiere wurden in 500 ‘Solution D’ (4,2 M Guanidiniumi-
sothiocyanat (Sigma); 25 mM Natriumcitrat, pH 7,0; 0,5 % N-Lauroylsarkosin (Sigma), 5
% 2-Mercaptoethanol (Sigma)) durch Schiitteln aufgelost. Das Lysat wurde mit 1/10 Vo-
lumen 2 M Natriumacetat, pH 4,0 angesduert und die RNA mit 1 Volumen (550 ul) Phe-
nol/Chloroform /Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert. Die wéBrige Phase wurde nach 10 min
Eis durch Zentrifugation bei 10000xg (10 min, 4 °C) separiert und in ein neues Gefaf} iiber-
fithrt (ca. 400 pl). Die RNA wurde daraus mit je 1/2 Volumen von 1,2 M Natriumchlorid,
0,8 M Natriumcitrat und Isopropanol (Sigma) nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur
ausgefillt und bei 10.000xg (20 min, 4 °C) sedimentiert. Das Pellet wurde mit 70 % EtOH
gewaschen, 10 bis 15 min an der Luft getrocknet und in DEPC-H,0 oder TE-Puffer (5 mM
Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) aufgenommen.

Die fiir die cDNA— Herstellung benétigte Poly(A)TRNA wurde aus der Gesamt—RNA mit
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dem ‘Oligotex mRNA Mini Kit’ (70022, Qiagen) oder dem ‘PolyATtract@®) mRNA Isolation
System III” (Z5200, Promega) nach den Herstellerangaben extrahiert.

10.3 cDNA-Herstellung

Die ¢cDNA wurde aus Poly(A)TRNA mit ‘SuperScript IIT Reverse Transcriptase’ (Invitrogen)
nach Angaben des Herstellers unter Verwendung eines Oligo-d(T)—-Oligonukleotides herge-
stellt. Dabei wurden stets 400 bis 500 ng RNA pro Reaktion eingesetzt. Die ¢cDNA wurde
unverdiinnt, 1:5, 1:10 oder 1:100 verdiinnt in PCR-Reaktionen eingesetzt.

10.4 Phenolische Extraktion von DNA

Wiflrige DNA-Losungen wurden mit 1 Volumen Phenol-Isoamylalkohol-Chloroform (25:24:1)
versetzt, 1 min lang krifig geschiittelt und 10 min auf Eis inkubiert. Die Phasentrennung
erfolgte bei 4 °C, 7.000xg, 7 min. Die wafirige Phase wurde in ein neues Gefa8 iiberfithrt und
mit 1/10 Volumen Natriumacetat pH 5,2, sowie 2,5 Volumen Ethanol (alternativ 1 Volumen
I[sopropanol) versetzt, mehrmals invertiert und bei -20 °C 4 bis 24 h inkubiert. Die DNA wur-
de bei 4 °C, 13.000xg, 45 min lang sedimentiert, mit 70 %igem Ethanol gewaschen und erneut
kurz zentrifugiert. Das Pellet wurde 15 min an der Luft getrocknet und in MilliQ—-Wasser

oder TE-Puffer aufgenommen.

10.5 Klonierung von cDNA—-Fragmenten

PCR—-Amplifikation:

StandardméBig wurden Plasmid—-DNA—-Matritzen 1:100 verdiinnt eingesetzt. Die 50 ul-Reak
tionen beinhalteten 1 ul DNA—-Matrize; je 0,2 uM Oligonukleotide; 0,4 mM dNTPs; 1,5 mM
Mg?*; 1xPCR-Puffer und 0,25 pl ‘Phusion High-Fidelity’ DNA-Polymerase (Finnzymes)
oder tag—Polymerase (Amersham). PCR-Programm: 3 min 94 °C; 30 x (30 sec 94 °C, 30 sec
‘Annealing’ bei X °C, 1 min/1000 Bp 72 °C); 5 min 72 °C. 1/10 Volumen des PCR—-Ansatzes
wurde durch Agarose—Gelelektrophorese aufgetrennt und durch Ethidiumbromidfarbung im
UV-Licht sichtbar gemacht.

Aufreinigung und Ligation von PCR—-Fragmenten:

PCR-amplifizierte DNA-Fragmente wurden entweder direkt aus der Reaktion oder nach Auf-
reinigung aus einem Agarosegel in die Vektoren pGEM-T (Promega) oder pCR4.0-TOPO
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(Invitrogen) nach Herstellerangaben kloniert. Die Isolierung aus Agarosegelen erfolgte ent-
weder iiber Glaswolle oder mit Kits verschiedener Hersteller (z.B. Machery—Nagel, Qiagen).
Alternativ wurden DNA-Fragmente in ‘low melting’—Agarose aufgetrennt und ausgeschnit-
ten. Die Stiickchen wurden anschlieSfend 10 min bei 72 °C aufgeschmolzen, kurz bei 37 °C
dquilibriert und 4 pl davon in eine vorbereitete, ebenfalls 37 °C warme Ligationsreaktion
mit pCR4.0-TOPO pipettiert. Nach 5 min wurden 2 ul davon fiir die Transformation der
Bakterien verwendet.

Transformation von E. coli:

Mit 2 bis 4 ul Ligationsreaktionen wurden Rubidiumchlorid-chemokompetene E. coli-Stdmme
(DH5¢, Top10 oder Topl0F’, Invitrogen) nach Sambrook und Russell (2001) transformiert.
Die Bakterien wurden auf LB-Medium (10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Natri-
umchlorid, pH 7,5; 15 g/1 Agar) plattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur Analyse
wurden die Kolonien wurden in fliissiges LB-Medium iiberimpft und 16 h bei 37 °C kulti-
viert.

Praparation von Plasmid-DNA:

Die Plasmid-DNA wurde mit Kits verschiedener Hersteller prapariert (z.B. Machery—Nagel,
Qiagen).

Restriktionsverdau von Plasmid—cDNA:

3 bis 5 pul einer Plasmid—Préparation wurde in einem 20 pl-Ansatz mit den jeweiligen Re-
striktionsenzymen und Puffern sowie BSA (NEB, Amersham) nach Herstellerangaben 1 bis

24 h verdaut und anschlieBend elektorphoretisch aufgetrennt.

10.6 Sequenzierung von DNA—-Fragmenten

cDNA-Fragmente aus dieser Arbeit wurden mit Ausnahme der ESTs von der Firma GATC
Biotech, Konstanz, oder der Firma MWG—Biotech, Eberbach, sequenziert.

10.7 RNA—-Sonden

In ‘Northern Blotting’~ und in situ—Hybridisierungsanalysen wurden die Transkripte der
zu untersuchenden Gene durch Digoxygenin—markierte, einzelstringige ‘antisense’-RNA-
Sonden detektiert. Die Matritze fiir die RNA—Polymerisierungsreaktion wurde auf zwei ver-
schiedene Arten hergestellt: Mit den Standardoligonukleotiden M13forward und M13reverse

wurden die betreffenden, klonierten cDNA-Fragmente inklusive der Promotoren fiir T7 oder
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Sp6 RNA-Polymerasen per PCR amplifiziert und das PCR~Produkt anschliefend durch Gro-
Benausschlufichromatografie (P6-Séulen, Biorad) aufgereinigt. Die ‘antisense’—Sonden wur-
den je nach Orientierung des cDNA-Fragments mit einer der RNA—-Polymerasen hergestellt.
Bei der 2. Methode wurde ein das Genfragment tragende Plasmid mit einem Restriktionsen-
zym so linearisiert, dal das Fragment am 3’ oder 5’-FEnde geschnitten wurde. Das Plasmid
wurde anschlieflend entweder mit dem ‘MinElute PCR Purification Kit’ (Qiagen) oder via
phenolische Extraktion aufgereinigt.

Zur Sonden—Synthese wurden Digoxygenin— oder FITC-markierte Uracilnukleotide (RNA
Labeling Kit (SP6/T7), Roche) verwendet; Digoxygenin und FITC kénnen mit spezifischen
Antikorpern detektiert werden. Die Sondenreaktionen wurden {iber GrofienausschluBBchroma-
tografie (P6-Sédulen, Biorad) aufgereinigt und die Ausbeute tiber Agarose—Gelelektrophorese
abgeschétzt.

Die verwendeten Sonden waren komplementéar zu folgenden cDNA-Fragmenten:

e hywnt3a (534 Bp): Nukleotide (nt) von Aminoséuren (As) 185-362, dies entspricht der
C-terminalen Halfte des Molekdils.

hydkk1/2/4-A (395 Bp): komplettes Transkript.

hytsr1 (995 Bp, 5" Ende): nt 1-995, enstpricht As 1-281; hytsr! (1948 Bp, 3’ Ende):
nt 7399-9348, entspricht As 2467-9219

hytsr2 (900 Bp): nt 1-900, entspricht As 1-287.

hytsr-like (754 Bp): nt 36084317, entspricht As 1163-1399.

10.8 Semiquantitative PCR

Zur Untersuchung der Dynamik der mRNA—-Expression von hywnt3a bei Verletzung wurden
semiquantitative PCR-Experimente durchgefiihrt. Dazu wurde cDNA aus je 20 unverletzten
und an der Korpersidule mehrfach verletzten Polypen (H. magnipapillata) 30 min nach der
Verwundung hergestellt. Die cDNA-Synthese aus je 433 ng aus Poly(A)*-RNA mit einem
oligo-dT-Primer erfolgte wie oben beschrieben. Fiir die PCR-Experimente wurden spezifische
Oligonukleotide der Gene hywnt3a und EF1a (wnt3afor/rev und EFlafor/rev) verwendet.
EFla wird als Haushaltsgen in jeder Zelle und jedem Stadium unverdndert exprimiert und
eignet sich daher fiir die Normierung des differentiell exprimierten hywnt3a—Transkriptes.
Die PCR wurde fiir beide Transkripte in einem Durchgang durchgefiihrt unter folgenden Be-
dingungen im 25 ul Ansatz: 0,5 ul cDNA (1:10 verdiinnt); 1 x Puffer; 0,1 ul tag—Polymerase;
2,4 mM Mg?*; 0,64 mM dNTPs. Programm: 3 min 94 °C; 25 x (EF 1) oder 30 x (hywnt3a)
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(30 sec 94 °C, 30 sec 57 °C (EF1a) oder 60 °C (hywnt3a), 30 sec 72 °C).
Die Intensitdt der PCR-Banden wurde mit der Software ImageG 1.34s (NIH, USA) quanti-

fiziert.

10.9 RNA wn situ—Hybridisierung

“Whole mount’ in situ—Hybridisierung (ISH):

Die ISH an ganzen Tieren wurde nach dem Protokollen von Grens et al. (1996) und
Martinez et al. (1997) durchgefiihrt. Die Tiere wurden mit 2 % Urethan in HM 1 min re-
laxiert, dann mit frischem, 4 %igem Paraformaldehyd (PFA) in HM 24 h bei 4 °C fixiert.
Das PFA wurde anschlieBend durch Methanol ersetzt und die fixierten Tiere wurden bei —20
°C bis zum Versuchsbeginn gelagert. Nach der schrittweisen Rehydrierung (je 5 min 75 %,
50 %, 25 % Methanol in PBT (=PBS + 0,1 % Tween 20) wurden die Tiere 3 x 5 min in
PBT gewaschen. Danach wurden sie 10 min mit Proteinase K (Sigma) inkubiert (10 pg/ml
in PBT), um das Gewebe fur die Sonden besser zugénglich zu machen. Die Enzymreaktion
wurde anschliesend mit Glycin gestoppt (4 mg/ml in PBT). Nach Aquilibrierung in 0,1 M
Triethanolamin (TEA, 2 x 5 min) wurden die Tiere jeweils 5 min mit 0,25 % (w/v) und
0,5 % (w/v) Essigsdureanhydrid in 0,1 M TEA inkubiert. Nach der Refixierung (20min 4
% PFA in PBT) und 5 x 5 min Waschen in PBT wurden die Tiere in 50% Prahybridisie-
rungslosung in PBT, dann 10 min in 100 % Hybridisierungslésung (50 % Formamid; 5 x
SSC [0,75 M Natriumchlorid; 0,075 M Natriumcitrat pH 7,0]; 200 pug/ml aufgereinigte Hefe—
RNA; 1 x Denhardt’s [1 % Polyvinylpyrrolidon, 1 % Ficoll, 1 % BSA]J; 100 ug/ml Heparin;
0,1 % Tween 20; 0,1 % CHAPS; 10 % DEPC-H,0) iiberfiihrt. Anschliefend erfolgte die
Préhybridisierung fiir mindestens 2 Std. bei 55 °C bis 60 °C. Die Sonden wurden in einer
Endkonzentration von 0,05 ng/ul verwendet und vor der Zugabe zu den Tieren 10 min bei 75
°C in Préahybridisierungslosung denaturiert. Hybridisiert wurde 1,5 bis 3 Tage bei 55 bis 60
°C. Danach erfolgten schrittweise stringenter werdenden Waschungen, um nicht-gebundene
Sonde zu entfernen: Je 5 min bei 55 °C in 100 %, 75 %, 50 %, 25 % in 2 x SSC (0,3 M NaCl,
0,03 M Natriumcitrat pH 7,0), schlieslich mit 2 x SSC + 0,1 % CHAPS (3 x 30min). Nach
der Aquilibrierung in Maleinsaurepuffer (MAB, pH 7,5; 2 x 10min) wurde ein Blockierungs-
schritt mit 1 % Blockierungsreagenz (Roche) in MAB entweder 2 h bei Raumtemperatur
oder iiber Nacht bei 4 °C durchgefiihrt. Zur Detektion der markierten RNA—-Sonden wurde
ein Anti-Digoxygenin—Antikérper mit konjugierter Alkalischer Phosphatase (Roche) in einer
Verdiinnung von 1:4000 in Blockierungslosung verwendet (2 h bei Raumtemperatur oder 4
°C iiber Nacht). Ungebundener Antikérper wurde durch 8 bis 12 Waschungen mit & 30-60
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min mit MAB entfernt. Optional wurde ein MAB—Schritt iiber Nacht zugefiigt. Die anschlie-
Bende Farbreaktion wurde mit dem Substrat NBT/BCIP (Roche) durchgefiihrt, welches von
der Alkalischen Phosphatase des Antikorpers zu einem blauen Prézipitat umgesetzt wird.
Fiir die Farbreaktion wurden die Tiere fiir 2 x 10 min in alkalischen Puffer (NTMT: 100 mM
NaCl, 100 mM TRIS, pH 9,5; 50 mM MgCl,, 0,1 % Tween 20, 1 mM Levamisol (Sigma))
itberfuhrt. Die Substratlosung wurde 1:50 in NTMT verdiinnt und auf die Tiere gegeben.
Die Reaktion wurde bei 37 °C im Dunkeln durchgefiihrt. Die Préparate wurden anschlieBend
regelméflig unter einem Binokular betrachtet und die Reaktion bei Erreichen eines optima-
len Signal /Hintergrund—Verhiltnisses mit 100 % Ethanol abgestoppt (meist zwischen 20 und
90min). Zur Auswertung wurden die Tiere in PBS/Glycerin (1:9) iiberfiihrt und auf Objekt-

trager montiert.

Doppel-ISH:

Die Hybridisierung mit zwei Sonden wurde wie oben, adaptiert nach Hansen et al. (2000) und
Philipp et al. (2005) durchgefiihrt. Die unterschiedlich markierten Sonden (FITC, Digoxy-
genin) wurden parallel zugegeben und nacheinander mit NBT/BCIP und FastRed (Sigma)
detektiert. NBT/BCIP wurde mit 100 % Ethanol fiir 20 min fixiert, danach wurden die Tie-
re sukzessive in MAB rehydriert, erneut blockiert und mit Antikorper inkubiert. Nach der
Aquilibrierung mit NTMT wurde die Firbereaktion mit FastRed nach Herstellerangaben
durchgefiithrt und mit TE-Puffer gestoppt.

Mazerat—ISH:

Fir die hydkk1/2/4/-A-ISH an Mazeraten (David 1973) wurde das Protokoll wiefolgt adap-
tiert:

Beschichtung der Objekttriger: Die Objekttriger wurden in 70 % Ethanol/ 1 % HCL
15 min angeéitzt und anschlieBend mit DEPC-H;O gewaschen. Danach wurden sie mit 1:10
verdiinnter, 0,1 %iger Poly-L-Lysin-Losung (Sigma) fiir 5 min inkubiert und tiber Nacht
getrocknet. Mazeratherstellung: Je 10 Polypen (H. vulgaris) wurden bei 80 und 50 % KL
geschnitten und durften 1 h regenerieren. AnschlieBend wurde die regenerierenden Spitzen
(ca. 1/5 KL) isoliert und mit je 4 Tropfen Mazeratlosung (Glycerin, Eisessig, HoO; 1:1:13)
ca. 20 min bei 4° mazeriert. Als Kontrolle wurden 5 ganze Polypen in 10 Tropfen Mazerati-
onslésung benutzt. Nach Zugabe von je 1 Volumen 8 %igem PFA in HM wurden je 100 ul der
Suspensionen auf mehrere beschichtete, mit Tween 20 benetzte Objekttréager ausgestrichen,

welche dann 45 in bei Raumtemperatur trockneten (David 1973).
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ISH: Die Objekttriger mit der fixierten Zellsuspension wurden fiir 5 min mit PBS und PBT
gewaschen und anschliefend 2 h bei 60 °C prahybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte mit
0,1 ng/ul Sonde fiir 18 h bei 60 °C, danach wurde frische Sonde zugegeben und weitere 12
h auf den Objekttrigern belassen. AnschlieBend wurde ungebundene Sonde mit 2 x SSC fiir
2 x 5 min bei 60 °C und dann mit 2 x SSC 4+ 0,1 % CHAPS bei 50 und 40 °C je 5 min
weggewaschen. Danach erfolgte die Aquilibrierung bei Raumtemperatur in MAB fiir 2 x 30
min, gefolgt von einem 3-stiindigem Blockierungsschritt mit 1 %iger Blocking—Reagenz (Ro-
che) in MAB. Die Inkubation mit dem 1:4000 verdiinntem Antikérper erfolgte iiber Nacht
bei 4 °C. Die Objekttrager wurden danach 3 x 20 min in MAB gewaschen, gefolgt von 10
min Inkubation in NTMT sowie 5 min in NTMT + 1 mM Levamisol (Sigma). Die Objekt-
triger wurden mit verdiinnter NBT /BCIP-Lésung gut benetzt und bis zu vier Stunden bei
37 °C im Dunkeln gehalten und regelméfiig unter dem Mikroskop untersucht. Das Abstop-
pen der Reaktion erfolgte mit 100 %igem Ethanol. Die Mazerate wurden anschliefend in
PBS/Gylcerin (1:9) eingedeckelt.

10.10 Mikroskopie und Fotografie

Die visuelle Auswertung aller Praparate erfolgte mit einem Zeiss Stemi SV 11 Binokular,
dem Zeiss Axiovert 100 Mikroskop, dem Nikon Eclipse-80i Microskop sowie dem Nikon C1Si
Spectral Imaging Confocal Laser Scanning System (in Verbindung mit dem Nikon TE2000-E
Inversmikroskop). Die Mikroskope sind alle mit Interferenzkontrast ausgeriistet. Fotografien
wurden mit der Diagnostic Instruments Spot-II-Kamera, der Canon PowerShot G5 oder der
Nikon DSL-1 Kamera aufgenommen. Die Bilder wurden mit der Software der jeweiligen Her-

steller in Kombination mit MetaMorph oder der Adobe Photoshop Software prozessiert.

10.11 Heterologe Expressionsstudien

Die allgemeinen Xenopus—Methoden, die Injektionen in Embryonen, der ‘Animal Cap Assay’,
die Blockierung sekundérer Achsen, der TOPFLASH/Luciferase-Assay in Xenopus und in
HEK293T—Zellen sind in Guder et al. (2006b) beschrieben.

wn vitro—Transkription

Je 10 pg der Expressionsvektoren (hydkk1/2/4-A und hywnt3a) wurden mit NotI linearsiert,
phenolisch extrahiert und prézipitiert. Die mRNA wurde mit dem mMESSAGE mMACHI-
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NE®) SP6 Kit (Ambion) nach Herstellerangaben produziert. Die prézipitierte und in Tris—
Puffer (pH 8) aufgenommene mRNA wurde bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

10.12 Bioinformatik

Sequenzen, Alignments

DNA- und Proteinsequenzen wurden mit den Programmen Jellyfish (LabVelocity) und Bio-

edit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) verarbeitet. Fiir Assemblierungen

wurde das in Bioedit implementierte 'CAP contig assembly program’ (Huang 1992) benutzt.

Fiir Alignments und ihre Darstellung wurden neben o.g. lokale Software oder Web—Interfaces

von ClustalW /X (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/); (ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/unix/
clustalx/), TCoffee (http://igs-server.curs-mrs.fr/Tcoffee), Muscle (http://www.driveb.com/

muscle/), Seaview (http://pbil.univ-lyonl.fr/software/seaview.html), MACAW (http://iubio.
bio.indiana.edu:7780/archive /00000057 /), Genedoc (http://www.psc.edu/biomed /genedoc/);
fiir Proteinanalyse der Expasy Proteomics Server (http://us.expasy.org/) und der SignalP

3.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) und zum Oligonukleotid-Design die

Freeware PerlPrimer (http://perlprimer.sourceforge.net/) und das ’Oligo Analysis & Plot-

ting Tool” von Operon (http://www.operon.com /oligos/toolkit.php) benutzt.

