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6 Signalmoleküle im Süßwasserpolyp Hydra 86
6.1 Zwei erfolgreiche Strategien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86
6.2 Hydra besitzt eine komplexe Ausstattung an Morphogenen . . . . . . . . . . 87

7 Struktur–Funktion–Beziehungen der TSR I–enthaltenden Matrixproteine 90
7.1 TSR I–enthaltende Proteine in Hydra . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 90
7.2 HyTSR1 und –2 fungieren in Hypostom–spezifischen Prozessen . . . . . . . . 92
7.3 HyTSR-like markiert Tentakel, basale Regionen und Wachstumszonen . . . . 95
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1

Zusammenfassung

Der Hydra–Kopforganisator dient als Modell für die Musterbildung bei der Embryogene-

se der Eumetazoa (Gewebetiere), da er die Entstehung einer Körperachse induzieren kann.

Man nimmt an, daß die oral–aborale Achse der radiärsymmetrischen Hydra (Cnidaria) vom

Kopforganisator, in Analogie zur Induktion der Körperachsen bei den bilateralsymmetri-

schen Vertebraten (Wirbeltiere), durch die Sekretion von Morphogenen festlegt wird.

Neue Ergebnisse zeigen, daß Teile der hochkonservierten, molekularen Signalkaskaden, welche

bei den Bilateriern die Embryogenese steuern, schon in den Cnidariern vorhanden sind und

hier ähnliche Funktionen ausüben. 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 Körperbaupläne

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 repräsentieren. Die Analyse dieser ESTs bestätigte und erweiterte

die Vermutung, daß die wichtigsten embryonalen Signalkaskaden der Bilaterier, wie die Wnt–,

TGFβ–, 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 (TGFβ)–Signaltransduktionswege identifiziert, welche die anteroposteriore und die

dorsoventrale Achse in Bilateriern spezifizieren. In dieser Arbeit wurde die molekulare Evo-

lution der Proteindomänen des bereits klonierten Hydra Chordin-like (HyChdl) untersucht

und die Funktion dieser Domänen bei der Antagonisierung des BMP–Signalwegs durch hete-

rologe Expression in Zebrafisch–Embryonen untersucht. Weiterhin wurde die Spezifizierung

der oral–aboralen Körperachse 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, daß das im adulten Poly-

pen zum hywnt3a–Transkript komplementär exprimierte hydkk1/2/4–A–Transkript bei rege-

nerativen Prozessen aufreguliert und mit hywnt3a co-exprimiert wird. Dies wurde zusammen

mit dem Verlust der Kopfregenerationsfähigkeit 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 ließ sich ableiten, daß die Wnt/Dkk– und BMP/Chordin–Systeme

in Hydra als Komponenten eines einzigen Musterbildungssystems parallel entlang der oral–

aboralen Körperachse agieren, welches primär vom Kopforganisator koordiniert wird. Der

Vergleich mit dem bilateralsymmetrischen Achsensystem der Bilaterier legte nahe, daß die

ursprünglich gekoppelten Wnt/Dkk– und BMP/Chordin–Systeme im Lauf der Evolution se-

parate Achsen innerhalb der Bilateria festlegten. Aktive Wnt/β-Catenin–Signaltransduktion

und die Unterdrückung von BMP–Signalen sind Voraussetzung für die Spezifizierung der

achsenkoordinierenden Organisatoren von Wirbeltierembryonen und, wie diese Arbeit impli-

ziert, höchstwahrscheinlich auch für den Hydra–Kopforganisator, obwohl sich die etablierten

Organisatoren in ihrer Molekülkomposition unterscheiden.

Im Zusammenhang mit der Modulation von Signalkaskaden wurden neben den Antagonisten

drei Thrombospondin Repeat Typ I–enthaltende Moleküle der Extrazellulärmatrix bei der

Musterbildung von Hydra in vergleichenden Sequenz– und Expressionsanalysen untersucht.

Die Domänenkomposition sowie die differentielle Expression von hytsr1, hytsr2 und hytsr-like

entlang der oral–aboralen Achse unterstützen eine adhäsive, eventuell aber auch regulative

Funktion der Proteine in differenzierten Strukturen und während Gewebe–Rearrangements

sowohl im Kopf als auch im basalen Bereich. Weiterhin wurde an HyTSR1 und HyTSR-

like beispielhaft die Evolution von Matrixmolekülen 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 multizellulärem Leben — und eines

der größten Rätsel — ist die koordinierte Organisation von autonomen Zellen in differen-

zierte Gewebe innerhalb eines Organismus. Bei der Embryonalentwicklung von Tieren und

Pflanzen wird dieser Prozeß, ausgehend von einer Zelle, wieder und wieder durchlaufen und

ist der zentrale Gegenstand entwicklungsbiologischer Fragestellungen. Auch der Schleimpilz

Dictyostelium discoideum, der sowohl als einzellige Amöbe als auch in geordneten, vielzelli-

gen Aggregaten vorkommt, wird als Modell verwendet, um die Mechanismen und Triebkräfte

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 schließlich der Musterbildungsprozesse, welche die uns

bekannten Formen schaffen.

Es war überraschend, daß 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 speziesübergreifend konserviert beschrieben werden, so gibt es heute zahllose Beispiele für

weitere Proteine und deren Interaktionen. Mittlerweile hat sich ein Bild der Evolution ver-

dichtet, nach dem die morphologische Vielfalt der Organismen in weitaus geringerem Maße

vom Auftreten neuer Genfunktionen, als vielmehr von extensiven zeitlichen und räumlichen

Rearrangements der Interaktionen von schon vorhandenen Genen bzw. ihren Produkten ab-

hängt (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 unveränderte 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 zellulären Signalkaskaden evolutiv konser-

viert, deren Input diese schließlich in die Regulation von Genen umsetzen. Diese Signal-

transduktionswege, mit denen Zellen in Geweben untereinander kommunizieren, sind im

wesentlichen sowohl für die Musterbildungsprozesse der Embryogenese, aber auch für die

post–embryonalen Ereignisse im Gewebe, wie z.B. Homöostase und Regeneration, zustän-

dig. Prominente Beispiele sind der TGFβ1– und der Wnt–Signalweg (Croce und McClay

1‘Transforming Growth Factor β’
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Abbildung 1.1. Modelle für 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 für Bio-
physik, Frankfurt/M).

2006; De Robertis und Sasai 1996), die beide essentielle Rollen bei der frühen Embryogenese

der Organismen spielen, aber auch in den anderen o.g. Prozessen fungieren. Mehr Einblick in

das Ausmaß 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

ergänzen und zunehmend aus älteren metazoischen Phyla gewonnen werden. Schon im gro-

ben Überblick zeichnet sich ab, daß ganze Gruppen von rezenten Genprodukten innerhalb

von Signalkaskaden sehr früh in der Evolution entstanden sein müssen (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 Polarität im Embryo, sowie die Evolution dieser Prozesse. Die frühe 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 frühen Embryo dorsoante-

riores Schicksal und koordiniert damit zweierlei: Die Ausbildung der dorsoventralen Körpe-

rachse und die Regionalisierung der anterior–posterioren Körperachse. Der Organisator ist

molekular charakterisiert durch die Expression anterodorsalisierender und neuralisierender

Faktoren.
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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 Fläche rechts) des ga-
strulierenden Xenopus–Embryos gesteuert. Er antagonisiert v.a. die ventral–spezifischen BMP–
Moleküle (graue Fläche links) mit Ausnahme von ADMP (‘anti-dorsalizing morphogenetic pro-
tein’), ein BMP–Molekül, das im Organisator exprimiert ist. Dkk1=Dickkopf1; 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’. Verändert
nach De Robertis und Kuroda (2004).

Dies sind neben Xnr-3 v.a. die Antagonisten der BMP2–Liganden Chordin, Noggin, Follista-

tin, Cerberus, sowie der Wnt–Antagonist Dickkopf (De Robertis et al. 2000; Gamse und Sive

2000) (Abbildung 1.2). Die Schlüsselsysteme für die Etablierung des Organisators und die

Festlegung der Körperachsen sind dementsprechend die BMP– und Wnt–Signaltransduktion

mit maternalen und zygotischen Komponenten.

Wnt–Signaltransduktion

Der Wnt–Signalweg ist hochkonserviert und essentiell für die frühe Embryogenese der hö-

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–Signalaktivität

führt zur Dorsalisierung im sehr frühen Embryo sowie zur Bildung des Spemann–Mangold–

Organisators (zusammengefaßt in Harland und Gerhart 1997). Defekte der zygotischen Wnt–

Signaltransduktion führen v.a. zu schweren Störungen der Musterbildung entlang der ante-

roposterioren Achse. Die Regulation der Wnt–Signalübertragung und –integration ist kom-

2‘Bone Morphogenetic Proteins’
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plex, so werden beispielsweise im Froschembryo wnt–Transkripte räumlich und zeitlich unter-

schiedlich exprimiert, was vor, während und nach der Gastrulation verschiedene Schicksale

spezifiziert (Stern 2004).

Wnt–Liganden sind sekretierte Glykoproteine, deren Aktion zur Stabilisierung des Tran-

skriptionsfaktors β-Catenin führt (=‘kanonischer’ Wnt–Signalweg) und damit zur Transkrip-

tionsaktivierung von Zielgenen (zusammengefaßt in Cadigan und Liu 2006). Es existieren

noch weitere, Wnt–abhängige Signalkaskaden, die als ‘nicht–kanonisch’ bezeichnet werden

und β-Catenin–unabhängig die Transkription von Genen regulieren (zusammengefaßt in

Pandur et al. 2002).

Die Ausbildung eines morphogenetischen Wnt–Gradienten wird u.a. durch extrazelluläre

Antagonisten erreicht, welche die Wnt–Liganden in ihrer Bindung an Rezeptoren beein-

flussen und die intrazelluläre Signalkaskade stoppen (Abbildung 1.3.) Das antagonistische

Dickkopf–Protein ist hierbei von besonderer Bedeutung: Es wurde als Kopfinduktor während

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 Gliedmaßen– und Augenentwicklung beschrieben (zusammen-

gefaßt in Niehrs 2006). In Vertebraten sind die Dickkopf (Dkk)–Proteine in 4 Subfamilien

zusammengefaßt; 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). Außerdem werden Wnt–unabhängige 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–Moleküle 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 führt,

wird der essentielle Wnt–Co-Rezeptor LRP5/6 dadurch von der Zelloberfläche entfernt und

die Wnt–Signalübertragung blockiert (Mao et al. 2002). Die rekombinante Expression der

zwei funktionellen, cysteinreichen Proteindomänen der Dickkopf–Moleküle zeigte, daß die

C–terminale, cysteinreiche Domäne (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 abhängig vom zellulä-

ren Kontext auch zu einer Aktivierung des Wnt–Signalwegs im Fall von Dkk2 führen 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 GSK3β inaktiviert werden
(über phosphoryliertes Dishevelled–Protein, nicht gezeigt), welche in aktiver Form den Transkrip-
tionsfaktor β-Catenin phosphoryliert und so für die Degradation markiert. Nicht–phosphoryliertes
β-Catenin transloziert in den Nucleus und aktiviert hier in Verbindung mit Tcf/Lef die Tran-
skription (nicht dargestellt). Über Dishevelled werden auch die nicht-kanonischen Signalkaskaden
aktiviert. (B+C) Verschiedene extrazelluläre 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 Dickkopf1 (Dkk) verhindert die Interak-
tion des Wnt–Frizzled–Komplexes mit dem LRP5/6–Rezeptor und verursacht zusammen mit dem
Transmembranprotein Kremen1/2 (Krm) die Internalisierung von LRP/6. Der kanonische Signal-
weg ist dadurch blockiert, der nicht–kanonische kann unabhängig von LRP5/6 funktionieren (C).
Entnommen aus Kawano und Kypta (2003).