Phylogenetische Analysen

Fiir die Baum-Erstellung mit 'Neighbour-Joining” oder "Maximum-Likelihood” wurden die
Programme TREE-PUZZLE 5.2 (Schmidt et al. 2002), IQPNNI (Vinh und Von Haeseler
2004); (http://www.cibiv.at/software/iqpnni/), Phyml (http://atge.lirmm.fr/phyml/), und
die Programme seqboot und DNApenny aus dem Phylip-Package (http://evolution.genetics.
washington.edu/phylip.html) mit dem JTT Modell der Evolution benutzt (Heiko A. Schmidt).
Zur Darstellung wurden die Programme TreeView (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/
treeview.html) oder NJPlot (http://pbil.univ-lyonl.fr/software/njplot.html) verwendet.

Fiir die phylogenetische Maximum-—Likelihood—Analyse der Dkk—CRD2 in Abschnitt 4.2 wur-
de der IQP-Algorithmus (‘Important Quartet Puzzling’) in IQPNNI und in TREE-PUZZLE
benutzt. Die Parameter wurden wiefolgt gesetzt: 300 repetitions (IQPNNTI), 10.000 ’interme-
diate trees’ in TREE-PUZZLE. Fiir beide wurde das WAG-Model der Evolution benutzt.
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10.13 Signalpetid—Selektions—‘Screening’

Herstellung der cDNA—-Bibliothek

Vorbereitung der Tiere. Etwa 24.400 Tiere des Stammes Hydra magnipapillata sf-1
wurden nacheinander in Kulturschalen fiir drei Tage bei 28 °C inkubiert, anschlieend wurde
der Verlust der i-Zellen mittels Mazeraten iiberpriift (David 1973). AnschlieBend wurden die
Tiere bei 80 % Korperldnge enthauptet, die Kopfe wurden gesammelt, in ‘Solution D’ lysiert
und bei —80 °C gelagert. Die Stiimpfe regenerierten in Gruppen von 1 bis zu 24 h, anschlieSend
wurden erneut die apikalen 20 % Gewebe entfernt und diese regenerierenden Spitzen ebenfalls
in ’Solution D’ lysiert und bei —80 °C bis zur weiteren Verwendung eingefroren. Das iibrige

Gewebe wurde nicht weiter verwendet.

cDNA-Synthese aus Hydra magnipapillata sf-1. 3,55 mg Gesamt-RNA wurde wie
unter Punkt 10.2 beschrieben gewonnen, daraus wurde sukzessive 45,7 ug Poly(A)
TRNA mit dem PolyATtract@® mRNA Isolation System IIT (Z5200, Promega) extrahiert.
Die Qualitat der RNA wurde spektrometrisch und per Agarose-Gelektrophorese (1 %) tiber-
priift. 14,2 pg Poly(A)"RNA wurde anschlieBend mit dem SuperScript™ Choice System
for cDNA Synthesis Kit (18090-019, Invitrogen) entsprechend den Angaben des Herstel-
lers in drei Einzelreaktionen in doppelstrangige ¢cDNA umgeschrieben; dafiir wurden je-
weils 150 ng 'random’-Oligonukleotid 5’cgattgaattctagacctgectegagnnnnnn (modifiziert nach
(Jacobs et al. 1997) benutzt, welches eine Xhol-Schittstelle einfiihrt. AnschlieBend wurden
wie im Protokoll angegeben FcoRI-Adaptoren an die cDNA ligiert und die cDNA mit 80 U
Xhol in 150 pl Ansatz 3 h verdaut (pro 5 ug eingesetzte Poly(A)TRNA).

Groflenselektion der cDNA. Die cDNA (aus einem Ansatz) wurde tiber Gelektrophore-
se mit 1 % Low Melting Agarose (Roth) oder 2,5 % NuSieve@®) GTG®) Agarose (Cambrex)
2 h bei 110 V aufgetrennt und der Bereich von 100 bis 1000 bp ausgeschnitten. Fiir die
phenolische Gelextraktion wurde 100 g kristallines Phenol (Sigma) im Wasserbad bei 65 °C
geschmolzen. Pro 25 ml fliissiges Phenol wurden 15 ml steriles ddH,O, 100 pl 5 M Natrium-
chlorid und 400 pl 1M Tris-Cl pH 8,0 zugegeben, und das Gemisch mehrere Male invertiert.
Die Phasentrennung erfolgte iiber Nacht bei 4 °C. Die ausgeschnittenen Gelstiicke wurden
zu je etwa 500 pl Volumen auf Reaktionsgefiafie verteilt, kurz herunterzentrifugiert und bei
65 °C fiir 10 min geschmolzen und 6 min auf 37 °C &quilibriert. Pro 500 mg Gel wurde
250 pl 37 °C warmes Phenol zugegeben und die cDNA durch kréftiges Schiitteln extrahiert.

Nach Sminiitiger Zentrifugation (v,,q, Tischzentrifuge) bei Raumtemperatur wurden 360 pl
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groBenselektionierte cDNA aus Hydra

/

pSUC2T7F10RI Kex2 Schnittstelle

EcoRIl Xnol  SUC2AMI

/]

Screening in Hefe

Abbildung 10.1. Die Klonierungsstelle von pSUC2T7F1ori.

wiBriger Uberstand abgenommen und erneut mit 1 Volumen Phenol geschiittelt. Nach der
Zentrifugation wurde die cDNA aus ca. 300 gl Uberstand mit 1 /50 Vol 5M NaCl, 2,5 Vol
Ethanol 100 % und 1 pl Glycogen (Sigma) 1,5 h bei —20 °C iiber Nacht ausgefillt. Nach
30miniitiger Zentrifugation bei 4 °C wurden die Pellets mit je 180 ul 70 % Ethanol gewa-
schen und 5 min bei 37 °C getrocknet. Die cDNA wurde anschlieend in 10 gl 5mM Tris pH

8,0 aufgenommen und ihre Konzentration photometrisch bestimmt.

Herstellung der Primérbank in E. coli. Der Hefeexpressionsvektor pSUC2T7F1ori
(pSUC2T7M13o0ri, Jacobs et al. 1997, siehe Abbildungen 10.1, A.1) wurde in einem Dop-
pelverdau mit je 2 U EcoRI/Xhol pro 20 ug Vektor-DNA geschnitten (iiber Nacht, 37 °C)
und anschliefend mit CIP (Roche) nach Herstellerangaben dephosphoryliert. Er wurde dann
mit der cDNA in verschiedenen Verhéltnissen in die Ligationsreaktion eingesetzt, um die
Transformationseffizienz zu optimieren. Fiir die Transformation wurden elektrokompetente
Zellen des FE.coli-Stamms DH10B (ElectroMAX, 18290-015, Invitrogen und Elektroporati-
onskiivetten mit 0,1 cm Weite (P410-50, Invitrogen) benutzt. Das effektivste Verhéltnis von
Vektor:cDNA wurde in einem 10 pul Ansatz zu 1:10 bei 100 ng Vektor, 1,0 ul T4-Ligase
und einer angenommenen ¢cDNA-DurchschnittsgréBe von 600 bp (19,6 ng) bei Ubernacht-
Ligation (4 °C) bestimmt. Die Effizienz lag bei 1 x 10° CFU/ug DNA. Anschliefflend wurden
alle Ligationsansétze vereinigt und mit 1/10 Vol 3 M Natriumacetat pH 5,2, und 2,5 Vol
Ethanol 100 % und 1 ul Glycogen (Sigma) bei -20 °C iiber Nacht geféllt. Nach Zentrifuga-
tion und Waschen wurde die ligierte DNA in ddH,O auf etwa 100 ng/ul eingestellt. Jeweils
40 pl E.coli Zellen wurden mit 2 pl Ligation elektroporiert und auf LB—Platten (Ampicillin
100 ng/pul) ausgestrichen. Kontroll-‘colony’-PCRs mit den Oligonukleotiden pSUC2for und
pSUC2rev zeigten eine gleichméBige Verteilung der cDNA-Inserts im 1000 Bp—Bereich an,
mit durchschnittlich ca. 570 Bp Lénge (Standard-PCR [Punkt 10.5]; Kolonien wurden mit
sterilem Zahnstocher angepickt und in den vorbereiteten 25 pl-Reaktionsansatz transferiert;

initialer Denaturierungsschritt 5 min 95 °C).
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Amplifikation der Primédrbank und Transformation des Hefestammes YTK12

Etwa 1 10° Primértransformanten wurden von den Agarplatten abgeschabt und in Fliissig-
kultur (pro 100 mm Platte 12 ml SOC) fiir 30 min bei 37°C unter Schiitteln wachsen gelassen.
Der Titer wurde anchlieflend zu 1,9 * 108 CFU bestimmt, d.h. der Amplifikationsfaktor be-
trug 1900. Aus der Kultur wurde anschlieend Plasmid-DNA prépariert und mit je 500
pl (= 178ng Plasmid) 10 x 10® Hefezellen (YTK12) transformiert (nach Gietz und Woods
2002). Die Hefezellen wurden zu je 300 pl auf grofien Tryptophan—Mangelmedium—Platten
(SCTrp~) vorsichtig verteilt und fiir 48 h bei 30 °C inkubiert. Die maximal erreichte Transfor-
mationseffizienz betrug 1,8 * 10° CFU/ug DNA. Fiir die weitere Selektion auf den SUC2*-
Phénotyp wurden die Hefe-CFU per 'replica plating’ auf Platten mit Raffinose-Medium
(YPR) iibertragen und bis zu 7 Tagen bei 30 °C inkubiert. Diese Platten enthielten Anti-
mycin A, welches die Vergdrung anderer Substrate verhindert und dadurch Falsch-Positiven
vorbeugt. Durchgewachsene Kolonien wurden zur Verifizierung nochmals auf YRP ausgestri-
chen. Positive Klone wurden erneut auf SCTrp~ Platten ausgestrichen und per ‘colony-PCR’
(siehe unten) auf Vektor bzw. Insert {iberpriift. Zur Lagerung wurden Zellen in Mikrotiter-

platten in je 250 ul SCTrp~ /15 % Glycerin transferiert und bei -80 °C eingefroren.

Medien:

e YPR: 1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton, 2 % Raffinose, 2 mg/ml Antimycin A (A-8674
Sigma).

e 'Synthetic Complete drop out’ Medium ohne Tryptophan (SCTrp~: 0,4 % Difco Yeast
Nitrogen Base (w/o amino acids) 1,2 % Glucose, 0,05 % Synthetic Complete Drop Out
Mix (alles w/v), pH 5,6.

e Drop Out Mix: 2 g Adenin—Hemisulfat, 2 g Arginin-HCI, 2 g Histidin-HCI, 2 g Isoleucin,
2 g Leucin, 2 g Lysin-HCI, 2 g Methionin, 3 g Phenylalanin, 6 g Homoserin, 2 g Tyrosin,
1,2 g Uracil, 9 g Valin werden gut gemischt; pro 600 ml SCTrp~ werden 0,422 g Mixtur

zugegeben.

Hefe—'colony-PCR’ 5 pul Glycerin—Fliissigkultur wurden mit 20 pl Lysispuffer (1 % Tri-
tonX, 20 mM Tris pH 8,0, 2 mM EDTA) 10 min bei 100 °C gekocht, davon 2 pl in eine 50
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!l Standard—PCR-Reaktion mit den Oligonukleotiden pSUC2for und pSUC2rev eingesetzt
(Punkt 10.5).

Sequenzierung

Die PCR~Produkte wurden mit dem QIAquick PCR Purification Kit (28104, Qiagen) aufge-
reinigt und je 0,5 ul davon in eine Sequenzierungsreakion mit dem BigDye®) Terminator v1.1
Cycle Sequencing Kit (4337449, Applied Biosystems) eingesetzt: 5 pmol 5’cctegteattgttcet-
cgttecett, 2 pl Premix, 1 ul 5xPuffer, ad 10 pul ddH5O. Programm: 94 °C 5 min; 25 x 96 °C 10
sec, 46 °C 5 sec, 60 °C 4 min. Die Produkte wurden mit dem ABI PRISM(®) 310 Genetic Ana-
lyzer analysiert und der Freeware Chromas (http://www.technelysium.com.au/chromas.html)

verarbeitet.

10.14 Sequenzvervollstindigung der hytsr—Transkripte

Es lagen 4 ¢cDNA-Fragmente mit den Groflen 995 Bp (hytsrl 5—Ende), 1948 Bp (hytsrl
3’—Ende), 900 Bp (hytsr2 5" Ende) und 754 Bp (hytsr-like) vor (B. Hobmayer, K. Kuhn).
Die Endstéandigkeit der Transkripte wurde anhand eines kodierten Signalpeptides (5” Ende)
bzw. des Poly(A)— Schwanzes erkannt.

Northern—Analyse der hytsr—Transkripte:

Eine ‘Northern Blotting’—~Analyse gegen hytsr-like wurde nach dem Protokoll auf der Seite
http://www.bioinformatics.vg/Methods/dignorthernf.htm mit Digoxygenin—markierten Son-
den durchgefithrt, um die Gréflen der Transkript—Fragmente zu bestimmen. Aufgetragen
wurde 0,6 pug Poly(A)*-RNA (H. vulgaris) und 8 ul eines Digoxygenin—markierten RNA—
Markers (Roche). Die Préhybridisierung erfolgte in 10 ml Losung bei 68 °C fiir 2,5 h; fiir
die Hybridisierung wurde eine komplette Sondenreaktion zugegeben, der Blot iiber Nacht
hybridisiert. Die Antikérperinkubation erfolgte mit 1:10000 verdiinntem anti-Digoxgenin—
Antikorper (Roche) fiir 30 min bei Raumtemperatur. Detektiert wurde mit dem ECL-System
(Amersham), die Exposition erfolgte 3 h lang. Mit der ‘Northern’-Analyse wurden zwei der
Fragmente als zu einem Transkript mit der Grofie von ca. 7-9 KB (hytsrl) gehorend iden-
tifiziert. Ein weiteres 5'~Ende gehorte danach zu einem Transkript von ca. 2,8 Kb (hytsr2)
(Abbildung 10.2, Spuren 2 und 3; [R. Anton]). Eine weitere ‘Northern’-Analyse wurde mit
einer Sonde gegen das 4. Fragment durchgefiihrt, diese lieferte 2 Banden von etwa 5 und 6
Kb Léange (hytsr-like, Abbildung 10.2, Spur 1).

Herstellung und Verwendung von spezifizscher cDNA fiir die hytsr1—Klonierung:
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— 6,9 kb

— 4,7 kb
— 3,3 kb

Abbildung 10.2. Northern Blotting—Analyse von hytsr-like

(1), hytsr1l (2) und hytsr2 (3). Das hytsr-like—Transkript exis-
L 16kb tiert in 2 Spleifvarianten. Sonden zur Detektion siehe Abschnitt
1 2 3 ’ 10.7. Die Zahlen rechts geben den RNA-Gréfenstandard wieder.

Sequenzspezifische cDNA wurde fiir die Klonierung von hytsr! benutzt: Aus 20 pg Total-
RNA aus H. vulgaris wurde unter Verwendung von 2 pmol des Oligonukleotids HyThr1 die
c¢DNA bei 55 °C hergestellt (siche Abschnitt 10.3). Die ¢cDNA wurde 1:5 verdiinnt in die
PCR~-Reaktion eingesetzt.

hytsr1—PCR:

Das hytsr1—Transkript wurde per PCR ausgehend von den vorhandenen 5’— und 3’-Endstiicken
unter Verwendung der hytsrl—spezifischen cDNA vervollstéindigt. PCR-Bedingungen: 0,5 ul
c¢DNA (1:5 verdiinnt); 1 mM dNTPs; 1 ul DAP (Goldstar); 1xDAP-Puffer; je 0,4 uM spe-
zifische Oligonukleotide Tsrpl_5’for und Tsrpl_5rev in einem 50 pl-Ansatz. Programm: 2
min 95 °C, 33 x (30 sec 94 °C, 30 sec 59 °C, 9 min 72 °C), 5 min 72 °C. hytsr! umfafit
9347 bp und codiert fiir ein Protein aus 3023 Aminosdureresten (in Hydra vulgaris, NCBI:
CAJ65510). Das PCR-Fragment wurde in den pCR4.0-TOPO—-Vektor (Invitrogen) kloniert
und durch ‘Primer-Walking’ sequenziert. hytsr2 wurde ausgehend von einem 5-Fragment
per ‘sequence walking’” mit Hilfe der EST— und Genomdatenbank (H. maginpapillata) ver-
langert; es besteht aus 2897 bp und codiert fiir 897 Aminoséuren (NCBI: CAJ80765). Das
hytsr-like 3'-Fragment wurde ebenfalls in silico in 5-Richtung auf 6203 bp (1974 AS) verldn-
gert. Die Nukleotidsequenzen der drei Transkripte und der abgeleiteten Aminosiuresequenz
befinden sich im Anhang (A.6, A.7, A.8).

Sequenzierung von hytsri:

Das mittlere PCR-Fragment von hytsrl sowie die flankierenden 5'— und 3'-Enden wurden
bei der Firma MWG, Eberbach, per ‘Primer walking’ sequenziert. Dafiir wurde jeweils préa-
zipiertes Plasmid versandt und die folgenden Oligonukleotide so gewéhlt, das mindestens
doppelte Sequenzierung erreicht wurde:

5’-Fragment. M13_uni, T7, SP6. PCR-Fragment. vorwérts 5’ —3’ gtggtgaaggaatttcage,
HyThrb, tggtcaatggggtgcatgg, agacaatgeactaacccttacce, gtectgttgatggtggttttacte, gatggtgct-
gattgtgttgettcte, caagaagctgttcaaatcectgtac, gtggattaccatgtgttggacctee; riickwérts 5’ —3 gt-
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tattacactcacgctgtctetg, ctetecatttatgggecagtete, ggetcaggattgttacataagege, taccaccatttgatggt-
gcagg, catgcactaaattcagaccatggeg, tggtcegetacaaggeagtee, ctgtetgetteccaaageaacctge, atate-
cegtgttggetggacag, ggggcactetttgattttacaage, ggacattgttgaacattgeatgg, ggggecactcetttgatttta-
caagc, ctectecgtgtgecaggtgaagge, attcagetectacacaaggtgecee, gagtecggtaactagttectgagee, catt-
caacaattttgcatgacttgg. 3’-Fragment. vorwérts 5’ —3’ spezifisches vorwérts—Oligonukleotid
fiir pAD-Gal4 2.1-Vektor, gtggggttggtactcaaactcg, cttgeacgaaaccctacce; riickwirts 5’ —3’
spezifisches riickwérts—Oligonukleotid fiir pAD-Gal4 2.1-Vektor.

10.15 Klonierung von hydkk1/2/4,—A

Ausgehend vom EST taa05h01 (CA303262 und CA301626, dbEST Library 1D.14408; H. ma-
gnipapillata Stamm 105; H. Bode, Irvine, CA) wurde eine 5> RACE-Reaktion (‘rapid ampli-
fication of cDNA ends’) mit cDNA aus H. vulgaris Stamm Basel durchgefiihrt. Die 5" RACE-
cDNA wurde aus Poly(A)*RNA mit dem ‘GeneRacer Kit’ (Invitrogen) nach Hersteller-
angaben hergestellt. Die 1. RACE-PCR wurde unter folgenden Bedingungen im 50 ul-
Ansatz durchgefiihrt: 1 ul cDNA (Reverse Transkriptase-Reaktion); 0,6 uM 5’GeneRacer—
Oligonukleotid (Invitrogen); 0,2 uM des Oligonukleotids HyDi5’RACE1; 1 mM dNTPs;
1xPCR~Puffer (Amersham); 0,5 ul tag—Polymerase (Amersham). PCR-Programm: 2 min
94 °C; 5 x (30 sec 94 °C, 1,5 min 72 °C); 5 x (30 sec 94 °C, 30 sec 68 °C, 1,5 min 72 °C); 30 x
(30 sec 94 °C, 30 sec 65 °C, 1,5 min 72 °C); 5 min 72 °C. 1 ul dieser Reaktion wurde danach
in die 2. RACE-PCR eingesetzt: 0,2 uM 5'nested GeneRacer—Oligonukleotid (Invitrogen);
0,2 uM des Oligonukleotids HyDi5’RACE2; 1 mM dNTPs; 1xPCR-Puffer (Amersham); 0,5
pl tag—Polymerase (Amersham). PCR-Programm: 2 min 94 °C; 30 x (30 sec 94 °C, 30 sec
65 °C, 1,5 min 72 °C); 5 min 72 °C. Das PCR~Produkt von ca. 150 Bp wurde direkt in den
pCR4.0-TOPO-Vektor (Invitrogen) kloniert und sequenziert. Vom 5’ Ende des so erhalte-
nen Fragmentes wurde das Oligonukleotid HyDi5’2, und vom 3’ Ende des ESTs taa05h01
das Oligonukleotid HyDi3'1 fiir die Vollangenklonierung abgeleitet. Die anschlieBende PCR~
Reaktion lieferte eine ca. 400 Bp langes Produkt, welches aus dem Agarosegel gepickt und in
den Vektor pGEM-T (Promega) kloniert wurde. PCR-Bedingungen: Standardreaktion (sie-
he Abschnitt 10.5), ‘Annealing’-Temperatur 55 °C. Das Insertionsfragment wurde nochmals
sequenziert.