BMP–Signaltransduktion

Die BMP–Liganden gehören zur TGFβ–Familie von Wachstumsfaktoren und spielen eben-

falls in der Embryonalentwicklung der höheren 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 über dorsalisierende Antagonisten modifiziert, die im Organisationszentrum des frühen

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 (zusammengefaßt 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 für
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den Antagonisten Chordin vermutet, wie etwa der Transport von inaktiven BMP–Molekülen

in entferntere Regionen (Eldar et al. 2002; van der Zee et al. 2006). Interessanterweise wurde

die durch den BMP–Gradienten festgelegte Achsenpolarität 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 Flexibilität und Ro-

bustheit der BMP–Signalkaskade und ihrer Zielprozesse bei der Diversifizierung der Körper-

baupläne.

In der Zelle werden durch die Bindung freier BMP–Moleküle an ihre Serin/Threoninkinase–

Rezeptoren vom Typ I und –II, diese selbst und eine Klasse von Signaltransduktionsmolekü-

len, die Smad–Proteine, phosphoryliert (Abbildung 1.4). Durch die darauffolgende Translo-

kation der Smads in den Nucleus können Zielgene aktiviert werden; die Spezifizität entsteht

hierbei durch weitere, interagierende Transkriptionsfaktoren (zusammengefaßt in Stern 2004;

Yamamoto und Oelgeschlager 2004).

Es gibt einige Hinweise darauf, daß Wnt– und BMP–Signalwege miteinander interagieren. So

aktivieren z.B. β-Catenin, der Transkriptionsfaktor Lef/Tcf und Smad4, ein Co–Smad, syn-

ergistisch die Transkription von Zielgenen (Nishita et al. 2000). β-Catenin interagiert aber

auch mit dem I–Smad Smad7 (Han et al. 2006), was die Degradation von β-Catenin und

damit Wnt–Inhibition zur Folge hat. Es gibt weitere Beispiele eines kooperativen oder ant-

agonistischen Zusammenspiels beider Signalwege (zusammengefaßt in von Bubnoff und Cho

2001), aber keine prinzipielle Abhängigkeit voneinander.

1.2 Der Süßwasserpolyp Hydra als Modell für 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

Körperbauplänen funktionieren, wird die axiale Musterbildung bei dem Süßwasserpolypen

Hydra untersucht, der einen vergleichsweise einfachen Körperbau besitzt und stammesge-

schichtlich eine Verbindung zu den frühen Gewebetieren aufweist.
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Abbildung 1.4. Die BMP–Signaltransduktionskaskade. BMP–
Moleküle (auch ADMP und GDF (‘growth and differentiation fac-
tor’)) aktivieren als Homo–oder Heterodimere TypI– und TypII–TGFβ–
Rezeptoren, was durch verschiedene Antagonisten (rote Box) inhibiert wer-
den kann. Der Inhibitor Chordin kann von Xolloid inaktiviert werden.
Die BMP–induzierte Rezeptordimerisierung führt zur eigenen Phospho-
rylierung sowie von Smad1/5/8/9–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 intrazellulär von
Smad6/7 (I–Smads) und Smurf–Ubiquitin–Ligasen inhibiert werden. Ver-
ändert nach Stern (2004).
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Hydra gehört zum Phylum der Cnidaria

Nach heutiger Sicht bilden die Cnidarier eines der ältesten 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

(zusammengefaßt in Mackie 1990). Ihre 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 Körperbauplans etablierte. Bilateralsymmetrische Tiere besitzen mit dem Me-

soderm ein Keimblatt mehr als die ‘diploblastischen’ Cnidarier mit Ekto– und Entoderm

und darüberhinaus eine durch die anteroposterior und dorsoventral verlaufenden Körper-

achsen charakterisierte Symmetrie. Neue Erkenntnisse schreiben nun auch einigen vormals

radialsymmetrisch definierten Cnidarieren eine Bilateralsymmetrie durch zwei orthogona-

le Körperachsen zu. Diese werden offenbar durch sehr ähnliche Moleküle wie in Bilaterien

festgelegt, jedoch ist der Bezug zur anteroposterioren bzw. dorsoventralen Körperachse nicht

eindeutig geklärt (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 Süßwasserpolyp Hydra sp. und die Seeanemone Nematostella vectensis (Anthozoa) sind

etablierte Modellorganismen, die nur entfernt verwandt sind und damit mittels komparativer

Studien die Analyse der Diversität innerhalb der Cnidarier ermöglichen. Dies kann zusam-

men mit der Untersuchung weiterer Arten Aufschluß über die ancestralen Merkmale des

Ur–Cnidariers auf dem Weg zum Urbilaterier geben (Collins et al. 2006).

Die Biologie von Hydra

Hydra gehört zur Klasse der Hydrozoa, die innerhalb der Medusozoa eingeordnet sind, aber

ihr Medusenstadium sekundär verloren haben (Collins et al. 2006). Die Fortpflanzung ver-

läuft hauptsächlich asexuell über Knospung, die seitliche Absprossung eines neuen Individu-

ums. Bestimmte Umweltbedingungen induzieren die getrenntgeschlechtliche Gametogenese;

aus der befruchteten Oocyte schlüpft der Primärpolyp (Martin et al. 1997).

Der Körper von Hydra ist einfach strukturiert (Abbildung 1.6). Die oral–aborale oder api-

kobasale Achse ist die Körperhauptachse, Hydra ist radiärsymmetrisch. Die Hinweise häu-

fen sich, daß 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
gehörendem Hydrozoen Hydra sp. und dem Anthozoen Nematostella gehören zu den Diploblasten,
den zweikeimblättrigen Tieren; die Schwämme (Porifera) werden nicht dazu gezählt, da sie keine
axiale Körperorganisation und keine echten Epithelien aufweisen. Die Triploblasten, die dreikeim-
blättrigen 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, grüner 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 Keimblättern besaß. Die Anmerkungen
an den Pfeilen geben die Neuerungen im Verlauf der Evolution an. Die Zweiglängen sind willkür-
lich und geben keine Auskunft über den genauen, zeitlichen Verlauf oder die Distanz zwischen den
Gruppen. Verändert nach Shu et al. (2006).
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Abbildung 1.6. Der Bauplan von Hydra. Fotographie (links, Tim Nüchter) und schematische
Darstellung (rechts) eines adulten Polypen, verändert nach Bode (2003). Die unbeschrifteten Pfeile
geben die Richtung des kontinuierlichen Gewebeflusses an.

Rentzsch et al. 2006).

Der Körper von Hydra ist grob unterteilbar in den Kopf, die Körpersäule mit dem Gastral-

raum und die Fußregion. Der homogene Gastralschlauch wird von differenzierten Strukturen

eingefaßt: Am apikalen Ende findet sich das von ca. 7 Tentakeln umstellte Hypostom, am

Fußende die Stielregion mit der adhäsiven Basalscheibe.

Als Diploblast besitzt Hydra nur Ekto– und Entoderm (hier ‘Endoderm’), die als Epithelien

den Körper umgeben bzw. auskleiden und von einer Basalmembran, der Mesoglöa, 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 mukö-

se Drüsenzellen. Die i–Zellen sind nicht zu verwechseln mit dem mesodermalen Keimblatt.

Das Hypostom mit der Mundöffnung entspricht dem animalen Pol der Oocyte (Freeman

1981) und ist die wichtigste Struktur des Tieres. Neben der Nahrungsaufnahme werden

von hier aus Musterbildungs– und Differenzierungsvorgänge entlang der apikobasalen Achse

gesteuert. Transplantationsexperimente demonstrierten, daß hypostomales Gewebe indukti-

ve Fähigkeiten besitzt, d.h. eine sekundäre 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 Körperachse aufbaut

(MacWilliams 1983a, b, Zusammenfassung in Broun und Bode 2002). Daher ist der Kopf-

organisator von Hydra den embryonalen Organisatoren der höheren Metazoa vergleichbar,

welche die embryonalen und adulten Körperachsen spezifizieren. Es ist unklar, ob sich solche

Signalzentren in Laufe der Evolution mehrmals unabhängig voneinander entwickelt haben

oder einen gemeinsamen Vorläufer besitzen; der Spemann–Mangold–Organisator wird als

spezifische Entwicklung der Wirbeltiere postuliert (Kourakis und Smith 2005).

Der permanente Organisator im adulten Polypen übernimmt 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 stärksten Mitoseaktivität

im mittleren Gastralbereich. Dies verursacht einen Gewebefluß in Richtung Kopf, Knospe

und Fuß; an den Tentakelspitzen und an der Basalscheibe lösen sich die alten Zellen ab

(Campbell 1967, 1973). Der Kopforganisator induziert und koordiniert die Migrations- und

Differenzierungsprozesse durch die Ausschüttung von Morphogenen. Die de novo–Bildung

des Organisators findet im Embryo und auch in der sich ausstülpenden Knospe statt (zu-

sammengefaßt in Bode 2003).

Diese Gewebeplastizität begründet die große regenerative Kapazität Hydras; fehlende Kör-

perteile werden durch morphallaktische Prozesse ersetzt (Wolpert 2002), was durch die noch

im Nachbargewebe vorhandenen morphogenetischen Informationen gesteuert wird. Aber

auch in Abwesenheit äußerer morphogenetischer Gradienten kann Regeneration auftreten:

Durch Dissoziation der Polypen gewonnene Einzelzellen können reaggregierten und komplet-

te Tiere regenerieren (zusammengefaßt in Holstein et al. 2003). Durch diese bemerkenswerten

Fähigkeiten avancierte Hydra zu einem Modell für Embryonalentwicklung, Regeneration und

selbst–organisierende Musterbildung gleichermaßen.

Hydra und das Reaktions–Diffusions–Modell der Musterbildung

Hydra ist ein Paradebeispiel für 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 streifenförmigen Strukturen

in Tieren beschreibt. H. Meinhardt und A. Gierer vereinigten es mit dem Konzept Wol-

perts über durch morphogenetische Gradienten bereitgestellte Positionsinformation (Wolpert
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Abbildung 1.7. Das Aktivator–Inhibitor–Modell der Musterbildung. (A) Zwei Substan-
zen mit unterschiedlicher Diffusionsreichweite stehen in einer negativen Rückkopplungsschleife: 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 Überschuß des Aktivators führt zur Etablierung eines Aktivatorzentrums mit um-
gebender Inhibitordomäne (v.o.n.u.). Die dadurch entstehenden Gradienten produzieren verschiede-
ne Positionswerte für jeden Ort im System (‘source density’), mit dem höchsten Wert im Aktivator-
zentrum. Dies wiederum bedingt die unterschiedliche Kompetenz jeder Position, die Autokatalyse
zu starten. Verändert nach http://www.eb.tuebingen.mpg.de/dept4/meinhardt/competen.html.

1969). In erweiterter Form wurde 1972 ein Reaktions–Diffusions–Modell für Hydra vorge-

schlagen (Gierer und Meinhardt 1972; zusammengefaßt 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

anfänglich homogene Verteilung der Faktoren, und ein kleiner Aktivator–Überschuß genügt

für die zunehmende Verschiebung des Gleichgewichts auf die Seite des Aktivators. Dieser

wiederum induziert eine höhere Inhibitorkonzentration, welcher in die Umgebung diffundiert

und hier die Aktivatorproduktion unterdrückt. 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, meßbaren Kopfaktivations– und Kopf-

inhibitionsgradienten entlang der oral–aboralen Achse repräsentieren 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 Unterdrückung von Kopfstrukturen

ist. Der höchste 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 Wundverschluß steigt der Positionswert und damit das Kopfaktivationspotential in
der regenerierenden Spitze, was zunächst zur Tentakelaktivierung (schwarz) und nachfolgend zur
Hypostomaktivierung und Reetablierung des Kopforganisators führt, mit anschließender Differen-
zierung von Hypostom und Tentakeln. Verändert nach Bode et al. (1988).

Positionswert den Fuß von Hydra.

Die molekulare Identität von Aktivator und Inhibitor sind jedoch bis heute nicht zweifelsfrei

geklärt, 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 muß neu

gestartet werden. Es wird nach einem 2–Part–Modell angenommen, daß 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 möglichen Positionswert zugeordnet und steht damit hierarchisch

über dem Tentakelsystem mit den nächstniedrigen Positionswerten. Das theoretische Modell

sagt voraus, daß sich im enthaupteten Polypen im verbleibenden, apikalen Gewebe der Ten-

takelaktivator durch Autokatalyse schneller reetablieren kann als der Hypostomaktivator,

da der die Aktivation unterdrückende Tentakelinhibitor eine kürzere Halbwertszeit als der

Hypostominhibitor besitzt. Die Tentakelaktivationszone besetzt daher zunächst die apikale,
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regenerierende Spitze, bis sie vom später gebildeten Hypostomaktivator bzw. dem maxima-

len Positionswert ringförmig nach basal verdrängt wird (Abbildung 1.8, Bode et al. 1988;

Meinhardt 1993). Die stabile Quelldichte wird sodann langsam wieder angepaßt. Dieses Mo-

dell erklärt das frühe 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 ausstülpen-

den Knospe sowie bei sehr tief geschnittenen Kopfregeneraten, da hier der Hypostominhibitor

ohnehin sehr gering konzentriert ist.

Die Neubildung des Kopforganisators während dieser Prozesse verleiht dem regenerierenden

Gewebe mit steigendem Positionswert sukzessive höhere induktive Fähigkeiten, welche nach

8 Stunden das Maximum erreichen (MacWilliams 1983b); diese Zeit wird daher als Neubil-

dungszeit für den Organisator angenommen.

Die Fußregeneration bei Hydra verläuft innerhalb von 2 Tagen, also schneller als die Kopfrege-

neration. Es wird kontrovers diskutiert, ob der Fuß einen eigenen, spiegelbildlichen Organisa-

tor mit entsprechendem Fußaktivator und –inhibitor enthält (Berking 2003; Bode und Bode

1984; MacWilliams 1983a, b). Generell etabliert sich ein Fuß beim niedrigsten Positions-

wert. In seiner gegenwärtigen Form kann das Gierer–Meinhardt–Modell nicht die de novo–

Entstehung des Fußes bei der Knospe erklären. Eine diesbezüglich angepaßte Version wurde

von Berking (2003) vorgeschlagen, welche die Knospenbildung aus einem bereits komplett

angelegten Knospenfeld mit ringförmigen Feldern aller möglichen Positionswerte simulie-

ren kann. Dieses Modell postuliert, daß die Morphogene primär die lokalen Positionswerte

anstatt direkt die Kopf– und Fußdifferenzierung über ihre Gradienten kontrollieren. In der

Konsequenz redefiniert es den Kopforganisator als Ort der maximalen Expression von positi-

onswertändernden Morphogenen, die das einzige Musterbildungssystem bei Hydra darstellen.

Die Fuß– und Kopfregeneration erklärt sich hierbei über subtile Diffusionsprozesse dieser im

Wundbereich aufregulierten Morphogene, in Abhängigkeit vom Positionswert des Nachbar-

gewebes. Dadurch werden der finale Positionswert entsprechend der ursprünglichen axialen

Polarität wieder hergestellt und die Differenzierungsprozesse in Gang gesetzt.

BMP– und Wnt–Signaltransduktion bei Hydra und anderen Cnidariern

Für die Präsenz der achseninduzierenden Signale der Bilaterier, die BMP– und Wnt–

Signalkaskaden, gibt es in den diploblastischen Cnidariern genügend Hinweise und auch für ei-

ne zumindest ähnliche 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).

Gestützt wird dies durch ähnliche Resultate aus Hydractinia (Plickert et al. 2006), einer an-

deren Hydrozoen–Art. Die hypostomale Expression von hywnt3a und die autokatalytische

Aktivierungsfähigkeit von Wnt–Proteinen prädestinieren 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–räumlich regulierten Hox–Domänen 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–ähnliches Molekül (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 während der Gastrulation und das ebenfalls differentiell

exprimierte Nematostella–Chordin lassen darauf schließen, daß 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 führen und bei der Achsendifferenzierung involviert sind,

kann einen wichtigen Beitrag zur Beschreibung des Körperbauplans 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 Signalmoleküle 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 für Wnt– und BMP–Signaltransduktion bei der Achsenent-

wicklung von Hydra bestätigen und erweitern?

Eine Auswahl an Organisator–Molekülen 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. Außerdem sollte das Chordin–verwandte Molekül HyChdl (Rentzsch 2001) in

funktionellen Analysen weiter charakterisiert werden.

3) Lassen sich aus der Beantwortung obiger Fragen neue Erkenntnisse für die

Evolution der Musterbildung, speziell der Körpersymmetrie gewinnen?

Eventuelle konservierte Mechanismen bei der Achsenbildung sollten durch Vergleich der

Organisator–Signalmoleküle/–wege mit denen der Bilateria gefunden und beschrieben wer-

den.
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Teil II

Ergebnisse
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2 Die Identifizierung von Genen des Hydra

Kopforganisators

Ein wesentlicher Teil der vorliegenden Arbeit beschäftigte sich mit der Suche und Isolierung

von Genen, die für Proteine kodieren, welche instruktive Funktionen in der Regeneration,

Neubildung und Erhaltung des sogenannten Kopforganisators und damit der oral–aboralen

Körperachse 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 extrazellulären Signal-

proteinen und ihren zugehörigen Rezeptoren auf der Zelloberfläche initiiert und reguliert. Als

erste Herangehensweise wurde daher eine DNA-basierte ‘Screening’–Methode gewählt, die

spezifisch auf sekretierte Signalmoleküle abzielt. Das sogenannte Signalpeptid–Selektions–

‘Screening’ (‘signal peptide secretion screen’) wurde erfolgreich für andere Gewebe und Or-

ganismen angewandt (Crosier et al. 2001; Jacobs et al. 1997; Klein et al. 1996; Lee et al.

2001) und kürzlich auch für Hydra publiziert (Böttger et al. 2006). Es benutzt das für die

Zucker–Metabolisierung verantwortliche Invertase–System der Bäckerhefe (‘yeast’, Saccha-

romyces cerevisiae), um aus einer cDNA–Bibliothek diejenigen DNA-Abschnitte zu identi-

fizieren, die für ein Signalpeptid codieren und damit auf ein sekretiertes Protein hinweisen.

So identifizierte DNA–Sequenzen aus dem Kopforganisator sollten vervollständigt und die

interessantesten Kandidaten schließlich in Expressionsstudien charakterisiert werden.

Mit einer zweiten, alternativen Strategie wurde ein weniger fokussierter Ansatz verfolgt: Es

sollte eine allgemeine cDNA-Bibliothek hergestellt werden, die für ‘expressed sequence tags’

(ESTs) aus dem Kopforganisator–Bereich von Hydra kodiert. Diese kann anschließend 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 cDNA–Bibliothek aus

Hydra magnipapillata sf-1

Unter den sekretierten Proteinen eines Gewebes können die die Signalkaskaden steuernden

Liganden anteilmäßig einen sehr geringen Teil ausmachen. Es galt daher, diese von den übri-

gen Extrazellulärmatrix–Proteinen mit physiologischen und strukturellen Funktionen abzu-

trennen. Für 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 Vorläufer-

zellen für Derivate wie Nervenzellen, Drüsenzellen und Nematocyten (Sugiyama und Fujisawa

1978a), die einen großen Teil der sekretierten Proteine produzieren. Besonders die Nematocy-

ten, die sehr viele strukturelle Kapselproteine sezernieren, können dadurch eliminiert werden.

Es wurde gezeigt, daß die Musterbildungsprozesse bei Hydra hauptsächlich von der ekto– und

endodermalen Zellinie abhängen (Sugiyama und Fujisawa 1978a, b), daher werden Morpho-

gene v.a. in den epithelialen Zellen vermutet. Um eine ausgeglichenere Repräsentanz der in

morphogenetische Prozesse involvierten Proteine sowie von sekretierten Matrixproteinen zu

erlangen, wurden deshalb hitzebehandelte sf-1 Polypen verwendet, die weniger i–Zellderivate

besitzen.

Für die Anreicherung von Organisator–spezifischen Genen aus Hydra wurden zwei Ansätze

verfolgt, die zum einen den etablierten, sich selbst erhaltenden Organisator und zum anderen

den sich neu bildenden Organisator während der Regeneration des Kopfes adressieren. Ca.

24.400 weitgehend knospenlose, hitzegeschockte sf-1 Polypen wurden unterhalb des Tenta-

kelkranzes enthauptet. Die Köpfe mit dem Organisator wurden für die mRNA-Gewinnung

benutzt. Die Stümpfe regenerierten über höchstens 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 repräsentierten (Abbildung

2.1 und Tabelle 2.1). Frühe Regenerationsstadien wurden verstärkt verwendet, da angenom-

men wird, daß binnen 6 Stunden Regeneration die meisten Organisator–relevanten Gene

exprimiert werden.