Ausgehend vom das 5" Ende umfassenden EST ‘SP1’ aus dem Signalpeptidselektions— Scree-
ning’ wurde das Oligonukleotid 1-B1IRACE3’ fiir die 3 RACE aus H. magnipapillata Stamm
sf-1 abgeleitet. 3° RACE—DNA dieses Stammes wurde ebenfalls mit dem ‘GeneRacer Kit’
(Invitrogen) nach Herstellerangaben hergestellt. Es wurde eine RACE-Reaktion unter fol-
genden Bedingungen im 50 pl-Ansatz durchgefiihrt: 1 ul ¢cDNA (Reverse Transkriptase—
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Reaktion, 1:100); 0,6 uM 5’GeneRacer—Oligonukleotid (Invitrogen); 0,2 uM des Oligonu-
kleotids Hydi5’'RACETL; 0,5 mM dNTPs; 1xPCR-Puffer (Amersham); 0,25 ul tag—Polymerase
(Amersham). PCR-Programm: 2 min 94 °C; 5 x (30 sec 94 °C, 1 min 72 °C); 5 x (30 sec 94
°C, 30 sec 68 °C, 1 min 72 °C); 30 x (30 sec 94 °C, 30 sec 65 °C, 1 72 °C); 5 min 72 °C. Die
grofite der so produzierten Banden (etwa 330 Bp) wurde aus dem Agarosegel ausgeschnitten,
mittels Glaswolle eluiert und in den pGEM-T-Vektor (Promega) kloniert und sequenziert.
Es wurde kein Volldngentranskript aus sf-1 kloniert.

Fir die Transfektion der HEK293T-Zellen wurde der ORF (‘open reading frame’) von
hydkk1/2/4-A in den pCS2+—Vektor (Rupp et al. 1994; Turner und Weintraub 1994) klo-
niert. Der ORF wurde mit den Oligonukleotiden HyDkkKozak Cla und HyDkkpCS_XbaRev
aus H. vulgaris cDNA amplifiziert. HyDkkKozak_Cla enthielt eine die Kozak—Sequenz vor
dem Startcodon. PCR-Bedingungen: Standard—Reaktion mit DAP (Goldstar). Das PCR-
Produkt wurde in den pCR4.0-TOPO-Vektor (Invitrogen) zwischenkloniert. Aus diesem
wurde es mit den Restriktionsenzymen Clal und Xbal herausgeschnitten, auf einem Agaro-
segel separiert, ausgeschnitten und in den Clal/Xbal-verdauten pCS2+ ligiert. Die Fehler-
freiheit von hydkk1/2/4—A wurde durch Sequenzierung iiberpriift.

10.16 Klonierung von hywnt3a in den pCS2+—Vektor

Fiir die Transfektion der HEK293T—Zellen und Injektion in Xenopus wurde der ORF von
hywnt3a in den pCS2+—Vektor (Rupp et al. 1994; Turner und Weintraub 1994) kloniert.
Der ORF wurde mit den Oligonukleotiden HyWntKozak _Cla und HyWntpCS_XbaRev aus
H. vulgaris cDNA amplifiziert; es war eine Reamplifikation aus 1 ul PCR nétig. HyWntKoz-
ak_Cla enthielt eine die Kozak—Sequenz vor dem Startcodon. PCR-Bedingungen: Standard—
Reaktion mit DAP (Goldstar). Das Fragment wurde aus ‘low melting’—Agarose aufgereinigt
und in den pGEM-T-Vektor (Promega) zwischenkloniert. Aus diesem wurde es mit den
Restriktionsenzymen Clal und Xbal herausgeschnitten, auf einem Agarosegel separiert, aus-
geschnitten und in den Clal/Xbal-verdauten pCS2+ ligiert. Die Fehlerfreiheit von hywnt3a

wurde durch Sequenzierung iiberpriift.

10.17 Semiquantitative PCR—-Analyse von hywnt3a

Zur Untersuchung der Dynamik der mRNA—-Expression von hywnt3a bei Verletzung wurden
semiquantitative PCR-Experimente durchgefiihrt. Dazu wurde cDNA aus je 20 unverletzten

und an der Korpersiaule mehrfach verletzten Polypen (H. magnipapillata) 30 min nach der
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Verwundung hergestellt. Die cDNA-Synthese aus je 433 ng aus Poly(A)*-RNA mit einem
oligo-dT-Primer erfolgte wie oben beschrieben. Fiir die PCR-Experimente wurden spezifische
Oligonukleotide der Gene hywnt3a und EF1a (wnt3afor/rev und EFlafor/rev) verwendet.
EFla wird als Haushaltsgen in jeder Zelle und jedem Stadium unverdndert exprimiert und
eignet sich daher fiir die Normierung des differentiell exprimierten hywnt3a—Transkriptes.
Die PCR wurde fiir beide Transkripte in einem Durchgang durchgefiihrt unter folgenden Be-
dingungen im 25 ul Ansatz: 0,5 pl cDNA (1:10 verdiinnt); 1 x Puffer; 0,1 ul tag—Polymerase;
2,4 mM Mg?*; 0,64 mM dNTPs. Programm: 3 min 94 °C; 25 x (EF1a) oder 30 x (hywnt3a)
(30 sec 94 °C, 30 sec 57 °C [EF1a] oder 60 °C [hywnt3a], 30 sec 72 °C).

10.18 Herstellung der Chordin—Konstrukte hychdlA Nlinker,
hychdIAN, hychdIAIGFBP und hychdlA Fol

Alle Konstrukte enthielten das Chordin—Signalpeptid (As 4-37), welches iiber BamH1 und
Clal (Oligonukleotide ChdBamHI.b_for und HyChd_SP_rev_myc ) in den Expressionsvektor
pCS2+MT (Rupp et al. 1994; Turner und Weintraub 1994) N-terminal eines ‘myc—tags’ klo-
niert war (=pCS2+MT_SP) (Vocke 2004). Die HyChdl-Sequenzbereiche fiir hychdIA Nlinker,
hychdIAN und hychdIAIGFBP wurden mit dem ’riickwarts’-Oligonukleotid HyChd3Xho2
(Rentzsch 2001) und den "vorwirts’-Oligonukleotiden ChdK4EcoFw, K6forw bzw. ChdK1Eco-
Fw amplifiziert und iiber die Schnittstellen FcoRI und Xhol in pCS24+MT_SP C-terminal
des ‘myc—tags’ eingefiigt. Fiir hychdIA Fol wurde sequentiell kloniert: Zunéchst wurde ein mit
Kbforwl und Kbrev2 amplifiziertes hychdl-Fragment via EcoRI und Spel in pCS2+MT_SP
kloniert (=IGFBP), anschliefend wurde in den so enstandenen Vektor das mit K5forw3 und
HyChd3Xho2 amplifizierte C—terminale Fragment ohne Follistatin-like-Doméne iiber Spel
und Xhol hineinkloniert.

Alle Expressionsplasmide wurden mit Notl linearisiert; die mRNA wurde von F. Rentzsch
hergestellt und in Zebrafisch-Embryonen im 1-2-Zellstadium injiziert im Vergleich mit Wild-
typ—hychdl (Rentzsch et al., Manuskript akzeptiert).
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Bali go4s, nd3 9103 sap 13 ag1 219
as1 15 asl 219
Gpst Gnad Pact 692
Nsi1 BT Scal
el 8269 oy 1 Pac1 1501
AH3 877
SnaBl 8167, ph1 1085

yeast 2 micron, segment 2

Nsit 781
yeast ADH1 promoter regios
Hpa1l 7525,
yeast 2 micron, segment 1 phage T7 promoter o "

Pvul 7291 s
pel 1637

Hind3 700 pSUC2t7F1ori col 1878

9205 bp yeast SUC2 (no leader)

col 2525

EcoRV 6775

Kpnl 2727
Aat2 6316 Hpa1l 2755
b-lactamase yaast ADH1 3 ' sequence
Agel 3074
bluescript F1 origin
Scal 5874 fac UVS promoter /
CcoE1 origin
Pvul 5764 —_— Sph1 3517
Eag1 5518 Nae1 3798
Sac1 4139 Drad 3904

Pvu2 4325
Afl3 4501

Abbildung A.1l. Der Hefeexpressionsvektor pSUC2T7F1lori fiir die
Herstellung der organisatorspezifischen cDINA—-Bibliothek
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Construction of a normalized cDNA library from Hydra

1 Material supplied
Hydra total RNA (0,7 pg/ul) in water, delivered on dry ice.

2 RNA

After a cleanup on RNeasy spin columns (Qiagen) that included an on-column DNAse
treatment, the total RNA was analyzed for its integrity by denaturing agarose gel
electrophoresis (see Fig. 1).

28 S-
18 S -

Fig. 1: Analysis of total RNA from Hydra (2.5 pg) on a
1.2 % denaturing agarose gel.

Prior to cDNA synthesis, RT-PCR was performed with 250 ng of Hydra total RNA in the
presence and absence of reverse transcriptase, the latter to test whether genomic DNA has
been removed from the RNA sample. RT-PCR was carried out with a primer pair that
generates a 165 bp fragment of the EF1 gene. The PCR products obtained after 30 PCR-
cycles were analyzed by agarose gel electrophoresis (see Fig. 2).

After 30 PCR-cycles the EF1 fragment is only detectable in the presence but not in the
absence of reverse transcriptase, demonstrating that no genomic contamination is present
within the RNA sample. For cycle thresholds (Cr-values) see Tab. 1.

bp
500 -
Fig. 2:
200 - RT-PCR (30 cycles) from 250 ng total RNA with (lane
150 - 1) and without (lane 2) reverse transcriptase using a

primer pair that generates a 165 bp fragment from
the Hydra EF1 gene.
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3 cDNA synthesis

From 2 ug of the total RNA poly A+ RNA was prepared and first-strand cDNA synthesis was
performed using an oligo(dT)-Not| primer and M-MLV-RNase H™ reverse transcriptase.
Synthesis of the second strand was carried out with a random primer and Klenow DNA-
polymerase. The resulting NO cDNA was amplified with 13 cycles of LA-PCR (Barnes 1994,
PNAS 91:2216-2220) (see Fig. 3).

4 Normalization

Normalization was achieved by one cycle of denaturation and reassociation of the cDNA,
resulting in N1 cDNA. A Cot-value of approximately 90 was achieved with the N1 cDNA.
Reassociated ds cDNA was separated from the remaining ss cDNA (normalized cDNA) by
passing the mixture over a hydroxyapatite column. After hydroxyapatite chromatography,
the N1 ss cDNA was amplified with 15 LA-PCR cycles (see Fig. 3)

NO N1

Fig. 3: Agarose gel electrophoresis (1.3 % agarose) of the
NO and N1 cDNA from Hydra (100 ng each).

5 Cloning

For directional cloning, the N1 cDNA was first subjected to a limited exonuclease treatment
to generate £co Rl overhangs at the 5' ends and was subsequently cleaved with Not|.

Prior to cloning, the N1 cDNA was size fractionated. For that purpose, the cDNA was
separated on a 1.3 % agarose gel. Following elution of cDNAs larger than 0.5 kb (see Fig.
4), the cDNA was ligated into £co Rl and Not | digested pBluescript Il SK(+) vector.

kb
3.0-
2,0-

1,0 -

Fig. 4: Size fractionated N1 cDNA from Hydra (1.3 % agarose
gel).

05-
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The following adapter sequences remain attached to the 5' and 3' ends of the cDNAs:

5" end (£co Rl site) 5'-GAATTCGTGAGCCAGAGGACGAGACAA-3'
3" end (Not 1 site) 5'-GCGGCCGC(dTys)-3

The cDNA inserts can be released from the pBluescript Il SK (+) vector by cleavage with
Eco Rl / Not1 (underlined bases).

Ligations were electroporated into T1 Phage resistant TransforMax™ EC100™ (Epicentre)
electro-competent cells. After transformation, glycerol was added to a final concentration of
15 % (v/v) and the cells were frozen at - 70 °C in 8 x 450 pL aliquots. After a freezing
thawing cycle, the titer of the library was determined to be about 500 cfu per pL bacterial
suspension. In total, a number of 1.8 x 10° recombinant clones was achieved.

6 Quality control

6.1 Quantitative PCR analysis

To analyze the success of the normalization process we performed real time PCR with three
gene specific primer pairs amplifying a frequent transcript (EF1 gene, 165 bp) a medium
transcript (Tcf gene, 241 bp) and a rare transcript (Wnt gene, 209 bp).

The appearance of the PCR fragments during 30 cycles was monitored for the NO and N1
cDNA using SYBRgreen fluorescence. The measured Cy values are listed in Tab. 1. The PCR
products were checked by agarose gel electrophoresis (not shown).

Tab. 1: Real time PCR analysis of NO and N1 cDNA

ng target gene length of fragment Crvalue
RNA + RT 250 EF1 165 bp 10.5
RNA - RT 250 EF1 165 bp no product
NO cDNA 10 EF1 165 bp 10.6
NO cDNA 10 Tcf 241 bp 14.5
NO cDNA 10 Wnt 209 bp 18.2
N1 cDNA 10 EF1 165 bp 15.0
N1 cDNA 10 Tcf 241 bp 14.9
N1 cDNA 10 Wnt 209 bp 15.6

With the EF1 specific primers the Cr-values of the RNA +RT sample and the NO sample are
identical. Assuming a 100 % transcription of the mRNA into cDNA during the RT step, it
can be estimated that the mRNA fraction within the 250 ng total RNA is about equal to the
cDNA amount present in the NO sample (10 ng). 10 ng mRNA are 4 % of 250 ng total RNA.
According to the literature, 1 - 5 % of total RNA is mRNA. Therefore it can be concluded
that the mRNA was successfully transcribed into NO cDNA.
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For the EF1 fragment a Crvalue difference of about 5 between the NO and the N1 cDNA
was obtained which approximately corresponds to a 30-fold reduction of the EF1 cDNA
concentration. In the N1 cDNA all three genes exhibit Cy values of about 15 indicating that
they are now equally represented in the library.

6.2 Single colony PCR of N1 cDNA

With 48 randomly chosen clones, colony PCR analysis was performed (Fig. 5). The PCR
reactions were carried out with vector specific primers that bind 200 bp upstream and
200 bp downstream from the multiple cloning site. Therefore, each fragment contains the
insert specific sequence plus additional 400 bp.

Fig. 5: Colony PCR analysis. PCR products were
run on a 1.5 % agarose gel. The solid
lines mark the position of PCR
fragments obtained from plasmids
without insert. The dotted lines

el & At e g . represent cDNA inserts of 500 bp.

-

Tab. 2: Statistical evaluation of colony PCR

Insert size Number Percent
<500 bp 0 0
> 500 bp 43 90
> 1.000 bp 13 27
no product 5 10
without insert 0 0
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6.3 Whole library PCR of N1 cDNA

To get a comprehensive impression on the distribution of the insert sizes within the library,
about 1 000 colonies grown overnight on a Petri dish were suspended in water. An aliquot
of the bacterial suspension was used for PCR in the presence of a pair of oligonucleotides
that bind to the T3 and T7 promoter of the pBluescript Il SK(+) vector. Therefore, together
with the insert, 127 bp of plasmid DNA are co-amplified.

The PCR products obtained after 17 cycles were analyzed on a 1.3 % agarose gel (Fig. 6).

Fig. 6 shows that the obtained PCR products very well reflect the size distribution of the
fractionated N2 cDNA (see Fig. 2) used for cloning.

Fig. 6: PCR amplification of cDNA inserts from plasmids of
about 1.000 colonies of the normalized library. PCR
products were run on a 1.3 % agarose gel.

7 Bioinformatic analyses

288 (3 x 96) randomly selected clones from the N1 library were picked and DNA was
prepared. All of these clones were sequenced with the M13FP primer (resulting in 5'
sequence) and one 96 well plate was sequenced with the M13RP primer (3’ sequence), in
addition. After quality and vector trimming, 319 out of 384 sequences were of high quality
and could be analyzed. The average read length is 607 bp.

The sequences were clustered in SeqMan and the resulting 253 contigs were blasted against
the GenBank nucleotide and protein databases as well as a database of contaminating
sequences (containing the £. coli genome as well as Nematostella mitochondrial sequences).
The results are shown in Tab. 3.

Tab. 3: Blast results

BlastN search BlastX search Contam search

hits 28 (11.1%)| 136 (53.8 %) 0 (0 %)

no hits 225(88.9 %) 117 (46.2%)| 253 (100 %)
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To evaluate the redundancy of the library, 243 5' reads were clustered. The result is shown
in Tab. 4.

Tab. 4: Clustering of 5' reads

Reads per Number of
cluster clusters
1 229 (97.4 %)
2 4 (1.7 %)
3 2 (0.9 %)
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Rezeptoren

Wachstumsfaktor—abhiingige Rezeptoren

Hma.2333 , weakly similar to NP_033076.1 ret proto-oncogene [Mus musculus], receptor thyrosine kinase

Hma.511 , weakly similar to XP_421303.1 PREDICTED: similar to SEL1L [Gallus gallus] Membrane; single-pass type I membrane protein (Notch-Signaltransduktion)
Hma.41 , weakly similar to NP_990841.1 cekl protein [Gallus gallus] ; fibroblast growth factor receptor 1

Hma.8587 , weakly similar to NP_524480.2 CG6383-PA [Drosophila melanogaster]; crumbs

Hma.5296 , weakly similar to NP_648518.1 CG5906-PA [Drosophila melanogaster] (Rezeptor-Signalprotein-Aktivitét)

Hma.8921 , weakly similar to XP_319612.1 ENSANGP00000013910 [Anopheles gambiae str. PEST] ; Frizzled/Smoothened family membrane region

Hma.7566 , weakly similar to NP_775960.2 crumbs homolog 2 [Homo sapiens]

Hma.592 , weakly similar to NP_733403.1 CG12072-PA [Drosophila melanogaster] warts (Rezeptor-Signalprotein-, Serin/Threonin-Kinase-Aktivitét)

Hma.3792 , weakly similar to NP_057276.2 transmembrane protein with EGF-like and two follistatin-like domains 2; tomoregulin [Homo sapiens]

Hma.1114 , weakly similar to NP_001005908.1 growth hormone inducible transmembrane protein [Rattus norvegicus]

Hma.8935 , weakly similar to NP_989577.1 transforming growth factor, beta receptor I (activin A receptor type II-like kinase, 53kDa) [Gallus gallus]

Hma.8581 , weakly similar to NP_032084.1 frizzled 8 [Mus musculus]

Hma.4701 , weakly similar to NP_075417.1 fibroblast growth factor receptor 2 isoform 10 precursor; hydroxyaryl-protein kinase; keratinocyte growth factor receptor;
protein tyrosine kinase, receptor like 14; FGF receptor; bacteria-expressed kinase; fibroblast growth factor receptor BEK; tyrosylprotein kinase; K-sam protein [Homo sapiens]
Hma.9176 , weakly similar to NP_001965.3 egf-like module containing, mucin-like, hormone receptor-like sequence 1 [Homo sapiens] (Zelladhésion,
Signaltransduktion)

Hma.7595 , weakly similar to XP_507889.1 PREDICTED: bone morphogenetic protein receptor, type IA [Pan troglodytes]

Hma.8070 , weakly similar to NP_002838.1 N polypeptide 2 isoform 1 precursor; protein tyrosine phosphatase receptor pi; tyrosine phosphatase IA-2 beta;

phogrin [Homo sapiens| (Zelladhésion)

Metabolismus

Hma.2710 , weakly similar to XP_517214.1 PREDICTED: scavenger receptor class B, member 2 [Pan troglodytes], CD36 antigen (collagen type I receptor

thrombospondin receptor)-like 1

Hma.4444 , weakly similar to NP_572563.2 CG12139-PB [Drosophila melanogaster|, low-density lipoprotein receptor activity, Very low-density lipoprotein receptor precursor
Hma.4581 , weakly similar to XP_512323.1 PREDICTED: insulin receptor [Pan troglodytes]

Hma.2353 , weakly similar to XP_414495.1 PREDICTED: similar to hyaluronan receptor - human [Gallus gallus]

Hma.8011 , weakly similar to XP_547577.2 PREDICTED: similar to Atrial natriuretic peptide receptor A precursor (ANP-A) (ANPRA) (GC-A)

(Guanylate cyclase) [Canis familiaris]

Hma.1913 , weakly similar to NP_000806.2 gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, delta [Homo sapiens]

Hormon—Rezeptoren
Hma.112 , weakly similar to XP_418892.1 PREDICTED: similar to thyroid hormone receptor interactor 13 [Gallus gallus]
Hma.3543 , weakly similar to XP_533292.1 PREDICTED: similar to progesterone membrane binding protein [Canis familiaris]

Andere

Hma.2817 , weakly similar to NP_076980.1 leukocyte receptor cluster (LRC) member 5 [Homo sapiens] (Immunabwehr)

Hma.150 , weakly similar to NP_113782.1 purinergic receptor P2X4 [Rattus norvegicus] (ATP-abhéngiger Ionenkanal)

Hma.6403 , weakly similar to XP_416444.1 PREDICTED: similar to Liprin-beta 1 (Protein tyrosine phosphatase receptor type f polypeptide-interacting protein binding
protein 1) (hSGT2) [Gallus gallus] (Zelladhésion)