Aus diesem Organisator– und regenerationsspezifischen Gewebe wurde Poly(A)+RNA ex-

trahiert, in doppelsträngige cDNA umgeschrieben und daraus Fragmente zwischen 100 und

1000 Basenpaaren (Bp) Länge selektioniert, da DNA–Abschnitte dieser Länge für Signalpep-
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Regenerationszeit reg. Spitzen
absolut [%]

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 für die Organisator–spezifische cDNA–
Bibliothek (‘secretion screen’)

Abbildung 2.1. Gewebeanreicherung für Organisator–spezifische cDNA–Bibliothek

tide kodieren sollten, ohne aber zu viel Information für nachfolgende, die Faltung störende

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 Fähigkeit komplementierter Hefezellen, auf Raffinose als einzige Kohlenstoff-

quelle zu wachsen: Hefe besitzt das sezernierte Enzym Invertase (SUC2), welches u.a. das

Trisaccharid Raffinose durch Hydrolyse für die Hefezelle verfügbar macht. Der Expressions-

vektor pSUC2T7F1ori kodiert für Invertase ohne Startcodon und kann daher für 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 für

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 willkürlich ausgewählten

Klonen, daß die Insertgröße 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-Primärtransformanten konnten 336 SUC2–

positive Transformanten (‘colony forming units’, CFU) auf Raffinose isoliert werden. Dies

entsprach mit 0,082 % knapp einer Größenordnung 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. Anschließend erfolgte die bioinformatische Aufarbeitung: Da die cDNA–Bank nicht nor-

malisiert war, mußte mit überrepräsentierten Fragmenten gerechnet werden, abhängig von

der Expressionsstärke der Gene zum Zeitpunkt der mRNA–Isolierung. Die 153 Fragmente

wurden in 30 Gruppen (Cluster) zusammengefaßt. Diese Sequenzen sollten nun hauptsäch-

lich aminoerminale Enden von sekretierten Proteinen kodieren und waren durchschnittlich

369 Bp lang. Erste Datenbank–Analysen (tblastx) gaben z.T. Aufschluß über die Identi-

tät der kodierten Proteine. Die abgeleitete Aminosäuresequenz enthüllte, ob tatsächlich ein

Signalpeptid isoliert worden war. Dazu wurde die Aminosäuresequenz mit dem SignalP3.0

Server1 überprüft, der sowohl physikochemische als auch empirische Daten zur Bestimmung

der Wahrscheinlichkeit für ein Signalpeptid mit einbezieht. Durch diese Analyse ließ sich der

Anteil von falsch–positiven Klonen zu bestimmen, der laut Literatur bei etwa 20 % liegen

würde (Jacobs et al. 1997). Grund hierfür ist die mangelnde Konservierung der Signalpepti-

de von sekretierten Proteinen; sie werden am N–Terminus durch eine Folge von hydrophoben

Aminosäuren auf einer Länge von etwa 20 Resten charakterisiert. Solche Bereiche können al-

lerdings auch innerhalb von Proteinen vorkommen, was in Falsch–Positiven resultieren kann

(Kaiser et al. 1987). Eine weitere Quelle für falsch–positive Klone sind cDNA–Fragmente, die

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

1http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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Abbildung 2.2. Prinzip des Signalpeptid-Sekretions-‘Screenings’. Mit
der aus E. coli präparierten Hydra–Primärbibliothek (A) wurde der Invertase–
definziente Hefestamm YTK12 (SUC−) transformiert (B). Sofern die cDNA–
Fragmente für Signalpeptide kodieren, wird Invertase produziert und sekre-
tiert, was die Hefezelle zum Wachstum auf Raffinose befähigt. (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 für eine kürzere Se-
quenz als hySpinalin-SP2, welche das vollständige Signalpeptid enthält. YTK12
(SUC−) allein ist nicht fähig, auf Raffinose zu wachsen. Memb=Zellmembran,
Cyt=Cytosol.
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Dies befähigt die transformierte Hefezelle, eine intrazelluläre Form der Invertase zu produ-

zieren, welche den zu einem gewissen Anteil endocytierten Zucker intrazellulär hydrolysieren

und dem Stoffwechsel zugänglich machen kann (Carlson und Botstein 1982). Die Analyse der

30 Cluster zeigte, daß 7 von 30 (23 %) Contigs falsch–positive Klone repräsentierten (Tabelle

2.2).

Klon Anzahl ESTs/Cluster Gesamtlänge Aminsosäuresequenz 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 f.p
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 f.p
SP13 4 2,6 271 MKLMNAFTIVVISSVASG
SP14 4 2,6 294 MHLIILAAMISIATA
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 f.p
SP20 1 0,7 364 MMSVTIFVLAFIAFAQC
SP21 1 0,7 323 f.p
SP22 1 0,7 223 MKSTVILFIIALCIVCSEG
SP23 1 0,7 286 f.p
SP24 1 0,7 585 MKIITIVVCLLFGEWIQA
SP25 1 0,7 165 MRSIAAFLLFFAVANA
SP26 1 0,7 418 MNSVIVFIALIGLSFG
SP27 1 0,7 350 MMYSFLVFAATVALVSG
SP28 1 0,7 332 f.p
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 Häufigkeit der ESTs, angegeben in absoluter Anzahl und [%]. Die Signalpeptidsequenzen
sind angegeben bis zu ihrer putativen Abspaltungsstelle (SignalP3.0). Die angegebene Länge in
Basenpaaren [Bp] stellt die Gesamt–Sequenzinformation eines Clusters dar. f.p.=falsch–positiv.

Viele der Contigs waren zu kurz, um genügend konservierte Information für Datenbankab-

gleiche zu besitzen, insbesondere, da die N-Termini von Proteinen generell geringer konser-
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Abbildung 2.3. Funktionelle Repräsentanz der Klone aus dem Signalpeptid–
Sekretions–’Screening’. ER = Endplasmatisches Retikulum; EZM = Extrazellulärma-
trix.

viert sind. Mit Veröffentlichung des Hydra–EST–Projekts (siehe Abschnitt 2.2) wurde es

jedoch möglich, die Cluster aus dem Sekretions-‘Screening’ durch blastn–Analysen zu ver-

längern. Die Gesamtsequenzen der 30 Gruppen wurden mit passenden EST-Fragmenten aus

der Datenbank zu einer Konsensussequenz zusammengesetzt (assembliert) und über ihre

Aminosäuresequenzen die Identität der Proteine bestimmt (Tabelle 2.3). Bioinformatische

Analysen gaben zudem Aufschluß über bestimmte Eigenschaften der Proteine sowie über das

Vorhandensein von konservierten Domänen (Tabelle 2.3).

Die meisten gefundenen Proteine dieses vorläufigen ‘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-

ähnliche Liganden. Von einer Wiederholung des Pilot–‘Screenings’ in größerem Maßstab

wurde abgesehen (siehe Abschnitt 2.2 und Diskussion).
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2.2 Das ‘Darmstadt Hydra–EST–Projekt’

Im Zuge des gemeinsamen Bemühens mehrerer Hydra–Arbeitsgruppen, das Transkriptom

von Hydra verfügbar 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 verstärkte Präsenz der entsprechenden Transkripte gegenüber

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 Qualität und Quantität der cDNA–Banken

abhängig; die hier beschriebene cDNA–Bibliothek wurde zusammen mit der Firma GATC

Biotech, Konstanz, hergestellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Gesamt–RNA aus Köp-

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 Köpfen und

regenerierenden Spitzen des Stammes sf-1 extrahiert. Die Polypen wurden dafür nicht hitze-

behandelt, da ohnehin ein Normalisierungsschritt bei der Herstellung der cDNA–Bibliothek

vorgesehen war. Dadurch läßt sich ein Ausgleich der unterschiedlich stark repräsentierten

Transkripte erreichen, so daß seltene mRNA–Spezies nicht mehr von häufigen, für Struk-

turproteine kodierende Transkripten überlagert werden konnten. Tabelle 2.4 gibt wieder,

zu welchen Anteilen verschieden lang regenerierte Spitzen in die RNA–Isolierung einflossen.

Insgesamt wurde 210 μg RNA aus 2190 Köpfen 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 verfügbaren Hydra–EST–

Bibliotheken sequenziert und in UniGene (NCBI) implementiert. Diese sind in 10.369 Cluster

assembliert2. 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
1 h 226 11,2
4 h 240 11,9
8 h 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
48 h 201 10,0

Tabelle 2.4. Zusammensetzung des Materials für die EST–Bibliothek

einzelnen Banken erfolgt zentralisiert, und ist vorraussichtlich Anfang des Jahres 2007 been-

det, jedoch gibt diese Arbeit einen Überblick über 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 größte

Ähnlichkeit bei einer blastx–Analyse im Vergleich mit 8 sequenzierten Organismen 3, was

Aufschluß über Identität bzw. Ähnlichkeit der durch die Cluster adressierten Gene gibt. Dies

ist jedoch limitiert, wenn man in Betracht zieht, daß unter den Invertebraten nur die abgelei-

teten Gruppen der Insekten (D. melanogaster) und Nematoden (C. elegans) berücksichtigt

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 Repräsentanz der Klone aus der Hydra EST–Bibliothek
(Darmstadt). (A)Verschiedene funktionelle Kategorien: Signaltransduktion, d.h. Proteine,
die an regulatorischen Signalkaskaden in allen Zellkompartimenten einschließlich hormonel-
ler Wege beteiligt sind (mit Ausnahme von Transkriptionsfaktoren und Apoptose–Proteinen);
Extrazellulärmatrix–Proteine (EZM); an Apoptose beteiligte Proteine; Strukturproteine (Cy-
toskelett, Ribosom); Transkriptionsfaktoren (TF); metabolische und biosynthetische Enzyme;
Zellzyklusproteine; Haushaltsproteine und schließlich 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 Zugehörigkeit zu einem bestimmten Signaltransduktionsweg (z.B. ‘Ras Signalweg’).
cAMP/PKA=cyclisches AMP–abhängige Proteinkinase A. Für die Einzelauflistung der Liganden
und Rezeptoren siehe Tabellen A.1 und A.2 im Anhang.
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3 Die Charakterisierung Thrombospondin–ähnlicher

Moleküle in Hydra

In Hydra wurden in einem ‘Two–Hybrid–Screening’ mit β-Catenin als Köder 4 Fragmente

isoliert, die für ‘Thrombospondin repeat type I’ –Domänen (TSR) kodieren (B. Hobmayer,

K. Kuhn, unveröffentlicht); die Interaktion mit β-Catenin bestätigte 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 zunächst bei der Blutplättchen–

Aggregation, und bald darauf in einer Fülle von Prozessen der vaskulären Homöostase

identifiziert, wie bei der Proliferation, Motilität, 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 Extrazellulärmatrix (EZM)

des embryonalen und adulten Nervensystems der Vertebraten, aber auch Invertebraten aktiv

(zusammengefaßt in Adams und Tucker 2000; Tucker 2004). Besonderes Augenmerk erlangte

Thrombospondin-1, ein Multidomänen–Protein mit 3 TSR–Modulen, welches das Wachstum

von Tumoren durch Aktivierung von latentem TGFβ–Komplex hemmen kann (Miao et al.

2001; Schultz-Cherry und Murphy-Ullrich 1993, zusammengefaßt in Lawler 2002). Das cy-

steinreiche TSR–Motiv besteht aus ca. 60 Aminosäureresten 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 vervollständigt und HyTSR1, HyTSR2 und HyTSR-like ge-

nannt. Die Expression von hytsr1 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 Signalmolekülen durch Faktoren der Extrazellulärmatrix immer

häufiger diskutiert wird und einige TSR–Proteine daran beteiligt sind, lag es nahe, einen

eventuellen Zusammenhang zwischen der hypostomalen hytsr1–Expression und dem Kopf-

organisator zu untersuchen; in diesem Rahmen wurden auch die 2 weiteren TSR–Moleküle

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 auffälligste Merkmal dieser 3 Proteine ist die große Anzahl der TSR–Domänen. Ver-

gleicht man diese zunächst untereinander (Abbildung 3.3), so fällt auf, daß die Domänen von

HyTSR1 und –2 einander sehr ähnlich 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 Molekül weichen hingegen in

vielen Aminosäurepositionen ab, weswegen es Thrombospondin-Repeat TypI–like Protein

(HyTSR-like) genannt wurde. Die TSR–Domänen von HyTSR-like zeigen abgesehen von

den konservierten Cysteinresten grundsätzlich größere 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 nächs-
ter Seite.
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Abbildung 3.3. Sequenzanalyse von HyTSR1, –2 und HyTSR-like. (A) ClustalW–
Alignments der TSR innerhalb eines Moleküls: 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 Aminosäuren in grün. X=nicht–konservierte Positionen.
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Die Moleküle weisen eine ungewöhnlich dichte Struktur auf, was die Anzahl und Architektur

der TSR–Repeats im Molekül 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 größte Ähnlichkeit zu

HyTSR1 aufweist. Die TSR–Motive des Pilzproteins sind stark abgewandelt, sie sind kürzer

(ca. 50 AS) und es fehlen 2 der hochkonservierten Aminosäuren (C18 und C29) des Kon-

sensusmotivs (Adams und Tucker 2000). Es ist das bisher größte beschriebene TSR–Protein

und seine Funktion wird in der Adhäsion von Pilzsporen bei der Wirtsinfekion vermutet.

Ähnlich wie HyTSR1 weist es hochgradiges ein Glykosylierungspotential und viele Zellan-

heftungsstellen auf (Sequenzen WSXW und CSVTCG + basische AS).

Weitere bekannte Moleküle mit zahlreichen TSR–Domänen 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 größere Abstände zueinander auf

als in den Hydra–Proteinen.

TSR Typ I–Motive kommen meistens in Kombination mit wenigstens einer, meistens meh-

reren anderen funktionellen Domänen vor. Auch in HyTSR2 befindet sich C–terminal eine

SUEL–type–Lectin-Domäne (Abbildung 3.4), welche als L–Rhamnose– und β-Galactosid–

bindende Domäne beschrieben wurde, die Zellen agglutinieren kann1. Vermutlich hat dies

Einfluß auf Differenzierungsprozesse, zelluläre Erkennung und Gewebeaufbau. HyTSR-like

besitzt nach 2 N–terminalen TSR eine ’van Willebrand Faktor A’–Domäne (vWA), die in der

Extrazellulärmatrix als Bindepartner von membranalen Glykoproteinen und Bindegewebs-

faktoren beschrieben wurde und in der Zelladhäsion fungiert (Whittaker und Hynes 2002).

Andere Proteine mit der Kombination von vWA und TSR fand man bisher nur bei Adhäsi-

onsmolekülen aus Vertebraten — den Hemicentinen — sowie den ‘Thrombospondin–related

adhesive proteins’ (TRAP) aus dem Parasiten Plasmodium falciparum, die eine adhäsive

Funktion bei der Wirtsinfektion ausüben (Naitza et al. 1998). HyTSR1 besteht ausschließ-

lich aus TSR–Domänen.

In HyTSR1 und –2 existieren innerhalb der TSR–Domänen Sequenzmotive, die in der Zellad-

häsion eine Rolle spielen: CSVTCG und CSKSCG (siehe Abbildung 3.4 und

Adams und Tucker 2000). Das CSVTCG-Motiv fungiert beim Menschen zusätzlich in der

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

1http://www.expasy.org/cgi-bin/nicedoc.pl?PDOC50228
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Abbildung 3.4. Domänenstruktur und putative Modifikationen von HyTSR1, HyTSR2
und HyTSR-like. Die Zahlen rechts geben die Anzahl der Aminosäuren an.

(Tolsma et al. 1993). Weiterhin sind verschiedene Bindestellen für Heparin und Sulfatide

(WSXW) sowie in allen 3 Proteinen — besonders aber in HyTSR-like — Mannosylierungs-

stellen (WXXW) vorhanden. Die (putative) ATP–Bindestelle in HyTSR2 könnte auf eine

Enzymaktivität hinweisen. Das für die Aktivierung von TGFβ–Liganden essentielle KRFK-

Motiv (Adams und Tucker 2000) wurde in den Hydra-TSR bislang nicht gefunden, eben-

sowenig die TGFβ–inhibitorische Sequenz GGWSHW. Zusammengenommen weisen diese

Vergleiche darauf hin, das die drei Glykoproteine aus Hydra höchstwahrscheinlich Zelladhä-

sionsmoleküle sind, die eine Rolle bei der Zellmigration spielen könnten.
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Die Exon/Intron-Struktur von hytsr1 und hytsr-like

Thrombospondin–Repeats des Typs I wurden als von diskreten Exons kodierte Domänen be-

schrieben, dies bestätigte 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 läßt ähnliches vermuten

und daher wurde die Exon/Intron–Struktur von hytsr1 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 bezüglich der Phase ihrer Grenzen (1–1; siehe 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 für die TSR–Module. Während die Exongrenzen bei hytsr1 mit den Grenzen

der TSR–Domänen übereinstimmen, 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 durchgeführt, um Erkenntnisse über die Mechanismen der Entstehung

des Moleküls zu gewinnen (Abbildung 3.5A).

Diese Analyse demonstrierte eine gewisse Symmetrie dergestalt, daß die Exons sich so grup-

pierten, daß 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 Moleküls hin

(Exons 6–23), während die N– und C–terminalen Exons eher divergent sind. So lassen die

Positionen der verwandten Exons 4 und 24 vermuten, daß diese Exons früh in der Evolution

durch Insertion des mittleren Molekülbereichs voneinander getrennt wurden und unabhän-

gig weiter evolvierten (Abbildung 3.5B). N-terminal wurde die vWA–Domäne vermutlich

über Exon–‘Shuffling’ eingefügt, C–terminal fand weitere Exon–Multiplikation statt. Der

mittlere Molekülteil wird von 2 durch Duplikation entstandene Kassetten kodiert (Exons

10–21), die jeweils aus 6 Exons bestehen (Abbildung 3.5B). Theoretisch muß sich dies an

den co–duplizierten Introns nachweisen lassen. Der Vergleich dieser Bereiche zeigte, daß die-

se innerhalb der Kassetten relativ kurz (69–318 bp) und fast identisch sind (nicht gezeigt),

letzteres gilt auch für die 6 Exons der zwei Kassetten selbst. Es handelt sich daher um ein

relativ junges Duplikationsereignis, sonst wären die Sequenzen divergenter.

Eine Gruppe von 4 Exons (6–9) ist den Exonkombinationen 12–15 bzw. 18–21 ebenfalls ähn-

lich und könnte damit eine Art Vorläufer–Kassette darstellen (Abbildung 3.5B). Die Introns

zwischen den Exons 6, 7, 8, 9 sind im Gegensatz zu den Introns der Kassetten so groß, das

sie gegenwärtig nicht vollständig in der Genomdatenbank enthalten sind. Dieser Vergleich
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läßt vermuten, daß die Rearrangements eines Grundmusters (Exons 6–9), welche die Kombi-

nation der Exons 10–15 bzw. 16–21 hervorbrachte, lange Zeit zurückliegen muß und sowohl

seine Exon– als auch Intronsequenzen währenddessen divergierten.

Durch die hohe Ähnlichkeit der beiden Kasetten könnte eine sehr leicht bei der mRNA–

Prozessierung zufällig herausgespleißt werden, da die Spleißmaschinerie sie vermutlich nicht

unterscheiden kann. Dies würde in einer um 1069 bp verkürzten mRNA-Species resultieren

— was sich schließlich auch in der ‘Northern Blotting’–Analyse von hytsr-like beobachten ließ

(vgl. 10.2, Seite 141, Spur 1): Die untere Bande könnte sehr wohl einem Transkript von rund

5,1 kb entsprechen. Da beide Transkripte gleich stark repräsentiert scheinen, wird offenbar

in 50 % der Fälle alternativ gespleißt.

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-

führen kann, wurden nicht die gesamten 3 Hydra–Proteinen, sondern je ein ‘typischer’ TSR–

Repeat mit TSR–Modulen verschiedener Metazoa verglichen. Unter Berücksichtigung der

Domänenkomposition im Protein kann dies die ähnlichsten Proteine identifizieren. Eine

Sequenz–Analyse mittels WU-Blast22 ergab zunächst, daß die TSR–Konsensusmotive von

HyTSR1 und HyTSR2 mit den Sequenzen VNGGFSEWSDFSECSKSCGGGIQQTRTRTCT-

NPAPAFGGKDCVGPLVETKSCKIKEDCP bzw. INGGYGEWSSFGTCSKSCGDGIQTRT-

RSCNNPKPQYGGKDCDLLGTSQESKSCKLKECP die größte Ähnlichkeit zu Rhamnos-

pondinen (e=10−13) aufwies, einer Gruppe von putativen Immunsystem–Molekülen aus Hy-

dractinia (Schwarz et al., unveröffentlicht). Diese besitzen eine C–terminale Lectin–Domäne

und mehrere Thrombospondin–Repeats, sind jedoch nicht vollständig in der Datenbank ent-

halten. Die Thrombospondin-1 Moleküle der Vertebraten, hochmodulare Proteine mit 3 TSR,

zeigten ebenfalls bei gleichem e–Wert Ähnlichkeit zu den TSR von HyTSR1/2. Danach folg-

ten die ADAMTS-14 Proteine (e=10−12) aus dem Menschen, Disintegrin–Metalloproteasen

mit 4 TSRs und anderen Domänen. Auch zu den TSR–Modulen von Thrombospondin A

aus Ciona intestinalis und einem hochmodularen, hypothetischen Protein aus Strongylocent-

rotus purpuratus zeigte sich eine Verwandtschaft, jedoch unterschieden sich deren übrige

Domänenzusammensetzung massiv von den Hydra–Proteinen. Zusammengefaßt 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 für den dargestellten Split an (<: Bootstrap–Unterstützung<50). Die Kantenlängen
entsprechen nicht den tatsächlichen Distanzen. Software: DNApenny (Phylip), Parameter ’default’;
100 Bootstrap–Replikate (seqboot, Phylip). Die Farbkodierung ist willkürlich und dient der Markie-
rung der Gruppenzugehörigkeit 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–Domäne.
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keine Lectin–Domäne und auch keine sonstigen Signaturen der ADAM–Metalloproteasen, sei-

ne Funktion ist zunächst nicht näher einzugrenzen. HyTSR-like zeigte aufgrund seiner abwei-

chenden Repeat-Sequenz (GTLSDWSAWSACSASCQSNVNVAPTQTRTRSCVGATLGGG-

CPGASLSETQNCNANVSCP) nur Ähnlichkeiten bei e–Werten oberhalb 10−5, 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 erwähnte THS7B–Protein aus der Maus bestehen ebenfalls

ausschließlich aus TSR–Domänen, die hochvariabel sind und gewisse Ähnlichkeit zu den

HyTSR-like–Domänen zeigen. Diese hypothetischen Proteine v.a. scheinen im Gehirn der

Tiere vorzukommen, was funktionelle Vorhersagen für Hydra sehr erschwert. Stammbaum–

Analysen mit den drei Konsensus–Repeats von HyTSR1/2 und HyTSR-like brachten keine

zusätzlichen 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 Fußregenerate sowie Tiere mit

erhöhter Kopfaktivierung untersucht. Für hytsr1 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 hytsr1 : In mukösen Drüsenzellen,

die sich in ins Lumen des Gastralraums hineinragenden, lamellenartigen Ausfaltungen des

hypostomalen Endoderms (Taeniolen) befinden (Abbildung 3.6A–C). Diese speziellen Drü-

senzellen, die Mukopolysaccharide sekretieren, differenzieren aus zymogenen Drüsenzellen

des subhypostomalen Gewebes (Rose und Burnett 1968a, b, 1970).

Bei der Knospung beginnt im Stadium II–III die Expression von hytsr2 in Apexzellen (Ab-

bildung 3.6D), die sich schließlich im ausdifferenzierten Hypostom der Knospe verdichten.

Diese Zellen entstehen anders als beim ‘steady-state’–Polyp aus einwandernden i–Zellen, die

sich vermutlich direkt in muköse 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) vergrößert.
(D) Knospenstadien, v.l.n.r. Stadium II, III, IV, VIII.