Tabelle A.2. Ubersicht iiber die Rezeptormolekiile aus der Darmstadt I EST—Bibliothek. Angegeben sind die originalen UniGene—Eintrige mit Cluster-Bezeichnung
(Hma.xxxx) und der besten Entsprechung :.u._mmﬁxv. In runden Klammern am Ende stehen zuséitzliche GO—-Eintrige zur besseren Erklarung. ‘weakly similar’ bedeutet eine Ahnlichkeit
von <70 %, ‘moderately similar’ 70-90 % Ahnlichkeit in der alignierten Region.
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hydkk1/2/4-A sf-1

1 M R F L A V ¥ L VvV V A A F V A F
1 atttatcaatcATGAGATTTTTAGCAGTCTTTTTAGTTGTAGCTGCATTCGTTGCATTTA

21 S E Ale R ¢ N K D A D CE N G C C V N Y
61 GTGAAGCCGGGCGTTGCAATAAGGATGCAGACTGCGAAAATGGTTGCTGTGTGAATTACT

417 L L T K ¢ ¢ N S Y V K E G E L C G F R D
121 TACTTACTAAGCAATGTAATAGCTATGTTAAAGAAGGTGAACTCTGCGGTTTTCGTGACA

6l K F A C G C E P G L E C V K V R G T L T
181 AATTTGCATGCGGTTGTGAACCAGGACTCGAATGCGTAAAAGTACGAGGAACTTTAACTG

8. 6 M v R R C VvV D N S G S G S L Yy ~*
241 GGATGGTCAGAAGATGCGTTGACAATTCAGGAAGTGGATCTTTGTATTAAattaaataca

301 gaaaaaaaaaaagataaatttaaaaaagaaacaaatatataattcgagtaaaattattta

361 aaaaaaaaaaaaaaaagaaa

Abbildung A.2. Nukleotid— und abgleitete Aminsosiureseqenz von hydkk1/2/4-A
Stamm sf-1. Gelb unterlegt=Signalpeptid, hellblau unterlegt=CRD, rot die konservierten Cy-
steinreste. Die Sequenz des SP1-Klons aus dem Signalpeptidsekretions—Screening’ ist mit einer
roten Linie, das 3> RACE-Oligonukleotid mit einer schwarzen Linie gekennzeichnet. Der senkrechte
Pfeil gibt die putative Schnittstelle im Signalpeptid wieder, griine Buchstaben bezeichnen Verin-
derungen gegeniiber der H. vulgaris—Variante.
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hydkk3B

1 M Y D P H R H
1 ccacgcgtccgtttgtatattgttttttaatattaatatATGTACGACCCACACAGACAC

8 I M ¢ ¥y I L S T L L I G A L VvV K T G L A¢
62 ATAATGTTTTATATACTCTCCACGCTCCTGATCGGAGCGCTGGTCAAAACTGGGTTAGCT

28 T b G E F T L K K D T D E S G S M K V K
122 ACTGATGGAGAATTTACGCTTAAAAAAGATACAGATGAGTCCGGAAGTATGAAAGTAAAG

48 K M I A P G Y Y S Q0 E/C N V H K P C P D
182 AAGATGATTGCCCCCGGATATTACTCTCAAGAATGCAACGTTCATAAACCGTGTCCTGAC

68 p T K vy ¢ H M F L C VvV D ¢C L K E N V A C
242 CCCACGAAATATTGTCATATGTTTTTGTGCGTCGATTGCTTAAAAGAAAACGTTGCTTGC

88 T ¢ N G g ¢ ¢ P G T E C T Y G R C K K G
302 ACTCAAAATGGTCAGTGTTGCCCTGGAACAGAATGCACGTATGGAAGATGTAAAAAAGGA

108 s S K 6 A A G T F C D R O K D C V G P D
362 TCCTCTAAAGGAGCTGCAGGTACTTTTTGCGATAGACAAAAAGATTGCGTTGGTCCGGAT

128 L ¢ ¢ v R E P A I N P V I S I C K P A L
422 TTGTGTTGCGTTCGTGAACCTGCTATTAATCCTGTCATCAGTATTTGTAAGCCTGCGCTT

148 b £ H 0 T ¢C G P ¥ N O F R T V Y I G G T
482 GATGAACATCAAACTTGTGGACCGTACAACCAATTTAGAACAGTATATATAGGAGGAACA

168 v 0 P V C G P C K 0O G L Vv C K O V G I F
542 GTTCAACCAGTTTGTGGACCTTGTAAACAAGGATTAGTTTGCAAACAAGTGGGAATTTTT

188 G vV H E I C L P S G G K G K K ~*
602 GGCGTTCATGAGATCTGTTTGCCATCTGGAGGTAAAGGAAAGAAATAAgcaaaggaaaaa

662 gaaaagttcacgaaagcaaagttaaaagctataataaattgaaattagccattccttaaa
722 agtacattcaataatatattggaattaacaatactttgaagaaaatttaaagcttcatag
782 tttagttgcatggctaccgagcatgttttttagtaatgttttttttttaaacaaattatt
842 aatttatctttatacaaacaattgcttacactttgttacgcacaattaaagtagccatta
902 aatataactttgatacttttacaagttaaaactgacttttaacttagaataatcgtgtat

962 caatctaat

Abbildung A.3. Nukleotid— und Aminsosdureseqenz von hydkk3B, abgeleitet aus EST—
und Genomdatenbank. Gelb unterlegt=Signalpeptid, hellgriin=CRD1, hellblau=CRD2, rot die
konservierten Cyseinreste. Der senkrechte Pfeil gibt die putative Schnittstelle im Signalpeptid wie-
der.
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nvdkkl1/2/4 EST

1 s T R E s L T D A N K V F K Y E € R K D
1 TCTACCAGAGAGAGTCTGACAGATGCGAACAAAGTTTTTAAGTATGAGTGCAGGAAAGAC

21 K vy ¢ 6 o G K ¥ €C H R H Y G T C H D V K
61 AAGTATTGCGGGCAAGGAAAATACTGTCACAGGCACTACGGAACTTGCCATGATGTGAAA

41 P L G A H C R R D H V C A A G M E C V F
121 CCTCTGGGAGCGCATTGTCGCCGGGATCATGTCTGCGCTGCTGGCATGGAGTGCGTCTTC

61 G K ¢ R K T I T S G T E G A R € S K D K
181 GGAAAATGCAGGAAAACTATTACGTCTGGCACCGAAGGAGCTCGGTGTAGCAAGGATAAA

81 E €C s A GG L € CcC A P T H G E W I C K K M
241 GAATGCAGCGCAGGACTTTGTTGCGCTCCAACACACGGGGAATGGATCTGCAAGAAGATG

107, L. R E N E I C T V P A G G L A Y S V N H
301 CTGCGAGAGAACGAAATTTGCACGGTTCCCGCGGGTGGACTGGCGTACTCTGTTAACCAC

127 N €C P C G E G F V C R K V R S O H R K K
361 AATTGTCCCTGTGGCGAGGGATTTGTCTGCAGAAAGGTGCGAAGCCAGCATAGGAAAAAA

141 R P M R M L R K E R R C VvV 5 T F R *
421 AGGCCCATGAGAATGCTTCGAAAAGAACGGCGTTGTGTGAGTACGTTTAGATGAagacgc

481 catggagaacattacattttgtaagtgtccaagacacggtccgtcccgctatctgtgetce
541 atgctcaggggtacgctaaaatatatttatagatatatatttttttagtaaactttggct
601 acagacaatttatgtacacaggcacgagaatactcgttcaattataacagaaacagattt
661 aggaaaagtcaaaat

Abbildung A.4. Nukleotid— und abgleitete Aminsosiureseqenz von nvdkk1/2/4. EST

DV082197; das 5’ Ende ist nicht vollstindig, der Translationsstart fehlt. Hellgriin=CRD1, hell-
blau=CRD2, rot die konservierten Cyseinreste.
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nvdkk3

1
1

21
61

41
121

61
181

81
241

101
301

121
361

141
421

161
481

541

601

66l

721

R P V Y G P D DV S O M I s o L S L L R
CGATTTGTATACGGCCCTGACGACGTGTCACAGATGATTAGTCAGCTCTCGCTGCTCAGA

Yy R T 0 L F R G N E D E €C N I N K P C P
TACCGCACCCAGCTCTTCCGCGGTAACGAAGACGAGTGTAACATCAACAAGCCGTGCCCA

K b o F C D A HM CR S CUL HE S T P C
AAGGACCAGTTCTGTGATGCGCACATGTGTCGCTCTTGTCTGCACGAGAGTACGCCCTGT

R P I G T C C © G F V C QO Y G Q C T K G
CACTTTATCGGAACTTGTTGTCAAGGATTTGTGTGTCAATATGGACAATGTACTAAGGGA

v K ¢ G M P 6 T ¥ €C D K T S E C D E N S
GTTAAGCAAGGGATGCCTGGGACTTATTGTGACAAGACTTCTGAATGCGATGAAAACAGC

c ¢ v R E L 5 L s T R N S V C K P M L N
TGCTGTGTTCGGGAGCTATCGTTAAGCACTCGGAATTCCGTTTGTAAGCCAATGCTGAAC

E ¥y £E s ¢ G P I N L F H Q V Y T D G R V
GAATACGAGTCATGTGGGCCGATTAACCTATTTCATCAGGTTTATACCGATGGACGTGTA

E p V C G P C K Q0 G L 9 C K N V G T K G
GAGCCAGTTTGTGGTCCATGTAAACAGGGCTTACAGTGCAAAAATGTTGGGACGAAAGGT

L H Yy A C L K E N V T *
CTCCATTACGCATGTCTCAAGGAAAATGTAACTTGAgcatagagctcacctacggcaggg

ctgaaactccatctacactaacaatctttggttgacaatttttatgtgagaattttacta
gtggagagggagaaaagtaggcaatttttatgtggcaactatggtgttgcttaaaagtta
gcagaattcttttatctcagctattttattttattttattttattttattttattttttt

tatttttaaaaaaattgtcacacatgaaaaattgccatga

Abbildung A.5. Nukleotid— und abgleitete Aminsosidureseqenz von nwvdkk3. EST
DV093058, das 5 Ende ist nicht vollstindig, der Translationsstart fehlt. Hellgriin=CRD1, hell-
blau=CRD2, rot die konservierten Cyseinreste.
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Tabelle A.3. Positionen und Phasen der HyTSR1l-codierenden
Exons. Phasen der Intron-Exon-Grenzen nach (Patthy 1987).
UTR="‘untranslated region’.

Exon Nr. | Motiv Exon Phase
Position [Bp] 5’ Sequenz 3’ Sequenz | 5° 3’

1 5-100 GTTT (UTR) TTAG (UTR)
2 101-210 AAAA (UTR) AA GG 2
3 211-382 A CAA T TTG 2 0
4 383-635 GCT T AAA A 0 1
) TSR1 636-815 AT GT CCA A 1 1
6 TSR2 816-986 TA AA CCA G 1 1
7 TSR3 987-1157 TT GA CCA G 1 1
8 TSR4 1158-1328 TT AA CCA A 1 1
9 TSR5 1329-1499 TA AA CCT G 1 1
10 TSR6 1500-1676 TT GA CCA A 1 1
11 TSR7 1677-1847 TT GA CCT G 1 1
12 TSR3 1848-2024 TT GA CCA A 1 1
13 TSR9 2025-2195 CT AA CCA G 1 1
14 TSR10 2196-2366 TT CA CCT G 1 1
15 TSR11 2367-2537 TG GA CCT G 1 1
16 TSR12 2538-2708 TT GA CCC A 1 1
17 TSR13 2709-2879 TT AA ACA C 1 1
18 TSR14 2880-3050 AA TG CCT G 1 1
19 TSR15 3051-3221 TT AA CCT A 1 1
20 TSR16 3222-3392 TA AA CCA C 1 1
21 TSR17 3393-3563 TA AA CCA G 1 1
22 TSR18 3562-3737 TA AA CCA G 1 1
23 TSR19 3738-3908 TT AA CCA G 1 1
24 TSR20 3909-4079 TA AA CCA A 1 1
25 TSR21 4080-4250 TT AA CCA G 1 1
26 TSR22 4251-4421 TA AA CCA G 1 1
27 TSR23 4422-4592 TT AA CCC A 1 1
28 TSR24 4593-4763 TC AA CCA A 1 1
29 TSR25 4764-4934 TT GA CCA G 1 1
30 TSR26 4935-5089 CC AA CCC A 1 1
31 TSR27 5090-5261 TT AA CCA G 1 1
32 TSR28 5262-5432 TT AA GCA A 1 1
33 TSR29 5433-5603 TA AA CCA A 1 1
34 TSR30 5604-5774 TT GA CCA G 1 1
35 TSR31 5775-5945 TT AA CCA G 1 1
36 TSR32 5946-6116 TT AA CCA G 1 1
37 TSR33 6117-6287 TT GA CCT G 1 1
38 TSR34 6288-6458 TT GA CCA G 1 1
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Tabelle A.3 — Fortsetzung

Exon Nr. | Motiv Exon Phase
Position [Bp] 5’ Sequenz 3’ Sequenz | 5° 3’
39 TSR35 6457-6629 TG CA CCA G 1 1
40 TSR36 6630-6803 TT GA CCT G 1 1
41 TSR37 6804-6974 TT AA CCA G 1 1
42 TSR38 6975-7145 TG AA CCC A 1 1
43 TSR39 7146-7316 TA AA CCA A 1 1
44 TSR40 7317-7487 TA AA CCA G 1 1
45 TSR41 7488-7658 TT GA CCT G 1 1
46 TSR42 7659-7829 TC AA CCA G 1 1
47 TSR43 7830-8000 TT AA CCA A 1 1
48 TSR44 8001-8171 TT GA CCA G 1 1
49 TSR45 8172-8342 TC AA CCA A 1 1
50 TSR46 8343-8513 TA AA GCA G 1 1
51 TSR47 8514-8687 TA AA CCA G 1 1
52 TSR48 8688-8864 TT AA CCA G 1 1
53 TSR49 8865-9035 TA AA ACT G 1 1
54 TSR50 9036-9301 AA TG TAAA (UTR) | 1
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Tabelle A.4. Positionen und Phasen der HyTSR-like—codierenden

Exons. Phasen der Intron-Exon-Grenzen nach (Patthy 1987).

Exon Nr. | Motiv Exon Phase
Position [Bp] 5’ Sequenz 3’ Sequenz | 5° 3’

1 TSR1 171-341 TA GT CCA G 1 1
2 TSR2 342-522 AA TA CA TC 1 2
3 vWA 523-1124 A GTA GAA A 2 1
4 TSR3 1125-1306 CT CA TAC T 1 0
5 TSR4 1307-1469 TCC T TGT C 0 1
6 TSR5 1470-1646 AA GC CCT G 1 1
7 TSR6 1647-1835 GA AG GGT A 1 1
8 TSR7 1836-2005 CA TA T CCT 1 0
9 TSRS 2006-2181 GGT A CA GG 0o 2
10 TSR9 2182-2368 A GTA A GGT 2 0
11 TSR10 2369-2541 AATT CA GG 0 2
12 TSR11 2542-2715 C ATT CA GG 2 2
13 TSR12 2716-2903 A ACA GGT A 2 1
14 TSR13 2904-3077 CT TA GGT A 1 1
15 TSR14 3078-3249 TT TT CA GG 1 2
16 TSR15 3250-3436 A GTA A GGT 2 0
17 TSR16 3437-3607 AAT T T CCA 0 O
18 TSR17 3608-3783 GGC A CA GG 0 2
19 TSR18 3784-3971 A ACA GGT A 2 1
20 TSR19 3972-4145 CT TA GGT A 1 1
21 TSR20 4146-4317 TT TT CA GG 1 2
22 TSR21 4318-4507 A GTA A GGT 2 0
23 TSR22 4508-4680 T TTT CA GG 0 2
24 TSR23 4681-4855 G GAT A GGT 2 0
25 TSR24 4856-5026 CAAT TC CT 0 0
26 TSR25 5027-5206 GGT A T GGT 0 O
27 TSR26 5207-5390 GTT T CCA G 0 1
28 TSR27 5391-5561 TA AG CCA A 1 1
29 5562-5729 AA TC CAA G 1 1
30 5730-5818 CT TG A TTA 1 0
31 5819-5998 ATT A C GGT 0 O
32 5999-6187 TGG A T AGT 0 O
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Abbildung A.6. Nukleotid— und abgeleitete Aminosduresequenz von hytsrl.
Gelb=Signalpeptid. Die vertikalen Striche geben den Beginn eines TSR (=Thrombospondin Repeat

Typ I) an.

1

11
181

41
271

71
361

101
451

131
541

16l
631

191
721

221
811

251
901

281
991

311
1081

341
1171

371
1261

401
1351

431
1441

461
1531

491
1621

521
1711

551
1801

581
1891

611
1981

aaagtttgtttactacggagaataatttgagaagtcatttgaaacagaataaaaaaagggaaaaagaaaaacgtaaagggaaatttcaaa

M K Y Y F L K L F A
tttttttagaaaaatttgcgaaatttctttttttcaaatttccttaaaacttcagttaaaATGAAGTATTACTTTCTCAAACTGTTTGCC

s Mm L T A S L I K G Q G VvV K Q H Vv T CE R K F Q K V G C F =8
TCAATGCTGACAGCTTCATTGATTAAAGGACAAGGTGTAAAGCAACATGTAACTTGTGAAAGAAAATTTCAAAAAGTTGGATGTTTTTCT

Q N K DS L K S EE L L I T DU RDEK S S s s Y D G Y W L D W N
CAAAATAAAGATTCCTTAAAATCTGAATTGCTTATAACAGACAGAGACAAGTCCAGCTCGTCATATGATGGATATTGGTTAGATTGGAAT

K ¥ DA S L H S L A CIRCY E KA AI KA AI K GV FE Y F S I R F W
AAATTTGATGCCTCTCTACACAGTTTGGCTTGTCGTTGCTATGAAAAAGCTAAAGCTAAAGGTTTTGAATATTTTTCAATTCGATTTTGG

G E CW G G K D Y K V I ENAL KD P KM OQ S S E C H S I N
GGTGAATGCTGGGGTGGGAAAGACTACAAGGTTATTGAAAATGCACTAAAGGATCCTAAAATGCAATCAAGTGAATGTCATAGCATCAAC

Yy K ¢ ¢ s L.s s E T ECAG KA ANTE Y VY T V A D R N Q A
TATAAACAATGTAGTCTCTCTTCAGAGACAGAGTGTGCAGGAAAAGCTAATACTGAATATGTATACACCGTTGCTGATAGGAACCAAGCA
TSR1
K N |V b G G Y G p WS S F S o C s F TCGEG I S A R E R T
AAAAATGTTGATGGTGGTTATGGACCATGGTCTTCATTTTCACAGTGTTCATTTACATGTGGTGAAGGAATTTCAGCTAGAGAAAGAACT

c T NP I P E G T G F D CE K F G P s T E T K S C K I V E C
TGTACGAACCCAATTCCTGAAGGAACAGGATTTGATTGTGAAAAGTTTGGTCCTTCAACAGAAACCAAGTCATGCAAAATTGTTGAATGT
TSR2
p|I N~ 6 6 L T EWTEF S D C s Vv TCGTI G F AT K T R Y C
CCAATAAATGGTGGGTTGACAGAATGGACAGAATTTAGTGACTGTTCTGTTACATGTGGTATTGGATTTGCTACAAAAACCCGTTATTGT
TSR3
T K p P P Q F G G R DCEGNTLV E S K s C QA TE C P|V D
ACAAAACCACCTCCTCAATTTGGTGGGCGTGATTGTGAAGGAAATTTAGTTGAAAGTAAATCTTGTCAAGCTACAGAATGCCCAGTTGAT

G S WS DWNUDU PSSV CSATTCS G SGUHZ KTII KT KT RTILTCNDNN P
GGTAGCTGGAGTGATTGGAATGATCCATCTGTGTGTTCCGCAACATGTGGGTCAGGTCATAAAATAAAAAAGCGT TTATGTAACAACCCC
TSR4
K P A F GG XK DO CVGDA AEUVTUVUPOCTFETTFTCUP|lV NGOG W
AAACCTGCATTTGGTGGTAAAGACTGTGTTGGTGATGCAGAAGTTACTGTACCTTGTTTTGAAACATTTTGTCCAGT TAATGGCGGTTGG

s o w s G rF DD CS K S C G S G L M KR TRE C I D P L P Q
TCACAGTGGTCTGGATTTGATGATTGCTCAAAATCTTGTGGCAGTGGTTTAATGAAAAGAACAAGAGAATGCATTGATCCGCTTCCACAA
TSRS
Yy G G K g C V G EV F E T I A CXKL K ECPI|II N G Q W G A W
TATGGTGGTAAACAATGTGTTGGTGAAGTCTTTGAAACAATTGCATGCAAGCTAAAAGAATGTCCAATAAATGGTCAATGGGGTGCATGG

s b F K s ¢ s v s ¢ GNGV QS R S RECNNUP S P P L G G
AGTGATTTTAAATCTTGCAGTGTCTCTTGTGGTAATGGAGTTCAGAGCAGGTCTCGGGAATGCAATAACCCAAGTCCTCCACTAGGTGGA
TSR6
p v c¢c 1 6 D HE D DR P CV L s P C P|V DG G Y T E W S N F
GATGTTTGCATAGGGGATCATGAGGATGACAGACCTTGTGTTCTCTCTCCATGTCCTGTTGATGGGGGTTACACAGAATGGTCGAATTTT

p T ¢ T™ A S C G D G I Q S R Y RN C S N P T P L NN G K D C
GATACATGCACAGCATCTTGTGGTGATGGAATTCAATCTAGATACCGTAATTGTTCTAATCCAACTCCTTTAAATAATGGAAAGGACTGT
TSR7
s s L 6 p NV DI I K CZK TADTCUPII DGK F S E W T S Y S
TCTTCATTAGGACCTAATGTAGATATTATCAAATGCAAAACTGCAGATTGTCCAATTGATGGAAAATTTTCTGAATGGACTTCGTACTCT

s ¢ s v s ¢ GG s G T S Y R TR KCNNUPE P QY G G K Q C F
AGTTGTTCTGTGAGTTGTGGCTCAGGAACTAGTTACCGGACTCGAAAGTGCAATAACCCTGAACCACAATATGGTGGTAAACAATGCTTT
TSR8
G b s L E S K I ¢C K I E C P|V D GG GY T E W S T F S F C S
GGAGATTCTTTGGAATCTAAGATTTGCAAACAAATAGAATGCCCTGTTGATGGTGGATATACTGAGTGGTCAACTTTTTCTTTCTGCTCT

v s ¢ GG VvV 6 T ¢ s K TR O C TN P Y P E H G G K D C s V L G
GTAAGTTGCGGTGTTGGAACCCAATCTAAAACTAGACAATGCACTAACCCTTACCCTGAGCATGGAGGAAAAGACTGTAGTGTTTTAGGA
TSR9
K s E E F Q I C K Q P E C P |T N G G W S s F s D F S D C S V
AAGTCTGAAGAATTTCAGATTTGTAAACAACCTGAATGTCCAACTAATGGTGGTTGGAGCAGTTTTTCTGATTTTTCTGATTGTTCAGTA
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Abbildung A.6. Fortsetzung 1 von hytsri.