Expression im unteren Hypostombereich (Abbildung 3.7). Diese Zellen stellen vermutlich

Differenzierungsstadien zymogener Zellen beim Übergang zu Mukuszellen dar. Mit zuneh-

mender Nähe zur Mundöffnung sind lange, schmale Mukuszellen stark gefärbt, vermutlich

vom granulären Typ.

Der Vergleich mit hytsr1 verdeutlicht, daß beide Transkripte in den gleichen Zellen exprimiert

sind, jedoch ist die Ausdehnung der Domänen leicht verschieden: Die Transkription von

hytsr1 wird im Hypostom etwas basaler als die hytsr2–Expression angeschalten, d.h. in

einem früheren Stadium der Mukuszell–Differenzierung (Abbildung 3.8).

hytsr2–Expression während der Regeneration

F. Rentzsch 2001 fand heraus, daß hytsr1 sowohl bei der Kopf– als auch Fußregeneration 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 Fuß hingegen nach 12 und 24 Stunden (Rentzsch et al. 2005). hytsr1–

exprimierende Mukuszellen sind nach 24 h Kopfregeneration zu erkennen. hytsr2 verhält

sich bei der Kopfregeneration ebenfalls wie hytsr1 (nicht gezeigt). Es wurde außerdem die

Fußregeneration untersucht und im Unterschied zu hytsr1 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 Präzipitat hervorruft. Die
CLSM–Aufnahmen zeigen Projektionen der Z-Stapel von gefärbten Hypostomen seitlich (links) und
in Aufsicht (Mitte, rechts) mit unterschiedlichen Öffnungszuständen des Mundes.

Abbildung 3.8. hytsr1– und hytsr2–Einzelfärbung (A,B) und Doppelfärbung (C).
Aufsicht auf das Hypostom. (A) hytsr1–Detektion mit NTB/BCIP; Größenstandard=500 μm, für
alle Bilder. (B) hytsr2–Detektion mit FastRed und (C) Doppel–ISH mit hytsr1 in blau und hytsr2
in rot. Die rote Farbreaktion wurde hier der blauen angeschlossen, dies führt durch Überlagerung
zum teilweisen Verlust des blauen Farbstoffs innerhalb der hytsr2–Domäne.
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hytsr2 zu einem der gewählten 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 Fußregeneration aufreguliert werden und offensichtlich einer anderen

Regulation als hytsr1 unterliegt.

hytsr1/2–Expression in Kopf–aktivierten Tieren

Für 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 Drüsenzellen; letztere zeigen eine un-

terschiedliche Verteilung in der Körpersäule entlang der Körperachse (Rose und Burnett

1968b, 1970). Bei Induktion der Kopfregeneration sowie bei der Knospung wird auf diesen

Zellvorrat zurückgegriffen. Dies legt nahe, daß die Kompetenz zur Differenzierung in spe-

zielle (hypostomale) Zellen prinzipiell in der ganzen Körpersäule vorliegt, die tatsächliche

Ausprägung aber vom Positionswert abhängt. Dieser läßt sich künstlich durch Verletzung,

aber auch durch chemische Verbindungen verändern, z.B. setzt der GSK3β–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 daraufhin einige Tage später reversible ektopische

Tentakel und stabile Köpfe verteilt über die gesamte Körpersäule (Broun et al. 2005; Nacak

2004). hytsr1 und –2–Expression wurde in 24 h Alsterpaullone–behandelten Tieren über

mehrere Tage hin untersucht. Die Zellen beginnen in der Körpersäule (mit Ausnahme der

Stielregion) bereits 2 Tage nach der Behandlung die Transkripte zu exprimieren (Abbildung

3.9). Ihre Morphologie ähnelt der von gastrodermalen, zymogenen Drüsenzellen. Erstaunli-

cherweise sind in seltenen Fällen auch gefärbte Zellen im Ektoderm zu sehen (Abbildung 3.9,

Pfeile), was auf die induzierte Differenzierung von i–Zellen hinweist. Die diffuse Verteilung der

gefärbten Zellen ist abrupt geändert am 4. Tag: Größere aber wenige Gruppen von Zellen zei-

gen nun eine eine Anordnung ähnlich wie im Hypostom; dies wird als der Zeitpunkt erachtet,

bei welchem sich Organisationszentren etabliert haben und Differenzierungsvorgänge star-

ten. hytsr1 zeigt das gleiche Muster und die gleiche Kinetik (nicht gezeigt). Zusammengefaßt

bedeutet dies, daß die Transkription von hytsr1– und –2 (i) flexibel auf den Positionswert

der Zellen reagiert, (ii) generell während der Kopfdifferenzierung aufreguliert ist und (iii) die

mukösen Drüsenzellen aus endodermalen, zymogenen Drüsenzellen der Körpersäule 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–stündiger
Alsterpaullone-Behandlung. Das rot umrahmte Bild unten rechts zeigt die Vergößerung
eines ektopischen Tentakels aus dem Bild darüber (3 d) und verdeutlicht die ektodermale
Expression von hytsr2 (Pfeile, m=Mesoglöa).
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Abbildung 3.10. Ektodermale hytsr-like–Expression in Hydra. (A) gesamtes Tier, die
Pfeile geben expressionsfreie Zonen an. (B) vergrößerter 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 über der Fußscheibe ebenfalls stärker war und sich hier graduell von basal

nach apikal abschwächte (Abbildung 3.10A,B). Die Fußscheibe war immer frei von Färbung,

ebenso die äußersten Tentakelspitzen. Bei der Knospung erschien das Ektoderm der sich

ausstülpenden Knospe stärker gefärbt als das der Knospungszone. Im weiteren Verlauf war

der apikale Bereich der Knospe stärker gefärbt, was sich nach vollendeter Musterbildung auf

die Tentakel und den basalen Bereich wie im adulten Tier beschränkte (Abbildung 3.10C).

hytsr-like bei Regeneration

Bei der Kopfregeneration (80 % KL) blieb das Ektoderm der regenerierenden Spitze nach

Wundverschluß frei von Expression und begann erst ab 24 h im Bereich der sich später

ausstülpenden Tentakelknospen hytsr-like aufzuregulieren (Abbildung 3.11A). Bei Fußrege-

neraten, die bei 20 % KL geschnitten worden waren, blieb das Ektoderm der Wunde über

den gesamten betrachteten Zeitraum stark gefärbt 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 während Kopf- und Fußregeneration. Obere
Reihe: Kopfregenerations–Zeitreihe. Die Pfeile markieren die späteren Tentakelknospen. Untere
Reihe: Fußregenerate.

hytsr-like zeigt damit eine gänzlich gegensätzliches Expressionsmuster verglichen mit hytsr1

und –2. Es ist denkbar, daß die Diversifizierung der TSR–Domänen von HyTSR-like mit sei-

ner räumlichen und funktionellen Segregierung einherging. HyTSR-like ist deutlich basalen

Positionswerten entlang der oral–aboralen Achse zugeordnet, hat jedoch auch eine Funktion

in der sich ausstülpenden Knospe und den Tentakeln — in beiden Bereichen ist das Gewebe

vermehrt forcierten Bewegungen senkrecht zur Körperachse ausgesetzt.

Direkt an sehr stark exprimierende Bereiche in den Tentakeln und unmittelbar über der

Fußscheibe grenzen die einzigen expressionsfreien Regionen im Polyp: Die Tentakelspitzen

und die Basalscheibe (Abbildung 3.10). Es ist denkbar, das der Ablösungsprozeß von alten

Zellen, der hier lokalisiert ist, verminderte Zelladhäsion voraussetzt, und daher hytsr-like–

Transkription aktiv inhibiert wird.
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4 Charakterisierung des Hydra Dickkopf–ähnlichen

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-ähnlichen Molekülen in Hydra

stammten sowohl aus dem Signalpeptidselektions–‘Screening’ (Kapitel 2.1) als auch aus ei-

ner der Hydra–EST–Bibliotheken. Letztere lieferte einen den vollständigen Poly(A)–Bereich

enthaltenden Klon taa05h01 von insgesamt 346 bp Länge. Das mit 13,7 % am häufigsten

isolierte Signalpeptid im Signalpeptidselektions–‘Screening’ gehörte zu einer DNA-Sequenz

von insgesamt 203 bp Länge, die mit taa05h01 überlappte. Eine blastx–Analyse der assem-

blierten Sequenzen lieferte eine schwache Ähnlichkeit mit dem Dkk-4 Homolog der Maus

(e=0,009). Ausgehend von taa05h01 wurde aus dem Stamm H. vulgaris Basel über RACE

(‘rapid amplification of cDNA ends’) die fehlenden 5’–Sequenz und danach das vollständige

Transkript kloniert. Eine ‘Northern Blotting’–Analyse (nicht gezeigt) bestätigte die gerin-

ge Größe des Transkripts von 395 Basenpaaren (Bp). Das kodierte Protein besteht aus 92

Aminosäureresten (As) und besitzt ein putatives 19 As langes Signalpeptid (Abbildung 4.1).

Außerdem wurde die Vollängensequenz aus dem Stamm H. magnipapillata sf-1 kloniert; der

Unterschied zum Molekül aus H. vulgaris ist hier beträchtlich: 10 Basensubstitutionen in-

nerhalb der codierenden Sequenz, die in 7 Aminosäure-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 (siehe Abschnitt 4.2).

Das Hydra–Molekül ist wesentlich kürzer als die bekannten Mitglieder der Dickkopf–(Dkk)–

Familie der Vertebraten, es umfaßt nur die C–terminale Hälfte dieser Proteine. In diesem Be-

reich befindet sich eine cysteinreiche Domäne (CRD), welche für den Wnt–antagonistischen

Effekt der Dkk–Proteine genügt (siehe Einleitung). Das Hydra–Protein zeigt eine 33 %ige

Aminosäureidentität und 47 %ige Ähnlichkeit zu dieser funktionellen Domäne (CRD2–Dkk4,

Maus) (Abbildungen 4.2 und 4.3).

Ein zweites Dickkopf–ähnliches Molekül, das im Sekretions–‘Screening’ nur einmal auftauch-

te, ist das kürzlich anderswo beschriebene HyDkk1/2/4–C (Augustin et al. 2006). Es ist mit

54 % Aminosäureidentität deutlich verschieden von HyDkk1/2/4–A. Das zunächst identi-

fizierte EST-Fragment mit nur 223 bp Länge enthielt nicht genügend Information um ei-

ne Ähnlichkeit mit Dickkopf zu ergeben; ein Abgleich wurde erst später mit wachsender
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Abbildung 4.1. Nukleotid– und Aminosäureseqenz von hydkk1/2/4–A. Gelb unter-
legt=Signalpeptid, hellblau unterlegt=CRD (Cystein-reiche Domäne). Rote Unterstreichungen
bezeichnen das EST-Fragment aus dem Sekretions-’Screening’ (in sf-1), grüne taa05h01. Die
horizontalen schwarzen Pfeile geben die Position der RACE-Oligonukleotide wieder, die blauen
Pfeile spezifizieren die Oligonukleotide für die Vollängen-Klonierung. Der senkrechte Pfeil gibt
die putative Schnittstelle im Signalpeptid wieder.

EST-Bibliothek und dem Hydra–Genomprojekt möglich. 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-ähnlichen 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–ähnliche Moleküle aus EST–Bibliotheken bekannt.
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Abbildung 4.2. Domänenstruktur 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 Domäne; die Zah-
len rechts geben die Länge der Proteine in As an. Die Box vergleicht die Ami-
nosäuresequenz der evolutionär konservierten CRD2 im Einbuchstaben-Code;
‘X Zahl’ steht für die Anzahl nicht konservierter Positionen.

In die Analyse wurden auch 2 übersetzte ESTs aus der Seeanemone Nematostella vecten-

sis eingeschlossen. Eines zeigte 42 % Ähnlichkeit (gleiche oder ähnliche Aminosäuren) zu

HyDkk1/2/4–A, das andere war zu 64 % dem Dkk3–Ortholog aus Hydra (Fedders et al.

2004) ähnlich (Abbildungen A.4, A.5 im Anhang). Beide Nematostella–ESTs kodieren für

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 Domäne der Dkk1–4–Proteine besitzt strukturelle Ähnlichkeit 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 prüfen, wurden 2 Colipase–Sequenzen

aus Mensch und Maus in die Analyse einbezogen. Sie besitzen eine 19 %ige Identität inner-

halb der CRD zu HyDkk1/2/4–A, was alle Cysteinreste mit einschließt.

Um dem ‘long branch attraction’–Phänomen vorzubeugen, wurden für die phylogenetische

Analyse diejenigen Vertebraten– und Invertebraten–Sequenzen ausgewählt, die keine zu lan-

gen Zweige verursachten, d.h. nicht zu divergent waren. Die Analyse ergab schließlich den in

Abbildung 4.4 dargestellten Baum: Die Dkk1/2/4–Gruppe der Vertebraten konstituieren wie

erwartet hoch–unterstützt eine distinkte Gruppe. Die Nematostella und Hydra–Proteine bil-

den eigene Gruppen: Die Dkk1/2/4–ähnlichen sind deutlich von den Dkk3–ähnlichen CRD2

abgegrenzt und bilden damit 2 Unterbäume; ihre Position bezüglich der anderen Gruppen

im Baum konnte nicht aufgelöst werden. Gleiches gilt für die Dkk3–CRD2 der Vertebraten

und die Colipasen. Die Dkk3–ähnlichen CRD2 von Amphioxus, Acropora und Dictyostelium
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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-Einträge: Hydra Dkk1/2/4–A und
–C (CN559480); Nematostella vectensis Dkk1/2/4, Dkk3 (DV082197 und DV093058); Acropora
millepora (EST GS01bF09.b1); 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 läßt sich daher vermuten, daß die Dkk3–CRD2–Motive

eine diversifizierte Gruppe gleichen Ursprungs bilden, zu welcher auch die Colipasen zäh-

len. Zwar konnten die inneren Zweige des Baumes weder mit der Quartet–Puzzling–Analyse

(TREE–PUZZLE) noch mit Bootstrap–Analysen (Abschnitt 10.12) aufgelöst werden, da

die Cnidarier–Sequenzen sich einige Aminosäuremotive 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 Domänenstruktur sowie die Aminosäure-

ähnlichkeit 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 früh in der

Metazoa–Evolution, 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 Körper-

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–Unterstützung >50 an.

bei eben jenen Prozessen zu untersuchen.

Um Anhaltspunkte für die Funktion des Dickkopf–ähnlichen Moleküls in Hydra zu erhalten,

wurden Expressionsstudien auf mRNA–Ebene (in situ Hybridisierung=ISH) in verschiede-

nen Stadien und unter im folgenden näher bestimmten Bedingungen durchgeführt.

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 Einzelzellpräparate (Mazerate) der ISH unterzogen.

Das hydkk1/2/4–A–Transkript ist in der gesamten Körpersäule von Hydra, mit Ausnahme

des Kopfes, exprimiert (Abbildung 4.5A). Die Expressionsgrenze verläuft scharf unterhalb
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Abbildung 4.5. Detektion der hydkk1/2/4–A Expression mittels ISH. (A) adulter Polyp;
(B) einzelne Drüsenzellen. Die Pfeile markieren die Cytoplasmabrücken.

des Tentakelkranzes. Zwischen der Knospungszone und dem Fuß wird die Dichte der ex-

primierenden hydkk1/2/4–A–Zellen schwächer. Überraschenderweise war das Transkript in

Drüsenzellen exprimiert, einem Derivat der i–Zellen, in welchen eher keine Morphogene er-

wartet werden, da diese Zellinie in geringerem Maße an der Musterbildung in Hydra beteiligt

scheint (siehe Kapitel 2.1, Seite 22). Die Mazerat-ISH zeigte, daß hydkk1/2/4–A moderat

im Cytoplasma begeißelter Drüsenzellen unterschiedlicher Form und Größe vorhanden ist.

Gelegentlich wurden auch erhaltene Kontakte zu anderen Zellen über Cytoplasmabrücken

beobachtet (Abbildung 4.5B). Als zymogene Zellen besitzen Drüsenzellen viele Vesikel; es ist

möglich, daß sekretierte Proteine wie HyDkk1/2/4–A hier ’gelagert’ werden.

Das Verhältnis von hydkk1/2/4–A–positiven Drüsen– zu Epithelzellen beträgt 0,33±0,12,

wie die Auszählung der Mazerat-ISH von ganzen Tieren ergab. 3 bis 5 % der ausgezählten

Zellen waren nicht-gefärbte Drüsenzellen, die in Form und Größe jedoch ebenfalls variabel

waren, d.h. die Expression von hydkk1/2/4–A ist kein Universalmarker für Drüsenzellen.

hydkk1/2/4–A–exprimierende Drüsenzellen der oberen Körpersäule sind

Harnstoff–sensitiv

Eine 3tägige Harnstoff (HU)–Behandlung, die zum Verlust der schnell proliferierenden i-

Zellen führt, 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 Körpersäule, wie an einem repräsentativen Tier gezeigt.

am Tentakelkranz (Abbildung 4.6). In anderen Körperregionen waren die Drüsenzellen nicht

beeinträchtigt. Dies bedeutet, daß die Hauptdifferenzierungszone der hydkk1/2/4–A–exprimie-

renden Drüsenzellen hier, im oberen Viertel der Körpersäule, liegen muß. Ausdifferenzierte

Drüsenzellen haben einen langen Zellzyklus und sind daher unter den gewählten Bedingungen

nicht HU–sensitiv. Es wurde jedoch gezeigt, daß die Zellzykluslänge der Drüsenzellen nicht

homogen über den Körper verteilt ist, sondern in apikaleren Bereichen kürzer ist (Bode et al.

1987; Schmidt und David 1986). Dies spiegelt sich in diesem Experiment vermutlich wieder;

die proliferativsten und damit noch HU–sensitiven Drüsenzellen liegen in geringer Entfer-

nung von der Kopfgrenze.

hydkk1/2/4–A-Expression während der Knospung

In Polypen mit verschiedenen Knospenstadien wurde die hydkk1/2/4–A–Expression unter-

sucht: Wie in Abbildung 4.7 zu erkennen ist, füllt sich die evaginierende Knospe zunächst

gleichmäßig mit hydkk1/2/4–A–exprimierenden Drüsenzellen. Im späteren Stadium, mit Bil-

dung der Kopfstrukturen, beginnt das Transkript im apikalen Teil der Knospe sukzessive zu

verschwinden, bis schließlich die Expressionsgrenze vergleichbar dem adulten Polypen eta-

bliert ist. Darin zeigt sich, daß differenzierte Kopfstrukturen wie Hypostom und Tentakel

die Expression von hydkk1/2/4–A reprimieren, der frühe apikale Bereich der evaginieren-

den Knopse zunächst aber keinen so weitreichenden Einfluß besitzt. Die hydkk1/2/4–A–

exprimierenden Drüsenzellen differenzieren sich vermutlich im Verlauf der Kopfbildung zu

kopfspezifischen, mukösen Drüsenzellen (Rose und Burnett 1968a, b, 1970), die dann das

hydkk1/2/4–A–Transkript inaktivieren.
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Abbildung 4.7. hydkk1/2/4–A Expression während der Knospung in Hydra (ISH). Die
römischen Zahlen geben die Stadien nach Otto und Campbell (1977) an. Die Pfeile markieren die
Expressionsgrenze von hydkk1/2/4–A.

Abbildung 4.8. Die hydkk1/2/4–A–Expression verschwindet während der Oogenese in
Hydra. (A) Spermatogenese. (B-D) Oogenese–Stadien 2, 3 und bereits gefurchter Embryo.

hydkk1/2/4–A-Expression während der Gametogenese

Gameten entstehen bei Hydra aus der interstitiellen Zellinie. Da die Gameten in der Körper-

säule — also der Expressionszone von hydkk1/2/4–A entstehen, war es interessant zu wissen,

ob es einen Einfluß der Gametogenese auf hydkk1/2/4–A gibt. Dies ist nicht der Fall bei der

Spermatogenese (Abbildung 4.8A), die hydkk1/2/4–A Expression in der Körpersäule bleibt

hier gleichförmig. Im Gegensatz dazu zeigt die Region um die entstehende Oocyte (Abbildung

4.8B-D), daß diese die hydkk1/2/4–A Expression mit zunehmendem Entwicklungsstadium

entweder aktiv reprimiert oder daß durch die Determinierung und Rekrutierung von ‘nurse

cells’, die in die wachsende Oocyte inkorporiert werden, der Vorrat an i–Zellen und mithin

an Drüsenzellvorläufern verarmt. Da vorhandene Drüsenzellen dem Gewebefluß folgend nach

apikal und basal migrieren, entsteht sukzessive eine Drüsenzell– 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 hydkk1/274–A im Rahmen dieser Arbeit und der Diplomarbeit

von T. Nacak (2004) an verschiedenen Hydra-Species durchgeführt.

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 für 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 früheste 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 verstärkte Expression zunächst auch nach der Wundheilung bestehen, um

dann relativ abrupt aus dem zukünftigen Kopfbereich zu verschwinden. Dies begann frühes-

tens bei 3 Stunden, die Mehrzahl der Tiere aber zeigte nach 12 Stunden den Übergang. Die

Kinetik dieses Vorgangs (Abbildung 4.9B) ist vermutlich abhängig von der genauen Schnitt-

höhe 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 möglicherweise eine Grenze auf morphologischer und

morphogenetischer Ebene, nämlich den Übergang von Körpersäulengewebe zu differenzierten

Kopfstrukturen mit dem Kopforganisator. Höchstwahrscheinlich wird hier, wie auch bei der

Knospung, die hydkk1/2/4–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 ermög-

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 stärkere hydkk1/2/4–A–Färbung im Vergleich zu Drüsenzellen aus

einer unversehrten Körperregion (Abbildung 4.9C). Auszählungen ergaben, daß in den rege-

nerierenden Spitzen das Verhältnis der gefärbten Drüsenzellen zu Epithelzellen von 0,33±0,12
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Abbildung 4.9. Dynamische hydkk1/2/4–A–Expression während 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 repräsentieren Regenerate mit apikaler hydkk1/2/4–A–
Expression, weiße Balken bezeichnen Tiere mit expressionsfreier regenerierender
Spitze. (C) Mazerat-ISH: hydkk1/2/4–A ist in Drüsenzellen in 1 h regenerierendem
Gewebe (reg) aufreguliert im Vergleich zu Drüsenzellen in unversehrten Körperre-
gionen (n).
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Abbildung 4.10. Aufregulation der hydkk1/2/4–A–
Expression bei Fußregeneration. Der Fuß 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 ungefärbte Drüsenzellen normalerweise nur mit einem Verhältnis von 0,03

bis 0,05 auftreten, kann die Rekrutierung dieser allein nicht für den dramatischen Effekt

genügen, sondern erfordert aktive Migration weiter basal liegender Drüsenzellen und/oder

die verstärkte Proliferation der Drüsenzellen und/oder die verstärkte Differenzierung von

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

hydkk1/2/4–A-Expression bei Induktion der Fußregeneration

Die Fußregeneration wurde ebenfalls untersucht, da die hydkk1/2/4–A–exprimierenden Drü-

senzellen bis hinunter zur Stielregion reichen, wenn auch mit geringer werdender Dichte.