641 T ¢ G R G I K T XK TR T C TN P S P Q F N G T P C I G D S T
2071 ACATGTGGGCGTGGCATTAAAACAAAAACGCGTACATGTACAAATCCTAGTCCACAATTTAATGGAACTCCTTGCATAGGCGATTCAACT
TSR10
671 E T I1 E CV L K s C P|V H G GGGL S A W s T F S P C S s S C G
2161 GAAACCATAGAGTGTGTTTTGAAAAGTTGCCCAGTTCATGGTGGTTTATCAGCTTGGTCAACATTTTCCCCATGTTCATCATCCTGTGGG

701 K 6 T o T R TK L CNN®P T PMY G GNP CE G I T V E S K

2251 AAAGGAACTCAAACTCGTACTAAGTTATGCAACAATCCAACTCCTATGTATGGTGGTAATCCTTGTGAGGGAATTACAGTTGAAAGTAAA
TSRI11

731 E C 9 L I E C Pl v b G G W T K W S E P s E C S T T C G S G L

2341 GAATGTCAGCTCATTGAATGCCCTGTGGATGGAGGTTGGACCAAATGGAGTGAGCCTAGTGAGTGTTCTACAACATGTGGTTCTGGTCTT

761 K v K T R S C T D P K P L F G GG K D CV G E S Q I T L S C F

2431 AAAGTTAAAACACGTAGTTGCACTGACCCCAAACCATTATTTGGTGGAAAAGATTGTGTTGGAGAAAGTCAAATCACTCTTAGTTGTTTT
TSRI12

791 L T N C P|V D G G F T Q W S A Y G E C S S S C G D G L K T R

2521 TTGACAAATTGTCCTGTTGATGGTGGTTTTACTCAGTGGTCAGCATATGGTGAATGCAGTTCAAGTTGTGGGGATGGTTTAAAAACAAGA

821 T R T C s N P I P S F G G Q N C I G E T K E N S Y C N I N P

2611 ACACGTACATGTTCAAATCCTATACCAAGCTTCGGTGGTCAAAACTGTATTGGTGAAACTAAAGAGAATTCATATTGTAACATAAACCCT
TSR13

851 c P |I N G G F T E W S D F G A C S E P C G E G R K S R S R K
2701 TGCCCCATTAATGGAGGTTTTACGGAATGGTCTGATTTTGGAGCATGTTCTGAACCTTGTGGAGAGGGAAGAAAATCTAGAAGTCGAARAA
TSR14

881 Cc EN P K P EH G G L NCV G D F V EE V K C K V R E C Pl I
2791 TGTGAGAATCCAAAACCTGAACATGGTGGTCTAAATTGTGTTGGTGATTTTGTTGAAGAAGTAAAATGTAAAGTTCGAGAATGTCCTATT

911 b 6 6 L T ¢ w s s Yy T EC S K TCGE G E KK R S R L C T S
2881 GATGGTGGCCTCACACAATGGTCAAGCTATACAGAATGCTCAAAAACATGCGGTGAAGGTGAAAAGAAAAGATCTCGTCTGTGTACTAGC
TSR15
941 P I P A F G GRDCUEGULLNUEV L P CK V KE C P|V N G G
2971 CCTATACCTGCTTTTGGTGGTAGAGATTGTGAAGGTCTACTTAATGAAGTGTTGCCTTGTAAGGTTAAAGAATGCCCTGTAAATGGTGGT

971 L s G wW S A F S DCT K s C G S T XK Y R TRNCTN P V P

3061 TTATCTGGTTGGAGTGCATTTAGTGATTGTACAAAATCATGTGGATCTGGCACTAAATACAGAACTAGAAATTGCACAAATCCAGTCCCT
TSR16

1001 Q Yy b G A DCV G S L K ET S ECNS QL C P|I NG G F T D

3151 CAATATGATGGTGCTGATTGTGTTGGTTCTCTTAAAGAAACATCAGAATGTAATAGCCAACTTTGTCCTATAAATGGTGGTTTCACTGAT

1031 w s s Y A E C S A E C G Q G S QN R TR T C S N P P P A N G

3241 TGGTCATCTTATGCTGAATGTTCAGCAGAGTGTGGCCAAGGAAGCCAGAATAGAACAAGAACTTGCTCTAATCCCCCACCAGCAAATGGA
TSR17

1061 G K b C¢CE GATF QT K F CL I K E C P|I N G G F S Q W S S

3331 GGAAAAGACTGTGAAGGAGCTACGTTTCAAACAAAGTTTTGTTTAATAAAGGAGTGCCCAATAAATGGTGGTTTCAGTCAATGGTCTTCA

1091 F S E C s L T C G G G @ R I R Y R T C TN P A P A F N G A P

3421 TTTTCTGAATGTTCTTTGACTTGTGGTGGTGGTCAAAGAATACGCTATCGAACTTGTACAAATCCTGCTCCTGCTTTTAATGGGGCACCT
TSR18

1121 c v G A E S QT E S CNL K EC PV N G G L S E W F N F G N

3511 TGTGTAGGAGCTGAATCGCAAACAGAATCTTGTAATTTAAAGGAGTGTCCAGTAAATGGAGGATTATCAGAATGGTTTAATTTCGGAAAT

1151 c s K B C GGE G T QL ¢ I R T C TN P A P A F G G E N C K D

3601 TGCTCAAAAGAATGTGGAGAAGGAACTCAGTTACAGATAAGAACTTGTACAAATCCAGCTCCTGCATTTGGTGGTGAAAATTGTAAAGAT
TSR19

1181 Q L. L s K I L L C¢C K I K E C P|V N G G F T K W S E F s E C S

3691 CAGCTTCTTTCAAAAATTCTTCTTTGCAAAATTAAAGAATGCCCAGTTAATGGTGGTTTTACAAAATGGTCAGAATTTAGTGAATGTTCA

1211 A S C G L G I K Q R TR S C S NPV PAY G G E D CN G I R

3781 GCTAGTTGTGGGCTAGGTATTAAGCAGCGTACAAGAAGCTGTTCAAATCCTGTACCAGCTTATGGAGGAGAAGATTGCAATGGAATAAGA
TSR20

1241 Yy E T A s ¢C K T H E C P|V N G G F S E W S D F S A C S N s C

3871 TATGAAACTGCATCCTGTAAAACTCACGAATGTCCAGTAAATGGTGGTTTCTCAGAGTGGAGTGACTTCAGTGCATGTTCARACAGTTGT

1271 G N G E Q I R K R S CNK P S P A H G G E D C K G S L E E K

3961 GGAAATGGGGAGCAAATTCGAAAACGTTCTTGTAACAAGCCTTCACCTGCACACGGAGGAGAAGACTGTAAAGGAAGCCTTGAAGAAARAA
TSR21

1301 K v c¢c N TI K E CP|I NG GG L S S W S A F S T C T K S C D G G

4051 AAAGTTTGCAATATTAAAGAGTGTCCAATTAATGGTGGTTTGTCCTCTTGGTCAGCTTTTAGCACTTGTACAAAGTCATGTGATGGTGGT
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Abbildung A.6. Fortsetzung 2 von hytsrl.

1331 vV K R R T R L C NN P AP S F G GG L D CTENTL I D D T E C

4141 GTAAAAAGACGCACTAGATTATGTAACAATCCTGCACCTAGCTTTGGAGGTTTGGATTGCACAGAAAACTTAATTGATGATACTGAATGT
TSR22

1361 N S H § ¢C P|V N G GG F S E W S A F G I C S E Q C G D G I Q E

4231 AATTCTCATTCATGTCCAGTAAATGGTGGTTTTAGTGAATGGTCAGCATTCGGTATATGCTCAGAGCAATGTGGTGATGGTATTCAAGAA

1391 R T R 8§ ¢C T Y P A P A Y G G M NCE G L QT E T R Q C K I K
4321 AGAACAAGATCTTGTACATATCCTGCACCAGCCTATGGTGGAATGAACTGTGAAGGTTTACAAACTGAAACTAGACAATGTAAAATTAAA
TSR23

1421 D C P |V N G G F S Q W s VyYy s E C S KE CG N G E Q T R K R

4411 GATTGTCCAGTTAATGGAGGTTTTAGTCAATGGAGTGTTTACAGTGAATGTTCTAAGGAATGTGGAAATGGGGAACAAACAAGAAAAAGA
TSR24

1451 T ¢ N N P A P AY G G DD C QG S L EE S KACK I K E C Pl

4501 ACATGTAACAATCCTGCACCTGCTTATGGTGGAGATGATTGTCAAGGAAGCTTAGAGGAATCAAAAGCTTGTAAAATCAAAGAGTGCCCC

1481 I N G G L. §s s w SsS S Yy s D CS K S C GG GV K TR T R S C T

4591 ATCAATGGTGGATTATCATCTTGGTCATCGTACTCCGACTGTTCTAAATCATGTGGTGGTGGGGTTAAAACACGAACACGATCATGTACT
TSR25

1511 N P A PNVF G GG T I CND I M I E DV P CNV Q O C P|II D G

4681 AATCCAGCCCCAAATTTTGGTGGCACAATTTGTAATGATATAATGATTGAAGATGTACCATGCAATGTTCAACAATGTCCAATTGATGGA

1541 G M S E WS D F T P C S E L CGUL G S Q E R Q R K C T N P A

4771 GGAATGAGTGAATGGTCAGATTTTACACCCTGTTCTGAATTATGTGGTCTTGGTTCTCAAGAACGGCAAAGAAAATGTACTAACCCTGCA
TSR26

1571 p s Yy G G K g ¢C G GGE F L Q VR E CK I K D C P |A N T G Y S

4861 CCTTCTTATGGTGGCAAGCAATGTGGTGGGGAATTTCTCCAAGTCAGAGAATGTAAAATCAAAGACTGCCCAGCCAACACGGGATATTCA

1601 Q w s p rF S E C S K S ¢C G v 6 V R S R KR I CENI KZK Y D C

4951 CAATGGTCTGACTTTAGTGAGTGTTCAAAATCTTGTGGTGTTGGTGTTCGATCTCGAAAACGAATATGTGAAAATAAAAAGTATGACTGT
TSR27

1631 s 6 L S E E L Q S C E V K P C P |V N G G F S N W G D F D E C

5041 TCAGGATTATCAGAGGAACTACAAAGCTGTGAAGTAAAACCTTGCCCAGTTAATGGAGGATTTTCCAATTGGGGTGATTTTGATGAATGT

1661 s T T C¢C G OQ G L K TR TR T C TN P T P QNG G A G C F G S

5131 TCTACAACTTGTGGACAAGGCTTAAAGACAAGAACTAGAACATGTACAAATCCTACTCCTCAAAATGGTGGTGCAGGTTGCTTTGGAAGC
TSR28

1691 R ¢ E I 9 S C I VvV R E C P |V N G MY S T W s T Y s E C S E P

5221 AGACAGGAAATTCAGAGTTGTATTGTGAGAGAGTGTCCAGTTAATGGTATGTACTCAACATGGTCAACTTATTCTGAATGCAGTGAACCA

1721 c NA G R QKR TR T C TN P S P ANG G L P C V G P P E D

5311 TGTAATGCAGGAAGGCAAAAAAGAACAAGGACTTGTACCAACCCATCTCCTGCTAATGGTGGATTACCATGTGTTGGACCTCCAGAAGAT
TSR29

1751 AR T C N I Q K CA|]I N G G L S E W S L F S S C S K T C G N

5401 GCTCGAACATGCAATATCCAAAAGTGTGCAATAAATGGTGGTCTCAGCGAGTGGTCATTATTTTCTAGCTGTTCAAAAACATGTGGAAAT

1781 G I K E R KR T C TN PAP SV G GG K D CTI G S L V E V F S

5491 GGCATTAAAGAACGCAAGCGTACCTGTACAAATCCTGCTCCATCAGTTGGAGGAAAAGATTGTATTGGATCTTTAGTTGAAGTCTTTTCA
TSR30

1811 cC K VvV E E C P |I b G A F GE W S DF G E C S E K C G s G L Q

5581 TGTAAAGTAGAAGAGTGTCCAATTGATGGTGCTTTTGGGGAGTGGTCAGACTTTGGTGAATGCTCAGAAAAATGTGGATCTGGACTACAA

1841 E R K R E C N N P L P A Y G G K G C Y G E T S Q Q R E C K L

5671 GAAAGAAAACGAGAATGCAATAATCCTTTACCTGCATATGGAGGTAAAGGGTGTTATGGAGAAACTTCTCAACAACGTGAATGTAAACTT
TSR31

1871 R E C P|lv N~ ¢ K F T s w s S Y s E C T E P C N G G Y Q R R T

5761 CGAGAATGTCCAGTTAATGGCAAATTTACAAGTTGGTCAAGTTACAGTGAATGTACAGAACCTTGTAATGGAGGGTATCAGCGTAGAACA

1901 R T C T D P A P A H G G L P C S G PV ETDTZ KTZ K S CNTIQZKC
5851 AGAACTTGCACTGATCCTGCTCCTGCTCATGGAGGACTGCCTTGTAGCGGACCAGTTGAAGACAAAAAAAGTTGCAATATTCAAAAGTGC
TSR32
1931 pP|v N 6 D F T P W S E F S A C S S S C G E G L Q K R T R T C
5941 CCAGTTAATGGAGATTTCACGCCATGGTCTGAATTTAGTGCATGTTCCAGCAGTTGTGGTGAAGGGT TGCAGAAACGTACACGAACATGC
TSR33
19/ T N P S P A F G G T D C I G L NETET I S C KV K E C P|V D
6031 ACAAATCCTTCTCCTGCATTTGGCGGAACAGACTGCATTGGTTTAAATGAAGAAACTATTAGTTGTAAAGTAAAAGAGTGTCCAGTTGAT

1991 G G F T N WS DFNEC S K S CGE G I KOQATIRTC S N P
6121 GGAGGTTTTACAAACTGGAGTGACTTTAATGAATGCTCTAAAAGTTGTGGGGAAGGTATCAAACAAGCAATAAGGACCTGTTCAAATCCT
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Abbildung A.6. Fortsetzung 3 von hytsri.
TSR34
2021 E P K F 6 G K T cC VvV G E F V KN O I C NI R E C P |V D G A Y
6211 GAACCCAAATTTGGTGGTAAAACTTGTGTTGGAGAATTTGTTAAAAATCAAATATGCAATATCAGAGAATGTCCTGTTGATGGTGCCTAT

2051 s @ w s A Y s v ¢C s s P CNG G K QTR TR S C T N P P P S

6301 AGTCAATGGTCAGCTTACTCTGTCTGCTCATCTCCATGTAATGGTGGTAAACAAACTAGGACTAGGTCTTGTACTAATCCACCTCCAAGT
TSR35

2081 N G G A P CF G P D F D S K S C N I H L C P |V H G G F T Q W

6392 AATGGAGGTGCACCTTGTTTTGGACCTGATTTTGATTCAAAAAGTTGTAATATTCATTTATGTCCAGTGCATGGTGGGTTTACTCAATGG

2111 s b F s DCS K s C G E G K K I RTWR S C S N P A P S N G G

6481 TCAGATTTCAGTGACTGCTCAAAATCTTGTGGAGAAGGGAAAAAAATTCGAACACGATCATGTTCTAATCCTGCACCATCAAATGGTGGT
TSR36

2141 s s ¢ v G P TEDTAUF C XK L K E C P|IV D GG G L G Q W S D F

6571 AGTAGTTGTGTAGGACCAACGGAAGACACTGCATTCTGTAAACTAAAAGAATGTCCAGTTGATGGTGGTTTGGGTCAATGGTCTGATTTT

2171 T E C S K s ¢ G s G I 9 w R K R L C NN P E P A Y G G K D C

6661 ACTGAATGTTCTAAATCTTGTGGATCTGGTATTCAATGGCGCAAGCGCTTATGTAACAATCCTGAGCCTGCTTATGGTGGCAAAGACTGT
TSR37

2201 s G L I s S E Q Q E C K V R E C P |V N G G L 8§ D W S L F S E

6751 TCTGGATTAATAAGTAGTGAACAACAAGAATGTAAAGTCAGAGAATGCCCTGTTAATGGAGGATTAAGTGACTGGTCATTATTCTCCGAA

2231 c s £E p C G L G N QY R TR TCTN P S P A NG G L G C T G
6841 TGTTCAGAACCTTGCGGCTTAGGAAATCAGTATCGTACCAGAACCTGCACTAATCCATCTCCAGCAAATGGTGGTTTAGGTTGTACTGGT
TSR38
2261 H L I E s v s C¢C T L K P C P |V N G N F S Q W S E Y S P C S N
6931 CATTTGATTGAATCAGTTAGTTGCACTTTAAAACCATGCCCAGTGAATGGTAATTTTTCACAATGGTCAGAATACAGTCCATGTTCTAAT

2291 T ¢ 6 s G I A Q R K R T CT Q P S P A H G G R D C F G P T L

7021 ACTTGTGGAAGTGGGATTGCTCAGAGAAAACGAACCTGTACACAACCATCACCAGCACATGGGGGTAGAGATTGCTTTGGGCCAACATTG
TSR39

2321 p T K T ¢ K L R D C P |I N G E F S E W S A F S I C Y E P C G

7111 GATACTAAAACTTGTAAATTAAGAGACTGCCCCATAAATGGAGAGTTTAGTGAATGGTCAGCATTCTCTATATGTTATGAGCCTTGTGGT

2351 L G K ¢ Y RV R Y CTNU®P P P S F G GGND CAGN S R E V I

7201 CTTGGAAAACAATATAGAGTTCGTTATTGCACAAATCCCCCTCCATCATTTGGAGGAAATGACTGTGCTGGTAATAGTCGAGAAGTAATT
TSR40

2381 v ¢ K I K E C P |I N G G L s L w T E F S T C s Q T C G I G Q

7291 GTTTGCAAAATTAAAGAATGCCCAATAAATGGAGGTTTATCATTGTGGACAGAGTTCAGTACTTGCTCTCAAACTTGTGGAATTGGACAA

2411 M T R S R S C T N P P P Q Y 0 GM NOC I G E L K E V N E C K

7381 ATGACCAGATCTAGATCATGTACTAACCCTCCTCCACAATATCAAGGCATGAATTGCATTGGAGAGTTAAAAGAGGTTAATGAATGCAAA
TSR41

2441 V R E C P|lv p ¢ N w S P F S S F T DO CSASCNTIGTZ K Q Q R

7471 GTTCGCGAATGCCCAGTTGATGGTAATTGGAGTCCATTTTCTTCATTTACTGATTGTTCTGCTTCATGTAACATTGGTAAACAGCAGAGA

2471 Q R E C N N P A P Q Y G G K A C I G S A V EZEI K S CN A F P
7561 CAGCGTGAGTGTAATAACCCAGCTCCACAATATGGTGGAAAAGCTTGTATCGGAAGTGCTGTTGAAGAAAAATCTTGTAATGCGTTTCCA
TSR42

2501 C P|Vv N G E VS E W GAFGULTC ST S CGUV GEOQTRF R T

7651 TGTCCTGTCAATGGCGAAGTTTCAGAGTGGGGTGCTTTTGGATTGTGCTCTACAAGT TGTGGAGTTGGTGAACAAACAAGATTTAGAACT
TSR43

2531 ¢ T N P A P R H G G KD C T D UPILV HTTITTCTZ KTITZKTDTC P|V

7741 TGCACAAATCCTGCTCCAAGACATGGTGGAAAAGATTGCACTGATCCTTTAGTGCATACTATAACTTGTAAAATTAAAGATTGTCCAGTT

2561 N G G Y T K W S D Y s pPp C S KT C GV G T Q T R K R F C T D

7831 AATGGTGGTTACACAAAATGGTCAGACTACAGCCCATGTTCAAAAACATGTGGGGTTGGTACTCAAACTCGTAAAAGATTTTGCACCGAT
TSR44

2591 P A P AF G G L A CV G P DVD TR T CE Q K E C P|I D G Q

7921 CCAGCTCCTGCCTTTGGCGGACTTGCTTGTGTAGGACCAGATGTGGATACAAGAACTTGTGAGCAGAAAGAATGCCCAATTGATGGCCAA

2621 W S K W E D Y D S C T L T C G G G I Q R A RIRTC NN P L P

8011 TGGAGCAAATGGGAGGACTATGATTCCTGTACATTAACATGTGGAGGTGGAATTCAAAGAGCTCGACGTACTTGTAATAATCCATTACCT
TSR45

2651 K F 6 G A D C V GV S L DI R S CNNTFPOCUP|lVv NGOG F s s

8101 AAATTTGGCGGAGCTGATTGTGTTGGAGTTAGTTTAGATATCAGATCATGTAATAATTTTCCATGTCCAGTCAATGGTGGTTTTTCATCT

2681 w s A Y G E CT T TCGUL G I Q Y R KR F CD S P P P N F G
8191 TGGTCAGCATATGGAGAATGTACCACAACCTGTGGCCTTGGTATTCAATATAGAAAAAGATTTTGTGATTCTCCTCCTCCGAATTTCGGA
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Abbildung A.6. Fortsetzung 4 von hytsrl.

TSR46
2711 G R P CV G P L F DAR S C I P R D C Pl I N G 66 L T E W S D

8281 GGCAGACCATGTGTTGGACCTTTATTTGATGCCAGATCATGTATACCAAGAGATTGTCCAATAAATGGAGGTTTAACAGAATGGAGTGAT

2741 F S P C S H T C GV G N Q Vs TR T C T K P Y P Q H G G K P

8371 TTCAGTCCTTGTAGTCACACATGTGGAGTTGGAAATCAAGTTTCAACTCGAACTTGCACGAAACCCTACCCTCAACATGGAGGAAAACCA
TSR47

2771 c E G E L I ¥ Q K T C K L A D C A |V N 6 N W G L W G s F T P

8461 TGTGAAGGAGAGCTTATTTATCAGAAGACATGCAAACTTGCAGATTGTGCAGTAAATGGAAACTGGGGCTTATGGGGAAGTTTTACCCCT

2801 c s ¢ T™C K 6 GG L Q R R S R OQCNS P A PAVF G G MNC P G

8551 TGTTCTCAAACTTGCAAAGGTGGTTTGCAGCGAAGATCAAGGCAGTGTAATAGCCCTGCTCCTGCATTCGGTGGTATGAATTGTCCTGGA
TSR48

2831 s N F E D Q A C N E N K D C P |V N G A W G S W S P Y G P C S

8641 TCTAATTTTGAAGATCAAGCTTGTAACGAAAATAAAGATTGTCCAGTTAATGGAGCATGGGGTTCTTGGTCTCCGTACGGACCTTGCAGT

2861 L s ¢ G VAV RR S RZKIREI CNNU®PAU?P S G G G AN C V G Y
8731 CTTTCTTGTGGCGTCGCGGTGCGTCGCTCGAGAAAAAGAGAATGCAACAACCCTGCACCGTCTGGAGGTGGTGCGAATTGCGTCGGTTAT
TSR49
2891 s vM™M s EV CNN QI N C PV N G E W S S W G P Y S A C T L
8821 AGTGTCATGTCTGAAGTTTGCAACAACCAAATTAATTGTCCAGTAAACGGTGAATGGAGCAGCTGGGGTCCATATTCTGCTTGTACGTTG

2921 T ¢ G G GV Q QQ RNIRYCNNU®PAU®PL Y G GV s C I G D s I

8911 ACGTGTGGTGGTGGCGTACAACAGAGAAACAGGTATTGCAATAATCCTGCTCCTCTTTATGGCGGCGTTTCGTGTATTGGTGACAGTATT
TSR50

2951 Q I T K C N |T AL C T E W S S W G E W G @ C S R T C G G G A

9001 CAAATAACTAAGTGTAACACTGCTTTATGTACTGAATGGTCATCATGGGGTGAATGGGGACAGTGCAGTCGAACGTGTGGAGGCGGTGCT

2981 Q vV RrR T R V C P G S N CV G S GG T F VQV CNV E K C P DT
9091 CAAGTTCGTACGCGTGTGTGTCCAGGATCAAATTGCGTTGGCTCTGGGACATTTGTTCAAGTTTGCAACGTTGAAAAATGCCCAGACACA

3011 F F S F F D I K K L L G K ~*
9181 TTTTTCAGTTTTTTTGATATAAAAAAGCTACTTGGAAAGTGActtatttaaaaacatttgtcgaagtgtttttaacgatgctaataaaat

9271 gattttgaatataaacattgataaaataaactttttttattacacttgttatatatttaaaaaaaaaaaaaaaaaaa



183

Abbildung A.7. Nukleotid— wund abgeleitete Aminosiduresequenz von hytsr2.
Gelb==Signalpeptid, hellgriin=Galectin-Domé&ne. Die vertikalen Striche geben den Beginn eines
TSR (=Thrombospondin Repeat Typ I) an.

1 M A W R I VF L L T A G F V Y A Y A A
1 ATCTCGTGAATAGAAGAGAAAGAGAATTTAAGAATGGCTTGGAGGATCGTTTTTCTACTGACAGCTGGTTTTGTCTATGCTTATGCTGCT

20 K p P VT CQR S F s K I G CVF K E VN S R P DIL AL N P M
91 AAACCTCCTGTAACATGTCAAAGAAGTTTTAGTAAAATTGGTTGCTTCAAAGAGGTAAATAGCAGACCAGATCTTGCATTAAATCCAATG

50 K ... ¢ I N DR D P S S S K Y Q G Y L I D W K N ME A S V H S
181 AAACTTGAGATTAACGATCGCGATCCAAGCAGTTCGAAGTACCAAGGTTATCTTATTGACTGGAAARAATATGGAAGCATCAGTGCACAGT

80 L A CRCASAARS L KMNYF S L R F W G E C W V G K T
271 TTAGCTTGCAGATGCGCTAGTGCTGCAAGAAGTTTGAAAATGAATTACTTTTCGTTGCGTTTTTGGGGTGAATGTTGGGTTGGAAAAACA

110 p M 6 K L. v TULRDU®PI KWV S TDCV N S W S F L G V C D

361 GATATGGGAAAACTTGTTATAACTCTTCGAGATCCAAAATGGGTGTCAACAGATTGCGTAAACTCTTGGTCATTTCTTGGTGTTTGTGAC
TSR1

140 H K HE K E C VA KA AG S G Y I Y F L D DK S EE N|I D G A

451 CATAAACATGAAAAAGAATGCGTTGCAAAAGCAGGCTCAGGATACATCTACTTTTTAGACGACAAAAGTGAAGAAAATATTGACGGTGCA

170 Yy s e w s s y T € C s A T C GG F G L M E R E R T C T N P A P

541 TATTCTGAATGGAGCAGCTATACAGAGTGTTCTGCCACCTGCGGATTTGGCTTAATGGAACGAGAACGTACATGCACAAATCCTGCCCCA
TSR2

200 v 6 K 6 K bpC¢cs s L G P M S DEK P CNTLIREC P|V N G G I

631 GTAGGTAAAGGAAAAGACTGCAGTAGTCTAGGACCAATGAGCGATGAAAAACCCTGTAATTTACGAGAGTGTCCAGTGAATGGAGGAATA

230 s B wW T DF G P C S K S C G G G I s V R TR S C TN P S P L

721 AGTGAATGGACAGATTTTGGACCATGTTCTAAATCTTGTGGAGGTGGAATATCAGTGAGAACAAGAAGCTGTACAAACCCATCCCCATTA
TSR3

260 N G G K N C S E s I ¢ E S KD C s T D P C P|]I DG N Y G L W

811 AACGGAGGAAAAAATTGCAGTGAATCAATTCAAGAATCTAAAGATTGTTCTACTGATCCATGCCCTATTGATGGTAATTATGGATTATGG

290 N A W G T C S A DCGDGF QTR QRECNNUP K P Q N G G

901 AATGCTTGGGGAACATGTTCTGCTGATTGTGGTGATGGCTTTCAAACTCGTCAGCGAGAATGTAATAACCCAAAACCTCAAAATGGAGGG
TSR4

320 K s ¢C E L A G I S Q E S R L C K L K D C P |I N G G F G S W S

991 AAAAGTTGTGAATTGGCTGGTATTAGTCAGGAGAGCAGGCTCTGTAAACTCAAGGATTGTCCTATAAATGGTGGGTTTGGAAGCTGGAGT

350 E F s p C S K L ¢C 6 b6 I ¢ TR S R K CD QQ P E P A H G G K

1081 GAATTTTCTCCTTGCTCTAAATTATGTGGTGATGGAATTCAAACTCGCTCAAGGAAATGTGATCAACCTGAACCTGCACATGGAGGAAAA
TSRS

380 p ¢ EE G T SV ETNMTCIK I VD CP|I DG K Y G Q W N S W G

1171 GATTGTGAAGGGACATCTGTTGAAACAAACATGTGCAAAATAGTTGATTGCCCTATTGATGGTAAATATGGTCAATGGAATTCTTGGGGA

410 T ¢ s v N C G T G V Q T R Q R E CN S P K P E Y G G K S C E

1261 ACTTGTTCAGTAAATTGTGGTACTGGGGTTCAAACACGTCAAAGAGAATGTAATAGTCCAAAACCAGAATATGGTGGAAAATCTTGTGAA
TSR6

440 L T ¢ F S ED SR TCZ KI K ET CUP|II NG KW S E W E S F G A

1351 CTGACTGGCTTTAGCGAAGATAGTAGAACTTGCAAAATCAAAGAATGCCCAATTAATGGAAAATGGAGCGAATGGGAATCATTTGGTGCA

470 c T o T C G S A L R S R KR S CDNNP K P E Y G G Q T C D G

1441 TGCACCCAAACATGTGGTTCTGCACTTCGATCAAGAAAAAGGTCATGTAATAATCCAAAACCAGAATATGGTGGTCAAACATGTGATGGA
TSR7

500 s bp I M TE S C S F I P CP|]V NG G UL S E W TV F G P C S K

1531 TCAGATATAATGACTGAATCCTGTTCTTTTATACCATGCCCAGTGAATGGTGGTTTAAGTGAATGGACAGTTTTTGGACCATGTTCTAAA

530 s ¢ 6 6 6 I s v R TR T CT N P S P S N G G K D C s E P T L

1621 TCTTGTGGTGGTGGCATCTCAGTGAGAACAAGAACCTGTACAAACCCATCTCCATCTAATGGAGGTAAAGACTGCAGCGAACCAACACTA
TSRS

560 E s K 1 ¢ s s D P C P|I D GNF G EWN S W G T C S V D C G

1711 GAAAGCAAAATTTGTTCCTCAGATCCATGCCCTATTGATGGTAATTTCGGTGAGTGGAATTCATGGGGAACTTGTTCTGTTGATTGTGGT

590 T G v o9 T R Q R E CDN S P K P QY G G K T C D L I G I T Q E
1801 ACCGGTGTTCAAACACGCCAAAGGGAATGTAACAGTCCAAAACCTCAATATGGTGGAAAAACATGTGATTTAATTGGAATTACTCAAGAA
TSR9
620 Q R E C K L K E C Pl I N G G F G S W s E F S A C S K L C G D
1891 CAAAGGGAATGTAAACTCAAAGAATGCCCAATAAATGGTGGATTTGGTAGCTGGAGTGAATTTTCTGCATGCTCTAAATTATGTGGTGAT

650 G v TR TR K CD Q P E P A Y G G K Y C V G T T I E T N F
1981 GGAGTACAGACTCGCACAAGAAAGTGTGATCAGCCTGAACCTGCATATGGTGGAAAATATTGTGTCGGAACAACAATTGAAACAAACTTT
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Abbildung A.7. Fortsetzung von hytsr2.

TSR10
680 c K 1 v E C P |I b GG s W S E W G P F S E C G Q S C G s T L K
2071 TGCAAAATTGTTGAATGCCCCATTGATGGAAGTTGGAGTGAATGGGGACCATTTAGTGAGTGCGGTCAAAGTTGTGGTTCTACACTTAAA

710 S R K R §$ C T N P AP QY G G KACUEGULTDTMT T A C P F
2161 TCAAGAAAAAGGTCTTGTACAAACCCAGCACCACAATATGGTGGTAAGGCCTGTGAAGGACTTGATACAATGACTACAGCATGCCCCTTT

TSRI1
740 v p C PV N G G Y G Q W S S Y S s C s KD CG Q G T R T R T
2251 GTACCATGTCCAGTTAATGGTGGATATGGACAATGGTCTAGTTACAGCAGTTGCTCAAAAGATTGTGGACAAGGTACTCGAACCAGAACA

770 R o ¢ b s P s P ANGGURNICDVF G P S S E Q I N C Y T Q
2341 AGACAATGTGACTCACCTTCACCAGCAAATGGTGGAAGAAACTGTGATGTATTTGGACCATCTAGTGAACAGATTAATTGTTATACTCAG

800 C Pl T S AV A C E A E D L NI N C ¥ G R G T I O I S A A N
2431 TGCCCAACTCAATCGGCAGTAGCCTGTGAGGCTGAAGATCTTAATATAAATTGCTATGGAAGAGGAACTATACAAATAAGCGCAGCTAAT

830 Y G R R A DHTICTRW?PNIRWNDNIRNDNTCG GNEWNS R N V V
2521 TATGGGAGAAGAGCAGACCATATATGTACAAGATGGCCTAATCGTTGGAATAGAAACTGTGGAAATGAATGGAACTCTCGCAACGTTGTT

860 T s R ¢C Q N Q9 A A C SV RAGNUEV F GD P C W G I Y K Y L
2611 ACAAGTAGATGTCAAAACCAAGCAGCCTGTAGTGTCAGAGCTGGTAATGAAGTTTTTGGAGACCCATGTTGGGGAATTTACAAATACCTT

890 E V. Q Y ¥ C S G *
2701 GAAGTACAGTATTACTGCAGTGGATAAcagactttatatgttttacaaatttgattgaattatttattttattatacattgtctaaatat

2791 atttatataaatatttgatactgatttaatatcaaagaatgtttaaattacttttattgaattaatagagtagcacatatgcaagttgaa

2881 aaaaaaaaaaaaaaaa
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Abbildung A.8. Nukleotid— und abgeleitete Aminosduresequenz von hytsr-like.
Gelb=Signalpeptid, blau=von Willebrand Faktor Typ A—Doméne. Die vertikalen Striche geben
den Beginn eines TSR (=Thrombospondin Repeat Typ I) an.

1 agtttgttgcctctttcatcaattgcttgttggttgctgaccaagacgagcaaatctaagattttctaagaagttgeccgttcatgaaaag

M K ¥ L v 6 F ¥ F I F L F A S S I V Q A
91 tagtaagaagctttaatagaaaaaggaaaaATGAAGTACTTGGTTGGCTTCTACTTTATTTTCTTATTTGCATCTTCAATAGTTCAAGCT
TSR1
21 Q I . s Q w T P Y S E C P V T C N F N N P V R T R T R T C T
182 CAAATACTCTCTCAGTGGACACCATACAGTGAATGCCCAGTTACATGCAATTTCAATAATCCTGTACGCACACGCACACGAACTTGTACT
TSR2
51 P A NL CQ GV S L F E T F P CNIRE Y s C P|E Y R L G D W
271 CCTGCAAATTTATGTCAAGGAGTTAGTCTATTTGAAACTTTTCCCTGTAACAGAGAATATTCATGTCCAGAATATAGGCTTGGTGATTGG

81 G T w s A C S E s C K AT QN Y P TR V R TR S Y CL S N S
361 GGTACTTGGAGTGCTTGTTCAGAATCATGCAAAGCAACTCAAAATTATCCAACGCGTGTTCGAACTCGTTCTTATTGTCTGAGTAATTCA

111 T s s Y ¢ ¢ T P DY M I S Y E P CNTI A A C SIS V K S C s s
451 ACATCTTCATATCAATGTACTCCTGATTATATGATTAGTTATGAACCTTGTAATATAGCAGCATGTTCATCAGTAAAGTCTTGCAGCAGT

141 L N F T F Vv F VL DS s SsS T I DT Q E W I D E K N L V L A F
541 TTAAACTTTACTTTTGTCTTTGTGTTGGATTCATCGTCCACGATTGATACTCAGGAATGGATAGATGAAAAAAATTTAGTTTTAGCTTTT

171 vV R S S A F G VN P NV DV AV VN F A S S T Q V E A D C G
631 GTTCGTAGCTCAGCATTTGGAGTTAATCCTAATGTTGATGTAGCTGTAGTAAACTTTGCTAGTAGTACTCAAGTAGAAGCTGATTGTGGT

201 T Y R S Yy S A F E T F M NNL K T I N G G T A I H R G L I A
721 ACATATCGAAGCTACTCAGCTTTTGAAACATTTATGAACAATTTGAAAACAATAAATGGTGGAACTGCCATACATAGAGGGCTTATAGCT

231 G E T AV F Q K C Q K L N NN PV I I L L T DG Y E N I DT N
811 GGAGAAACTGCATTCCAAAAATGCCAAAAACTGAATAATAATCCTGTTATAATTCTTCTTACTGATGGTTATGAAAACATAGATACAAAT

261 I b s NI A I ENIRI KN OQATLL V A G A V N E Y K K D E I
901 ATTGACAGTAACATAGCTATTGAAAATCGTATAAAAAACCAAGCGCTTTTAGTTGCAGGTGCTGTAAATGAATACAAAAAAGATGAAATA

291 p R I T S Yy I VvV D GG Q N I S ¥ S Y F A S N F T A L Y N T I G

991 GATAGAATAACAAGTTATATTGTTGATGGACAGAATATATCTTATAGTTACTTTGCTTCAAACTTTACAGCTCTTTATAACACCATTGGT
TSR3

321 N T L ¥ S R V v A R T G C E T Q |G F W T T W S A W S S C s Q

1081 AACACACTGTATTCTAGAGTTGTTGCACGGACCGGATGTGAAACTCAAGGATTCTGGACAACTTGGTCTGCTTGGAGTAGTTGTTCTCAA

351 L. ¢ 6 F T G T I QR S R S C I NPT TN K P QE D CE V V N

1171 CTTTGTGGATTTACTGGTACCATACAACGTTCTCGATCTTGTATAAATCCAACTACAAATAAACCTCAAGAAGACTGTGAAGTAGTTAAT
TSR4

381 N I A N L D ¥ M T CVF Q P C TS S F S E W S S W S A C S A S

1261 AATATAGCTAACCTTGACTTTATGACCTGTTTTCAGCCATGTACTTCCTCATTTTCTGAATGGAGTTCTTGGAGTGCTTGCTCAGCAAGC

411 ¢c R L DS GG©P P T T TR F R T CS S G L G s C I G s L s E T

1351 TGCCGATTAGATAGTGGTCCTCCAACTACAACTCGGTTTAGAACATGTTCTTCTGGGCTTGGATCTTGTATTGGATCTTTATCAGAGACT
TSRS

441 L E C N T N T P C Q|G T L S L W G L W G L C S A s C Q L T S

1441 CTAGAATGCAACACAAATACTCCTTGTCAAGGCACATTATCTTTGTGGGGATTATGGGGACTGTGTTCAGCTTCCTGTCAATTAACATCA

471 v L. »p T 9 @ R S R V C V G AT L G GG N C D G Q S T V D S Q S

1531 GTATTACCAACTCAACAACGATCTCGTGTITTGTGTTGGAGCAACTCTTGGAGGAAATTGTGATGGACAATCTACTGTTGATTCACAAAGT
TSR6

501 c N V G I Y C P |G s I s D W S S W G A C s DV CNNL I T P

1621 TGCAATGTTGGAATTTATTGTCCTGGAAGTATATCAGATTGGAGTTCATGGGGCGCATGCTCTGATGTTTGTAATAATCTTATTACACCA

531 P s ¢ T R S R S C I G Y s T wD P T Y L G C P s I S R T E Q
1711 CCTTCTCAAACCAGAAGTCGATCTTGTATTGGATATTCAACATGGGATCCTACCTATTTGGGTTGTCCTAGTATTTCAAGAACTGAACAA

TSR7
561 Q P C N I N I G C Sl G T Yy 6 s w s A W S sS C S E S C Q s N I
1801 CAACCTTGCAATATTAACATTGGTTGTTCAGGTACATATGGCTCTTGGAGTGCATGGAGTAGTTGCTCAGAAAGCTGTCAGTCTAATATT

591 N V s p F Q T @ T R @ C L G A T I GG G C S G P s S Q T Q N

1891 AATGTGTCTCCATTTCAAACTCAAACTAGACAGTGTTTAGGAGCTACAATAGGAGGTGGTTGTTCTGGACCAAGTTCTCAAACTCAAAAC
TSR8

621 c NV Q Vs CcC P|G S L s DWAAWG G AT CSA S COQUL G L I V

1981 TGCAATGTGCAAGTGTCTTGTCCTGGTAGTTTAAGTGATTGGGCAGCATGGGGAGCTTGCTCAGCCTCTTGTCAACTTGGCCTTATTGTT

651 p oo ¢ T S T R T C S GA S F G GGNCNGA AV L T Q T K N C N
2071 CCTCAACAAACCAGTACCCGCACTTGTTCTGGTGCTTCGTTTGGTGGTAATTGTAATGGAGCAGTTTTAACTCAAACTAAAAACTGTAAT
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Abbildung A.8. Fortsetzung 1 von hytsr-like.
TSR9
681 A E V L C P |G v L. T b W T A W G V C s A T C N T @Q V N G P F
2161 GCAGAGGTTTTATGTCCAGGAGTATTAACTGATTGGACTGCATGGGGCGTATGTTCTGCCACGTGTAATACTCAAGTCAATGGACCATTC

711 Q T R DR S CV G F S T WN PN F A GCV GATIRNE Q Q L

2251 CAAACTAGAGATCGATCTTGTGTTGGTTTTTCTACATGGAATCCAAATTTTGCGGGTTGTGTTGGTGCTACTAGAAACGAGCAACAACTT
TSR10

741 cC N Q N V P C P |G N Y G A WATWG S C S E s C Q S N V N I

2341 TGTAATCAAAATGTTCCATGTCCAGGTAATTATGGTGCATGGGCTACATGGGGATCCTGCTCAGAATCATGTCAATCTAATGTTAATATA

771 A P F QT T R S C L GA TLNGGCP G A S S Q T Q N C N

2431 GCTCCATTTCAAACTCAGACTAGGTCATGTCTCGGTGCTACATTAAATGGTGGATGTCCTGGAGCAAGTTCTCAAACTCAAAACTGTAAT
TSRI11

801 v G v s C P |G I .L.s L W G A W G A C T A S C Q V s F T s P T

2521 GTTGGAGTTTCTTGTCCAGGCATTTTAAGTTTATGGGGAGCATGGGGAGCATGTACAGCAAGTTGTCAAGTAAGTTTTACTTCACCTACT

831 Q T R N R Q C N G AT F N G N C NG L ML T D T Q N C N E Q

2612 CAAACAAGAAATCGTCAATGTAATGGTGCTACTTTTAATGGCAATTGTAATGGATTAATGTTGACTGATACTCAAAATTGCAATGAGCAA
TSR12

861 v Y C P |G T I S bW S s w S Vv Cc s A S CNNTILV TV P S QT

2701 GTITTACTGTCCAGGAACAATATCGGATTGGAGTTCTTGGAGTGTATGTTCTGCATCTTGTAACAATCTTGTTACTGTACCATCTCAAACT

891 R TR S C S G F S T wWwW D P T Y TG C P G I TR S E Q I s C N

2791 AGAACTCGATCATGTTCTGGGTTTTCTACTTGGGATCCTACCTATACAGGTTGTCCTGGTATCACTAGAAGTGAACAAATTTCTTGTAAT
TSR13

921 A N V G C P |G T Y NA W N AW S T C S E S C Q S N S N L A P

2881 GCAAATGTTGGTTGTCCTGGTACTTATAACGCATGGAATGCATGGAGTACTTGCTCAGAATCTTGCCAATCTAATTCAAATTTAGCACCT

951 F Q0 T Q T R Q C I G A T L GAGC V G P S S Q T Q N C N V G
2971 TTCCAAACTCAGACTAGACAATGTATAGGTGCAACACTAGGAGCTGGTTGTGTTGGGCCTAGTTCTCAAACTCAAAACTGCAATGTAGGA
TSR14
981 v s C P |G I LS b WA AW GA AT CSA S COQUL E F V V P Q QT
3061 GTGTCTTGTCCAGGTATTTTAAGTGATTGGGCTGCATGGGGAGCCTGCTCAGCCTCTTGTCAACTTGAATTTGTTGTTCCTCAACAAACC

1011 s I R T C s G A S F G GGNCNGA AV L T QS KNCNAZE V L

3151 AGTATCCGCACTTGTTCTGGTGCTTCGTTTGGTGGCAATTGTAATGGAGCAGTTTTAACTCAATCTAAAAACTGTAACGCAGAAGTTTTA
TSR15

1041 c P |G v L T b w TAWS GV CS AT CNTQV N G P F Q T R D

3241 TGTCCAGGAGTATTAACTGATTGGACTGCATGGGGCGTATGTTCTGCCACGTGTAATACTCAAGTCAATGGACCATTCCAAACTAGAGAT

1071 R s ¢C Vv G F s T WDNPNFAGCV GGATI RN EOQOQOILCNQN

3331 CGATCTTGTGTTGGTTTTTCTACATGGAATCCAAATTTTGCGGGTTGTGTTGGTGCTACTAGAAACGAACAACAACTTTGTAATCAAAAT
TSR16

1101 v P C Sl G N Y G A WA AWG S C S E S CQ S N VN I A P F Q

3421 GTTCCATGTTCAGGTAATTATGGTGCATGGGCTGCATGGGGATCCTGCTCAGAATCATGTCAATCTAATGTTAATATAGCTCCATTTCAA

1131 T ¢ T R s ¢ L G A T L NGGTCUP GAS s Q T N C N V G V s
3511 ACTCAGACTAGGTCATGTCTCGGTGCTACATTAAATGGTGGATGTCCTGGAGCAAGTTCTCAAACTCAAAACTGTAATGTTGGAGTTTCT
TSR17

1161 c P |G I LS L W G AW G ACTA S COQUL S F T S P T Q T R N

3601 TGTCCAGGCATTTTAAGTTTATGGGGAGCATGGGGAGCATGTACAGCAAGTTGTCAATTAAGTTTTACTTCACCTACTCAAACAAGAAAT
TSR18

1191 R 0 C N GATFNGWNICNGILMIL TDT QN CNE Q V Y C Pl

3691 CGTCAATGTAATGGTGCTACTTTTAATGGCAATTGTAATGGATTAATGTTGACTGATACTCAAAATTGCAATGAGCAAGTTTACTGTCCA

1221 G T I1 S b wW S s Ww s Vv Cc s A S CNNILV TV P S Q T R T R S
3781 GGAACAATATCAGATTGGAGTTCTTGGAGTGTATGTTCTGCATCTTGTAACAATCTTGTTACTGTACCTTCTCAAACTAGAACTCGTTCA

1251 c s GG F s T wW D P T Y T G C P G D TR S E Q I S C N A N V G
3871 TGTTCTGGGTTTTCTACTTGGGATCCTACCTATACAGGTTGTCCTGGTGACACTAGAAGTGAACAAATTTCTTGTAATGCAAATGTTGGT
TSR19

1281 cC P |G T Y NA WNAW S T C S E S C Q S N S N L A P F Q T Q

3961 TGTCCTGGTACTTATAACGCCTGGAATGCATGGAGTACTTGCTCAGAATCTTGCCAATCTAATTCAAATTTAGCACCTTTCCAARACTCAG
TSR20

1311 T R Q ¢C I G A T L GAGTCV G P S s QT N C NV G V s C P

4051 ACTAGACAATGTATAGGTGCAACACTAGGAGCTGGTTGTGTTGGGCCTAGTTCTCAAACTCAAAACTGCAATGTAGGAGTGTCTTGTCCA

1341 G I L s T WA V W GGAC S A S C QUL DL I V P Q Q T S T R T
4141 GGTATTTTAAGTACTTGGGCTGTATGGGGAGCCTGCTCAGCCTCTTGTCAACTTGACTTAATTGTTCCTCAACAAACCAGTACCCGCACT
TSR21
1371 c s 6 GG s L G GGNCNGA AV L T QT K N CDN A E V L C Pl G V
4231 TGTTCTGGTGGTTCTCTAGGTGGTAATTGTAATGGAGCAGTTTTAACTCAAACTAAAAACTGTAATGCAGAAGTTTTATGTCCAGGAGTA
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Abbildung A.8. Fortsetzung 2 von hytsr-like.

1401 L T b wA AW S T C S A S CNT L V NG G P I 0 T R T R T C
4321 TTAACTGATTGGGCTGCATGGAGCACATGTTCTGCATCGTGTAATACTCTAGTCAATGGTGGACCAATTCAAACTAGAACTCGAACTTGT

1431 N G F S T WN PN F L G CT GA S RN EOQ OQ UL CN QL V P C
4411 AATGGTTTTTCTACATGGAATCCAAACTTTTTGGGTTGTACTGGTGCTAGTAGGAATGAACAACAGTTATGTAATCAACTTGTTCCATGT
TSR22

1461 Pl G F Y T A WS AW ST CSESs CQQ SN VN S s P T Q F H T

4501 CCAGGTTTTTATACTGCTTGGTCAGCATGGAGTACTTGTTCTGAATCATGTCAATCTAATGTTAATAGTTCTCCCACTCAGTTTCACACA
TSR23

1491 R N C VN F T LN GG CV GL s s E T Q N CN F Q V s C Pl G

4591 AGAAATTGTGTTAACTTTACATTGAATGGTGGTTGTGTTGGCCTAAGTTCTGAAACTCAAAATTGCAATTTCCAAGTATCATGTCCAGGG

1521 p L. T o Ww s T w s s CcC s @ s CcC o I s s Vv Vv P T MT R N R N C
4681 GATCTTACACAGTGGTCAACATGGTCTTCATGCAGTCAGTCTTGCCAGATTAGCTCAGTAGTACCAACAATGACCAGAAATCGAAATTGT
TSR24
1551 L N P T F G GNC QG QS L T™ODVMS CNAG V V C P |G Q L
4771 TTAAATCCTACTTTTGGTGGTAATTGTCAAGGACAATCACTTACAGATGTAATGTCATGTAATGCAGGCGTAGTATGTCCAGGTCAATTG

1581 T pbw T s w s @ ¢C p A T COQQA AV G Q F NMOQYR S R Q C V

4861 ACTGATTGGACATCATGGAGTCAATGTCCAGCTACATGTCAACAAGCAGTTGGTCAATTTAATATGCAGTACAGATCAAGACAATGTGTT
TSR25

1611 N T T T GNCG GA S L NDQV V CV RDV P C P|IG I L G Q

4951 AATACAACTACTGGAAATTGTGGTGGAGCTTCGTTAAACGATCAAGTTGTTTGTGTTAGAGATGTTCCTTGTCCTGGTATACTTGGCCAA

1641 w s T w s T C s E s C R S N L L I A P S Q TR T R T C T T A

5041 TGGAGCACTTGGAGTACGTGTTCAGAGTCTTGTAGAAGCAACTTGTTGATAGCCCCATCTCAAACTAGAACCAGAACATGCACAACAGCT
TSR26

1671 T .L.G A NCG GA S L V E S L T CDNA ANV G C Pl G VvV W T S W

5131 ACACTTGGTGCCAATTGTGGTGGTGCTTCCCTTGTTGAATCCCTCACTTGTAATGCTAATGTAGGATGTCCTGGTGTTTGGACCAGTTGG

1701 G p F T DCS A S C Qs T GNTI I P T Q S R QR F C V N N T

5221 GGACCATTTACTGATTGCTCTGCATCTTGCCAGTCTACTGGTAATATTATTCCAACTCAATCGCGTCAAAGGTTCTGTGTTAATAACACT
TSR27

1731 L b GG p C P S DNNGDI K I Q TV QCNV G V I C P |V R G T

5311 CTTGATGGACCTTGTCCTTCTGATAATAATGGTGATAAAATCCAAACTGTTCAATGTAATGTTGGAGTTATTTGTCCAGTAAGAGGAACT

1761 W G A W G D W S s C s A S CDAGILTI QR S RAC S V P Y P
5401 TGGGGTGCTTGGGGTGATTGGTCTTCATGCAGTGCAAGTTGTGATGCTGGTCTTATTCAAAGATCACGAGCATGCTCAGTTCCTTACCCA

1791 I 66 A G DDOCTIGNTTQQTL P CIKIL F D CP|K S C A I A K
5491 ATAGGGGCTGGTGATGATTGTATTGGCAACACTACGCAAACTCTTCCGTGTAAACTGTTTGACTGTCCAAAATCATGTGCTATTGCTAAA

1821 R ¢C N C S QV K QW S s Vv p T F D Q F Q S R G L T L G G I E
5581 CGCTGCAACTGTTCTCAAGTTAAACAATGGTCTITCTGTTCCTACATTTGACCAATTTCAATCAAGAGGCTTAACTCTCGGAGGAATTGAA

1851 T v L G Y L s s Y GG D DT VD KA AT COQA AT CNTMMT L T T L R
5671 ACCGTGCTTGGATATTTAAGTTCATACGGAGATGATACTGTTGATAAAGCATGTCAAGCTTGCAACACTATGATGTTAACCACATTGAGA

1881 s N v A D QL T Q A KA A RA K L E L I K N D L R D V I Y C
5761 TCGAATGTTGCTGATCAGTTAACTCAAGCTAAGGCTGCAAGAGCAAAACTTGAATTAATTAAAAATGATTTACGTGACGTCATCTACTGT

1911 N G VI L N NP G L WNL Y DL L F ERATMUL D G V I I E
5851 AATGGAGTAATTTTGAACAATCCGGGTTTATGGAACCTCTACGATTTATTATTTGAGCGAGCAACCATGTTAGACGGGGTTATTATAGAG

1941 L N A I ¥ L RF DA ATILT s CQ S Y G W I HQ T F K T I L R
5941 TTAAACGCTATTTACTTACGTTTTGATGCTGCGTTGACTTCTTGTCAATCGTACGGTTGGATACATCAAACCTTCAAAACAATTTTACGC

1971 K ¢ T F *
6031 AAATGCACCTTTTARaatgattttttaaaatacatatacatacgtttttctattttcttactgaatgcaatatgtgtaaactaaacacat

6122 ttattcaatcttgtatttttatgtatgcacttatttagtcattaattttttaagttacaatatagtaaaaaaaa
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A Anhang

Abbildung A.9. Nukleotid— und Aminosiduresequenz von hychdlAIGFBP. Hellblau=N-
terminaler HyChdl-Bereich, das Signalpeptid ist umrandet; griin=myc-tag; lila=Follistatin-
like; hellgriin=unbekannter Repeat-Typ; gelb=van Willebrand Faktor C-Doméne (vWC); hell-

gelb=divergente vWC.

hychdIAIGFBP
BamHI
1 | IM XK L .. L L 0 L L F F G V Y s|«x
1 IGATCCTGGTACCATGAAACTGTTACTTTTGCAATTATTATTCTTTGGAGTTTACAGCAAA
17 P A T K VvV I L DA S DI XK T C P P CNUR F
61 CCCGCTACAAAAGTAATTCTAGATGCATCTGATAAAACCTGTCCTCCCTGCAATCGATTT
¢ i ME QKL ISEEDLNEMEQEKTL
121 AAAGCTATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGCAAAAGCTC
4 I $ EEDLNEMEGOQZEKTLTISETEDLN
181 ATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAAT
7 EMEQKILTISETETDTLNTEMESTLG D
241 GAAATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGAGCTTGGGCGAC
EcoRI
59 'L T M E Q KL I S EEDL|IN s ¢ =
301 CTCACCATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATTCAGGGCGCTGTGAGACA
 E L CS§ ST TCGREHEQWECEKYDNE L
361 GAGCTTTGCAGCAGTACAACATGCGGAAGGCATCAGTGGTGTAAGGTTGATAATGAGTTA
. P TCFCRNDCESDEETEKTLTC CDND,
421 CCAACATGTTTTTGCAGAAATGACTGTGAATCGGATGAAGAAAAGTTGTGTGATAATGAT
157 K L O QO K
481 GGTAATAAGTATAAAAACATATGTGAACTGCGCAGTAAAGAATGTAAACTCCAACAAAAA
177 I P HF S C K DOCO QU RTOAZE S K L E T I
541 ATTCCGCACTTTTCATGCAAAGATTGCCAACGTACTGCAGAAAGTAAATTAGAAACAATT
197 E S G VvV v L. N T S R M C¢C E K E E C V N G
601 GAGTCTGGTGTTGTTCTAAACACATCCAGGATGTGTGAAAAAGAAGAATGTGTAAATGGG
217 VvV F K v $ L DN T C L K A E G F T C S E
661 GTATTTAAAGTATCATTAGACAATACTTGTTTAAAGGCAGAAGGTTTTACTTGTTCGGAA
237 G S N I H o D I T C P V G Y Y C N I T K
721 GGTTCAAACATTCATCAGGATATCACCTGCCCAGTAGGATATTACTGTAATATAACAAAA
257 L E L N P E Y G Y P N L G Q C S A I D S
781 TTAGAGCTTAACCCTGAGTATGGATATCCAAATCTTGGACAATGTTCTGCAATTGATAGC
277 S E v ¢ K L A P DT GATCVY A Y F P R W
841 TCTGAAGTTTGTAAACTTGCACCAGATACTGGTGCTTGCTACGCTTATTTTCCAAGATGG
397 H F DI S TG T OCU KU ET FI Y G G C QO G N
901 CATTTTGACATTTCTACTGGTACTTGCAAAGAGTTTATTTATGGTGGTTGCCAGGGTAAC
317 XK N N F K S K D E C L R L C G D R D K P
961 AAAAATAATTTCAAGTCAAAAGATGAATGTCTTAGATTGTGTGGAGATAGAGATAAGCCT
337 L A A M P M N A F P F V G M P M F P F A
1021 TTAGCAGCAATGCCAATGAATGCGTTTCCTTTTGTGGGTATGCCAATGTTTCCTTTTGCT
357 G K VvV Q ER PM S DX S M T I S G L V I

1081

GGCAAAGTCCAGGAAAGACCAATGAGTGATAAATCAATGACCATAAGTGGATTAGTTATT
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377
1141

397
1201

417
1261

437
1321

457
1381

477
1441

497
1501

517
1561

537
1621

557
1681

577
1741

597
1801

617
1861

637
1921

657
1981

677
2041

697
2101

717
2161

737
2221

757
2281

Abbildung A.9. Fortsetzung 1 von hychdIAIGFBP.
L P o T I o I P P K[ SICNEIVIVIEIENGIDI

TTACCACAAACCATCCAAATTCCTCCAAAATCGTGTTTAGTTGTTCATTTCCAAGATGTC

ACTTTAGCAGATGTTGCATCCCGGATTATAGCTACTCAAATTGTACATTTTTCTGAGGTC

ACCACTAAAGATGTAATTGATTATAAGATTAATAGTAAGATGCCCTTACCAGAAGATATC

GGTAGAATATACTCTGTTAGAGCATTTCTAAACATTGGTTGGTGCAGCAGAACAGTAGAT

GATGGTAGATCTATTCAAAAGAAAGATTATCTTTCAGATGAGAGAACCACAGTTATGTTA

'S NDKDEYTIZXKDITIZXCYDCTDEXK

AGTAATGACAAAGATGAATATATAAAAGATATTACTATAAAATGTTATGACTGTGATAAA

T b L L T D I O M G F P M E E P E F E L
ACAGATTTGCTTACTGATATACAAATGGGATTTCCAATGGAAGAACCTGAATTTGAACTA

E K K E E s D F S G D D D T D S K F P Y
GAAAAGAAAGAAGAATCTGATTTTAGTGGTGATGATGATACGGATTCCAAATTTCCTTAT

b 6 p 0 M S s TV I E I R G S V K F S N
GATGGACCTCAAATGAGCAGCACTGTGATAGAAATAAGAGGTTCAGTTAAATTCTCTAAT

I T E s v L k k D [SICHLIW IS Ls DV T

ATCACTGAAAGTGTATTAAAAAAAGATTCTTGCCTTTGGATCTCTTTGAGTGATGTCACA

TTACAAGACGCAAAATCTATAACTCTTTCTTCAACATTTATGGATATGTCGTTCTACAAA

GTAGGTAAAAGTATTCAATATGTTCTTCAGTCAATGAAACCGATGAATGAAGAATTGAGT

CGTACTTATGTGGTTCAAGCTGTCTTAAATAACGGATGGTGTTATAAAAAAGGTTCAGAT

AAATGGCTCAAAAAAGGGGATTTTTTAAATACAGTAACCCACACTATTAATCTAAATAAG

T K E
GAATCAAACAGCTATAATTTAGATGTTAACGTAATATGCTATGAATGTGAAACCAAAGAA

p L. s s A S K S L NN GNEMM W V N G
GATTTATCATCGGCCTCAAAATCTCTAAATAATGGTAATGAAATGATGTGGGTAAATGGT

T L ¥ F P D V P K V N A S
ACATTATTCTTTCCTGATGTACCTAAAGTCAATGCATCGTCTTGCTTGATAGTTTCATTC

AGAGATGTTTCTATTGCTGATTATAAGTCAAAAACTCTCGCCATGCTTGTGTTAAGCGTA

TCACAATTTAAAGACAAAGAATATAACTATGTTCTCCAGATAAAAAAGCCATCCGATTTA

TCTGGACGTTTTAGTGTACATGCAGTACTAAATGTAAACTGGTGCTCGTCAGATTCATCT
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Abbildung A.9. Fortsetzung 2 von hychdIAIGFBP.

777 Q K w I E K G D Y L T VvV T S Y O V D L K
2341 CAAAAATGGATTGAAAAAGGAGACTACTTGACAGTTACTTCTTACCAAGTTGATCTTAAA

797 E N TN T Y S Q DV H L I C Y S C I S S
2401 GAAAATACAAACACTTATAGCCAAGATGTGCACCTAATTTGTTACAGCTGTATATCAAGT

817 s ¢ K E bD s K K F €C L D K K N N I T R K
2461 TCTCAGAAAGAAGATAGCAAAAAGTTTTGCCTGGATAAAAAAAATAACATAACTCGCAAA

837 H D E T W L A D P C T T C V C D D G F S
2521 CACGATGAAACATGGCTAGCTGATCCATGTACTACATGTGTGTGTGATGATGGATTTTCA

857 A C A I K S C V S N C P T P I P K P G E
2581 GCCTGTGCAATTAAAAGTTGTGTGTCTAACTGCCCTACACCAATTCCAAAACCAGGAGAA

877 c ¢ s g ¢ s s T C L Y E N K F Y N E G D
2641 TGTTGTTCTCAATGCTCAAGTACATGTTTATATGAAAATAAATTTTACAATGAAGGAGAT

897 E w s p D S C T K C N C I N G E K L C S
2701 GAATGGTCCCCAGATTCATGTACTAAATGCAATTGCATTAATGGGGAGAAATTATGCTCA

917 v v D C L P D S M L P C K N P V L I E G
2761 GTTGTTGATTGTCTACCAGATAGCATGTTGCCGTGCAAAAATCCTGTGTTGATAGAAGGT

937 N ¢ ¢ R S C P I L. M S S P V K Q E C F Y
2821 AATTGTTGCAGATCATGTCCTATACTGATGTCATCACCAGTAAAACAAGAATGTTTCTAT

957 E o T N K T ¥ 0 D G D E W T S P D F C A
2881 GAACAAACAAACAAAACTTATCAAGATGGTGATGAGTGGACTTCGCCAGATTTTTGCGCT

977 s ¢ v CcCDbD K G N T M C A T P M C A L P P
2941 TCATGTGTTTGTGACAAAGGTAATACCATGTGTGCAACACCAATGTGTGCTTTACCTCCG

979 c s E b K I I N I P G R C C P I C P E T
3001 TGCTCAGAAGATAAGATAATTAATATTCCAGGCAGATGTTGCCCTATTTGTCCTGAGACA

1017 N v ¢ K DL N T N R A Y T E G E I W QO N
3061 AATGTTTGTAAAGACCTTAACACCAATCGAGCATATACTGAGGGAGAAATATGGCAAAAT

1037 s b ¢ NV CR C T S N D T V C E K P L A
3121 TCAGATTGTAATGTTTGTAGATGTACTTCAAATGACACAGTTTGTGAAAAACCATTAGCT

1057 b Yy E S ¢C EN K V K L T K N C P A F C F
3181 GATTATGAAAGTTGTGAAAACAAGGTTAAGTTAACAAAAAATTGTCCTGCATTCTGCTTT

1077 I E T b s K p K C E D S S N Y Y S V G Q
3241 ATTGAAACGGACAGCAAGCCTAAATGTGAAGATAGTAGTAATTATTACTCAGTCGGACAA

1097 E I E R D CN K C I C V E Q G K W E C T
3301 GAAATAGAAAGAGATTGCAATAAATGTATATGTGTTGAGCAAGGCAAATGGGAATGTACT

1117 K R s ¢ p I M I E G L P S G A T D E A E
3361 AAACGTAGTTGTCCTATTATGATAGAGGGCTTACCATCTGGAGCAACAGATGAAGCTGAA

1137 vV A D D G P *
3421 GTAGCAGATGATGGTCCATGAC

Xhol
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Abbildung A.10. Nukleotid— und Aminosduresequenz von hychdIA Nlinker. Hellblau=N—
terminaler HyChdl-Bereich, das Signalpeptid ist umrandet; griitn=myc-tag; gelb=van Willebrand
Faktor C-Doméne (vWC); hellgelb=divergente vWC.

hychdIANlinker

BamHI

1 D P G TI|M K L L L L Q L L F F G V Y S]]k
1 IGATCCTGGTACCATGAAACTGTTACTTTTGCAATTATTATTCTTTGGAGTTTACAGCAAA

17 p A T K Vv I L. D. A s D K T C P P C N R F
61 CCCGCTACAAAAGTAATTCTAGATGCATCTGATAAAACCTGTCCTCCCTGCAATCGATTT

37 K A
121 AAAGCTATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGCAAAAGCTC

57
181 ATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAAT

77
241 GAAATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGAGCTTGGGCGAC
EcoRI
97 S 0 < = D S
301 CTCACCATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATTCTCAGAAAGAAGATAGC

117 K K ¥F ¢ L D K K N N I T R K H D E T W L
361 AAAAAGTTTTGCCTGGATAAAAAAAATAACATAACTCGCAAACACGATGAAACATGGCTA

137 A D P CT T CV C DD G F s A CA I K S
421 GCTGATCCATGTACTACATGTGTGTGTGATGATGGATTTTCAGCCTGTGCAATTAAAAGT

157 c v s N C P T P I P K P G E C C S Q C 8
481 TGTGTGTCTAACTGCCCTACACCAATTCCAAAACCAGGAGAATGTTGTTCTCAATGCTCA

177 s T ¢ L Y E N K F ¥ N E G D E W S P D S
541 AGTACATGTTTATATGAAAATAAATTTTACAATGAAGGAGATGAATGGTCCCCAGATTCA

197 ¢c T K C N C I N G E K L C s VvV VvV D C L P
601 TGTACTAAATGCAATTGCATTAATGGGGAGAAATTATGCTCAGTTGTTGATTGTCTACCA

217 p s M L p C K N P V L I E G N C C R S C
661 GATAGCATGTTGCCGTGCAAAAATCCTGTGTTGATAGAAGGTAATTGTTGCAGATCATGT

237 p I L. M S S P V K QQ E C F Y E QO T N K T
721 CCTATACTGATGTCATCACCAGTAAAACAAGAATGTTTCTATGAACAAACAAACAAAACT

257 Yy o b G DE W T S P D F CA S C V C D K
781 TATCAAGATGGTGATGAGTGGACTTCGCCAGATTTTTGCGCTTCATGTGTTTGTGACAAA

277 G N T M CA T P M CA L P P C s E D K I
841 GGTAATACCATGTGTGCAACACCAATGTGTGCTTTACCTCCGTGCTCAGAAGATAAGATA

297 I N I P G R C C P I C P E T N V C K D L
901 ATTAATATTCCAGGCAGATGTTGCCCTATTTGTCCTGAGACAAATGTTTGTAAAGACCTT

317 N T N R A Y T E G E I W Q N s D C N V C
961 AACACCAATCGAGCATATACTGAGGGAGAAATATGGCAAAATTCAGATTGTAATGTTTGT

337 R ¢C T s N D T V C E K P L A D Y E S C E
1021 AGATGTACTTCAAATGACACAGTTTGTGAAAAACCATTAGCTGATTATGAAAGTTGTGAA

357 N K v K L. T K N ¢ P A F C F I E T D S K
1081 AACAAGGTTAAGTTAACAAAAAATTGTCCTGCATTCTGCTTTATTGAAACGGACAGCAAG

377 P K C E D S S N Y Y s V G Q E I E R D C
1141 CCTAAATGTGAAGATAGTAGTAATTATTACTCAGTCGGACAAGAAATAGAAAGAGATTGC

397 N K ¢ I ¢C V E Q G K W E C T K R S C P I
1201 AATAAATGTATATGTGTTGAGCAAGGCAAATGGGAATGTACTAAACGTAGTTGTCCTATT

417 M I E 6 L P S G A T D E A E V A D D G P
1261 ATGATAGAGGGCTTACCATCTGGAGCAACAGATGAAGCTGAAGTAGCAGATGATGGTCCA

437 *
1321 TGAC
Xhol
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Abbildung A.11. Nukleotid— und Aminosduresequenz von hychdlANFol. Hellblau=N—-
terminaler HyChdl-Bereich, das Signalpeptid ist umrandet; griin=myc-tag; violett=IGFBP. Die
Darstellung ist verkiirzt; siehe A.9.

hychdIANFol
BamHI
1,0 P 6 T[M K L L L L Q L L F F G V Y S| K
1 |[GATCCTGGTACCATGAAACTGTTACTTTTGCAATTATTATTCTTTGGAGTTTACAGCAAA
Clal
17 rPp A T K Vv I L D A S D K T C P P C N|JR F
61 CCCGCTACAAAAGTAATTCTAGATGCATCTGATAAAACCTGTCCTCCCTGCAATICGATTT
4 2 &M EQKLISEEDTLNEMNEQK I
121 AAAGCTATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGCAAAAGCTC
9 IS EEDLNEMNEOEKTLTISETED LN
181 ATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAAT
77 EMEQ K L I SEETDTLINTEME S L G D
241 GAAATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGAGCTTGGGCGAC
EcoRI
97 C P P C NJ
301 CTCACCATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATTCCTGTCCTCCCTGCAAT
" EECPTLDEKCDTFGTVKEE KT CG C|
361 GAAGAATGCCCAACTTTAGACAAATGTGATTTTGGAACAGTAAAAGAAAAATGTGGTTGC
7 C KV CIRNESGDTITCGGTINETIY G
421 TGTAAGGTTTGCATTCGAAATGAAGGAGATATTTGTGGTGGAATTAATGAAATTTATGGA
157 NN < v R H P F s L K N L N
481 GTTTGCAAAGAAGGCTTAGTTTGTAAAGTTCGACATCCGTTTTCTCTTAAAAATTTAAAT
Spel
177 L E M s D K|L VvV Q K I P H F S C K D C 0Q
541 CTAGAGATGTCAGATAAACTAGTACAAAAAATTCCGCACTTTTCATGCAAAGATTGCCAA
197 R T A E S K L E T I E S G VvV V L N T S R
601 CGTACTGCAGAAAGTAAATTAGAAACAATTGAGTCTGGTGTTGTTCTAAACACATCCAGG
217 M ¢C E K E E C VvV N G V F K V S L D N T C
661 ATGTGTGAAAAAGAAGAATGTGTAAATGGGGTATTTAAAGTATCATTAGACAATACTTGT
237 L K A E G F T C S E G S N I H @ D I T C
721 TTAAAGGCAGAAGGTTTTACTTGTTCGGAAGGTTCAAACATTCATCAGGATATCACCTGC
257 P Vv Gy ¥y ¢ N I T X L E L N P E Y G Y P
781 CCAGTAGGATATTACTGTAATATAACAAAATTAGAGCTTAACCCTGAGTATGGATATCCA
277 N L G 9 ¢C s A I DS S E VvV C K L A P D T
841 AATCTTGGACAATGTTCTGCAATTGATAGCTCTGAAGTTTGTAAACTTGCACCAGATACT
297 G A C Y A Y F P R W HPF D I S T G T C K
901 GGTGCTTGCTACGCTTATTTTCCAAGATGGCATTTTGACATTTCTACTGGTACTTGCAAA
317 FE F I ¥ G G C Q G N K N N F K S K D E C
961 GAGTTTATTTATGGTGGTTGCCAGGGTAACAAAAATAATTTCAAGTCAAAAGATGAATGT
337 L R L ¢ G DR DK P L A A M P MN A F P
1021 CTTAGATTGTGTGGAGATAGAGATAAGCCTTTAGCAGCAATGCCAATGAATGCGTTTCCT
357 F v G M P M F P F A G K V Q E R... G p *
1081 TTTGTGGGTATGCCAATGTTTCCTTTTGCTGGCAAAGTCCAGGAAAGA. ..GGTCCATGAC

Xhol
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Abbildung A.12. Nukleotid— und Aminosduresequenz wvon hychdIAN. Hellblau=N-
terminaler HyChdl-Bereich, das Signalpeptid ist umrandet; griin=myc-tag. Die Darstellung ist
verkiirzt; sieche A.9.

hychdIAN
BamHI
1 IM K L L. L, L, 0 L L F F G V Y S|K
1 |GATCCTGGTACCATGAAACTGTTACTTTTGCAATTATTATTCTTTGGAGTTTACAGCAAZ—\

Clal
17 P A T K v I L D A S D K T C P P C NJ|R F
61 CCCGCTACAAAAGTAATTCTAGATGCATCTGATAAAACCTGTCCTCCCTGCAATLCGATTT

37 K A
121 AAAGCTATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGCAAAAGCTC

57
181 ATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAAT

77 EMEQ KL I SEETDTLNTEWME S L G D

241 GAAATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGAATGAAATGGAGAGCTTGGGCGAC
EcoRI

97 K L 0 0 K

301 CTCACCATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGACTTGRATTCTAAACTCCAACAAAAA

|

117 I p H F s ¢C K b C Q R T A E S K L E T I
362 ATTCCGCACTTTTCATGCAAAGATTGCCAACGTACTGCAGAAAGTAAATTAGAAACAATT

137 E s 6 vv L NT S RMCEKEE C V N G
421 GAGTCTGGTGTTGTTCTAAACACATCCAGGATGTGTGAAAAAGAAGAATGTGTAAATGGG

157 v ¥F K v s L D N T C L K A E G F T C S E
481 GTATTTAAAGTATCATTAGACAATACTTGTTTAAAGGCAGAAGGTTTTACTTGTTCGGAA

177 G s N I H ¢ D I T C P V G Y Y C N I T K
541 GGTTCAAACATTCATCAGGATATCACCTGCCCAGTAGGATATTACTGTAATATAACAAAA

197 L E L N P E Y G Y P N L G Q C S A I D S
601 TTAGAGCTTAACCCTGAGTATGGATATCCAAATCTTGGACAATGTTCTGCAATTGATAGC

217 s E v C K L. AP DTGATCY AY F P R W
661 TCTGAAGTTTGTAAACTTGCACCAGATACTGGTGCTTGCTACGCTTATTTTCCAAGATGG

237 H r D I S T G T C K E F I Y G G C Q G N
721 CATTTTGACATTTCTACTGGTACTTGCAAAGAGTTTATTTATGGTGGTTGCCAGGGTAAC

257 K NN F K S K D E C L R L C G D R D K P
781 AAAAATAATTTCAAGTCAAAAGATGAATGTCTTAGATTGTGTGGAGATAGAGATAAGCCT

277 L A A MPMNAF P F V GM P M F P F A
841 TTAGCAGCAATGCCAATGAATGCGTTTCCTTTTGTGGGTATGCCAATGTTTCCTTTTGCT

297 G K v ER P M S D K s M T I S G L V I
901 GGCAAAGTCCAGGAAAGACCAATGAGTGATAAATCAATGACCATAAGTGGATTAGTTATT

317 L p 0 T I Q I P P K S C L V V HF Q D V
961 TTACCACAAACCATCCAAATTCCTCCAAAATCGTGTTTAGTTGTTCATTTCCAAGATGTC

337 T L. A DV A S R I I A T @Q I V H F S E V
1021 ACTTTAGCAGATGTTGCATCCCGGATTATAGCTACTCAAATTGTACATTTTTCTGAGGTC

357 T T K DV I DY K I N S KM P...D G P *
1081 ACCACTAAAGATGTAATTGATTATAAGATTAATAGTAAGATGCCC...GATGGTCCATGAC 3268

Xhol



194 A Anhang

X1CR2
X1CR1
X1CR4
X1CR3
DrCR1
DrCR2
DrCR3
DrCR4
HsCR1
HsCR2
HsCR3
HsCR4
BfCR1
BfCR2
BfCR3
BfCR4
SkCR1
SkCR2
SkCR3
SkCR4
HvCR1
HvCR2
HvCR3
NvCR1

NvCR2
NvCR3 - -KeTVeTHe AETNEITWNNIQ——CPR—LDCPKE—FKMH SD@eA

NvCR4 (KB - CANC NERsSEsTVT--(dgn - GEEKTS-LDSLSKSS8v e

Abbildung A.13. Muscle-Alignment der cysteinreichen vWC—-Dominen aus Chordin
(CR1-4). Mensch=Hs,(Xenopus laevis)=Xl,(Danio rerio)=Dr, Branchiostoma floridae=Bf, Sac-
coglossus kowalevskii=Sk, (Nematostella vectensis)=Nv und Hydra vulgaris=Hv. 60-100 % Kon-
servierung ist durch graue und schwarze Schattierung dargestellt.



195

Danksagung

Ohne die Unterstiitzung vieler Menschen im Kleinen und Groflen wére es mir nicht moglich
gewesen, diese Zeilen heute zu schreiben — ich danke euch von Herzen!!!

Ich mochte mich namentlich und besonders bedanken bei:

Meinem Doktorvater Prof. Dr. Thomas W. Holstein fiir die Méglichkeit und Ermuti-
gung, diese Arbeit unter seiner Betreuung zu beginnen, weiterzufithren und schliefllich
erfolgreich zu beenden. Besonders zu schétzen weifl ich sein stetes Vertrauen, seine
immerwéahrende Unterstiitzung in allen Bereichen sowie seine Kompetenz und den un-
erschopflichen Einfallsreichtum in wissenschaftlichen Fragen. Die wilden paper—Tage
haben Spafl gemacht!!!

Dr. Bert Hobmayer und Dr. Ulrich Technau. Mein ganz besonderer Dank fiir eure
Begleitung wihrend meiner Doktorarbeit, auch nachdem ihr Hydra & Nematostella ein
neues Zuhause in Innsbruck bzw. Bergen gegeben habt. Dank euch fiir immerwéahrende
Bereitschaft zur konstruktiven Diskussion und Unterstiitzung, fiir Gesprache im Hydra—
Raum und das gelegentliche, leider viel zu seltene, gemeinsame Bier.

Dr. Heiko A. Schmidt fiir seinen Beitrag zur Dickkopf-Phylogenie und seine sonstige
Unterstiitzung im Baum-Dschungel.

Allen fritheren und aktuellen Mitgliedern der Arbeitsgruppe Holstein. In guten wie in
schlechten Zeiten habt ihr mir geholfen und eine aulerordentlich angenehme, humor-
volle Atmosphére im Labor wie auch bei den gemeinsamen Unternehmungen auflerhalb
des Labors entstehen lassen. An Dirk, Tanju und Annekatrin: Danke fiir eure Arbeit,
Kritik, Anregungen, das Lob und Durchhaltevermdogen.

Den Menschen, die ich durch die Arbeit kennenlernen durfte und die mir durch ihre
Personlichkeit iiber die wissenschaftliche Begegnung hinaus ihre Unterstiitzung und
gemeinsame Zeit gegeben haben: Bianca, Edi, Holger, Melanie, Rita, Stefan S., Ste-
fan T.. Besonders danken mochte ich Isa fiir geteilte Freude und geteiltes Leid beim
Promovieren sowie ihr und Stefan S. fiir das Lesen dieser Arbeit.

Meinen Freunden auflerhalb des Uni-Lebens, mit deren Hilfe ich mir den genauso
wichtigen ‘Rest’ der Welt bewahrt habe und die mir immer zur Seite standen. Mein
besonderer Dank an Boni fiir die BTEX-Unterstiitzung.

Meinen Eltern, die immer an mich glauben und mir meine Ausbildung ermoglicht und
alle erdenkliche Unterstiitzung gegeben haben.

Meinem Freund Patrick fiir seine Geduld und grofle emotionale wie wissenschaftliche
Unterstiitzung in der Endphase meiner Doktorarbeit, die hilfreichen Diskussionen zu
jeder Uhrzeit sowie die konstruktiven Korrekturen an der Arbeit.

Den Schokoladenherstellern dieser Welt.



196




197

10/1995-09/2001
Schwerpunkte:

Abschlufs:
Diplomarbeit:

11/2001-02/2007

Lebenslauf
Name Corina Guder
‘Wohnort Bergheimer Strafle 38, 69115 Heidelberg
Geburtstag 26. April 1976
Geburtsort Dresden
Nationalitét deutsch
Familienstand ledig
Schulbildung
1982-1986 9. Polytechnische Oberschule, Coswig
1986-1989 Leonhard-Frank-Oberschule, Coswig
1989-1992 Martin-Niemoller-Schule, Riedstadt; Realschulabschlufl
1992-1995 Pralat-Diehl-Gymnasium, Grof3—Gerau
Abschluf: Abitur
Studium

Biologiestudium, Technische Universitat Darmstadt

Genetik
Molekulare Zell- und Entwicklungsbiologie
Biochemie

Diplom
"Charakterisierung des trimeren CCAAT-bindenden Transkriptionsfaktors
AnCF in Aspergillus nidulans’

angefertigt bei Prof. Dr. Axel Brakhage, Technische Universitit Darmstadt
und Universitdt Hannover

Promotionsstudium am Institut fiir Zoologie der TU Darmstadt,
Abteilung Zell- & Entwicklungsbiologie, sowie

am Institut fiir Zoologie, Universitit Heidelberg,

Abteilung Molekulare Evolution & Genomik

Publikationen

Guder C., Pinho S., Nacak T.G., Schmidt H.A., Hobmayer. B., Niehrs C.,
Holstein T.W. (2006)

An ancient Wnt-Dickkopf antagonism in Hydra. Development 133:901—911.

Guder C., Philipp 1., Lengfeld T., Watanabe H., Hobmayer B., Holstein T.W.

The Wnt code: cnidarians signal the way. Review. Oncogene 25:7450-7460

Rentzsch F., Guder C., Vocke D., Hobmayer B., Holstein T.W.
An ancient chordin-like gene in organizer formation of Hydra. Akzeptiert.

Foérderungen
2001-2004

Kollegiatin im Graduiertenkolleg 340 "Kommunikation in biologischen Systemen:

Vom Molekiil zum Organismus in seiner Umwelt”, TU Darmstadt