Auch hier führte die Amputation des Fußes zu einer Aufregulation von hydkk1/2/4–A na-

he der Wunde (Abbildung 4.10); die Dichte der hydkk1/2/4–A–exprimierenden Drüsenzellen

scheint ebenfalls lokal zuzunehmen. Die erhöhte 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 Körpersäule und auch am Hypostom mit einem tiefen Schnitt verletzt und nach 6 Stun-

den (Körpersäule) bzw. 30 min (Hypostom) für die ISH fixiert. Bei einer seitlichen Verletzung

ist hydkk1/2/4–A ebenfalls aufreguliert (Abbildung 4.11A). Hierbei scheinen sich die Drüsen-

zellen aktiv, vorwiegend ihrer längeren 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 Körpersäule 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-

verschluß erfolgt bei Hydra innerhalb von 2 bis 4 Stunden; die hydkk1/2/4–A–Expression ist

mit mindestens 6 h länger aufreguliert und kehrt etwas später erst zum normalen Level zu-

rück (nicht gezeigt). In der hydkk1/2/4–A–freien, hypostomalen Zone verletzte Tieren zeigen

keine wundinduzierte Aufregulation (Abbildung 4.11C), d.h. es werden weder hypostomale

Zellen zur hydkk1/2/4–A-Expression rekrutiert noch wandern Drüsenzellen aktiv ein. Kon-

trolltiere zeigten, daß die Heilung trotzdem erfolgte. Dies war auch der Fall bei epithelialen

Tieren, die durch Hitzebehandlung ihre i–Zellinie deren Derivate wie die Drüsenzellen verlo-

ren haben (siehe Kapitel 2.1 und 4.5). Ein Schnitt in der Körpermitte heilte ohne erkennbare

Zeitverzögerung in 100 % der Fälle, auch wenn diese Tiere nachweislich keine hydkk1/2/4–

A–exprimierenden Drüsenzellen mehr besaßen. Dies bedeutet, daß HyDkk1/2/4 zwar an der

Wundheilung beteiligt sein kann, wie es die wundinduzierte Aufregulation im normalen Po-

lypen vermuten läßt, jedoch sind offensichtlich epitheliale Faktoren hierbei ausreichend oder

können entsprechende Funktionen übernehmen.

Mehrfach wurde demonstriert, daß Verletzungen den Regenerationsprozeß von Hydra unter-

stützen bzw. verstärken (Kobatake und Sugiyama 1989; MacWilliams 1982, 1983b; Müller

1996). Der Verletzungsstimulus selbst wirkt auf unbekannte Weise als Signal und führt lokal

zu einer transienten Erhöhung des Positionswertes, welche innerhalb von 12 bis 18 Stun-

den abklingt bzw. vom schon vorhandenen Positionswert-Gradienten ‘überschrieben’ wird

(MacWilliams 1983b). Newmann (1974) demonstrierte mittels Induktion der Kopfregene-

ration durch Abschnürung mit einem Haar, daß die Kopfregenerationsfähigkeit erheblich

vom gleichzeitigem Verletzungsstimulus abhängig ist. Die hydkk1/2/4–A–Expression wurde

in solchen Abschnürregeneraten nicht aufreguliert (Nacak 2004). Dabei erhob sich die Frage,
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Abbildung 4.12. Verzögerung der
Fußregeneration durch Minimie-
rung des Verletzungsstimulus. Ge-
zeigt sind Mittelwerte aus 2 unabhängi-
gen Experimenten; volle Kreise = Kon-
trolltiere (n=19, 23), offene Kreise = Ab-
schnürregenerate (n=16, 19). Die verti-
kalen Linien geben die Standardabwei-
chungen an.

ob das Phänomen der wundunterstützten Regeneration nur oder besonders für die Kopf-

regeneration gilt bzw. inwieweit auch die Fußregeneration beeinflusst ist. Daher wurde das

Abschnürexperiment für Fußregeneration wiederholt: Knospenlosen Polypen wurde der Fuß

bei 25 % KL mit einem Haar abgeschnürt, so daß keine oder nur minimale Verletzung ent-

stand. Die so getrennten Körperteile lösten sich voneinander bzw. vom Haar innerhalb einer

Stunde. Die Fußregeneration wurde nach 28 und 41 Stunden überprüft. Es trat eine Verzöge-

rung in der Fußbildung bei den Abschnürregeneraten auf, vergleichbar mit der Verzögerung

bei abgeschnürten Kopfregeneraten (Nacak 2004; Newman 1974) (Abbildung 4.12). Nach 41

h glichen sich die Abschnürregenerate den Kontrolltieren an. Damit gilt auch für basale Berei-

che mit niedrigem Positionswert bzw. niedrigem Kopfaktivations– und –inhibitionspotential,

daß die Regeneration durch lokale Erhöhung des Positionswertes gefördert wird.

Zusammengenommen weisen die bisherigen Ergebnisse darauf hin, daß hydkk1/2/4–A in der

Körpersäule bei jeder Art von Verletzung schnell aufreguliert wird, vermutlich als soforti-

ge Antwort auf den Wundstimulus. Eine physiologische Funktion bei der Wundheilung ist

möglich, 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 darüberhinaus eine Rolle in der Musterbildung zu spielen, da

hydkk1/2/4–A länger als die zur Wundheilung benötigten Zeit von etwa 4 h anwesend bzw.

aufreguliert ist.

Überexpressionsstudien oder ‘Knock out’–Manipulationen waren zum Zeitpunkt dieser Ar-

beit noch nicht möglich. Um die Genfunktion einzugrenzen, standen neben der ISH verschie-

dene mutante Hydra–Stämme zur Verfügung. 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 Drüsenzell–Dichte nach 5 Tagen 28 C und 2
Wochen Hungern. Im Ausschnitt links oben ist eine Vergrößerung verbliebener
hydkk1/2/4–A–exprimierender Drüsenzellen zu sehen.

4.5 hydkk1/2/4–A–Expression in pseudoepithelialen Tieren

Der hitzebehandelte sf-1 Stamm von Hydra magnipapillata verliert seine Drüsenzellen effizi-

ent nur durch langes Hungern, wie im Rahmen dieser Arbeit festgestellt wurde. Alle ande-

ren i–Zell–Abkömmlinge 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 Drüsenzellen kann zwischen verschiedenen Polypen beträchtlich 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

Drüsenzellen. Sehr oft sind die restlichen Zellen direkt unter dem Tentakelkranz zu finden

und erscheinen rundlich und ausgefüllt mit dicht gepackten, sehr großen 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 Drü-

senzellen nach der Hungerphase (Abbildung 4.14), aber alle besitzen ≥100 Drüsenzellen. Die

Differenzierung aus i–Zellen und die Selbsterhaltung der Population durch Proliferation ist

demnach plausiblerweise abhängig von der Nährstoffzufuhr. Folgende Abschnitte untersuchen

die Regenerationsfähigkeit der im Rahmen dieser Arbeit produzierten (pseudo)epithelialen

Tiere im Vergleich zu nicht–behandelten, gefütterten und gehungerten Polypen der Stämme

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 Drüsen-
zellen. hydkk1/2/4–A–Expression in H. magnipapillata
105, 55 Tage nach dem Hitzeschock (d n.HS) (A) und in
H. magnipapillata sf-1, 35 d n.HS. (B).

Die Regenerationsfähigkkeit pseudoepithelialer Tiere

sf-1–Polypen verlieren ein paar Tage nach dem Hitzeschock ihre Fähigkeit zum Fressen und

werden im Lauf der Zeit kleiner und durchsichtiger. Etwa 50 Tage nach dem Beginn der Be-

handlung beträgt ihre Größe etwa 1 bis 2 mm, d.h. ihre Größe entspricht 1/10 bis 1/20 eines

normalen, adulten Polypen. Um ihre Regenerationsfähigkeit 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 Fußregeneration

(50 % KL) beobachtet. Es wurde gezeigt, daß die kleinsten, zu 100 % regenerationsfähigen

Stücke etwa 300 Zellen besitzen und in der Lage sein müssen, eine Hohlkugel von etwa 0,3 mm

im Durchmesser zu formen (Bode und Bode 1980; Shimizu et al. 1993). Wie aus Kernfärbun-

gen geschätzt, besaßen die pseudoepithelialen sf-1–Regenerate eine Zellzahl von mindestens

500 Zellen und bildeten nach dem Schneiden innerhalb von 24 h Kugeln (mit Kopf oder

Fuß) von mind. 0,5 mm im Durchmesser. Die Bedingungen für Regeneration bezüglich der

Größe und Topologie waren somit gegeben, was sich schließlich auch darin zeigte, das alle

Fuß–amputierten Polypen in der Lage waren, einen Fuß innerhalb von 3 Tagen zu regenerie-

ren. Anders verhielten sich jedoch die Kopfregenerate. Abhängig von der vergangenen Zeit

nach dem Hitzeschock regenerierten die Stümpfe 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 Verhältnisse im normalen Polypen, was mit dem höheren

Kopfaktivationspotential des Gewebes bei 70 % KL zusammenhängt (MacWilliams 1983b).

Es korreliert außerdem mit der meist höheren Anzahl von hydkk1/2/4–A–exprimierenden

Drüsenzellen in apikaleren Bereichen der epithelialen Tiere.



4.5 hydkk1/2/4–A–Expression in pseudoepithelialen Tieren 63

Abbildung 4.15. Kopfregenerations-
fähigkeit von pseudoepithelialen Tie-
ren (46 d n. HS) in Abhängigkeit der
Schnitthöhe. Bei 50 % KL geschnittene Tie-
re (n=114) regenerierten 6 Tage nach Ent-
hauptung weniger Tentakel als bei 70 % KL
geschnittene Polypen (n=38).

Um diese Effekte auszuschalten, wurden extensive Untersuchungen der Regenerationsfähig-

keit von 50 % KL - Regeneraten mit minimierter Anzahl von Drüsenzellen in Abhängigkeit

von der Zeit nach dem Hitzeschock durchgeführt. Bei einem Teil der Tiere wurden mittels

ISH die verbliebenen hydkk1/2/4–A–exprimierenden Drüsenzellen ausgezählt, beim ande-

ren Teil wurde die Regenerationsfähigkeit untersucht. Offensichtlich korrelieren der Verlust

von Kopfregenerationsfähigkeit und hydkk1/2/4–A–exprimierenden Drüsenzellen (Abbildung

4.16). Zwischen 30 und 40 Tage nach dem Hitzeschock reduzieren sich die verbliebenen Drü-

senzellen noch einmal drastisch, was ebenfalls im stärkeren Verlust der Regenerationsfähig-

keit nach dieser Zeit reflektiert ist.

Wie die ISH der enthaupteten Tiere zeigte, sammeln sich die restlichen hydkk1/2/4–A–

exprimierenden Drüsenzellen 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 Drüsenzellen aufweisen (Abbil-

dung 4.17E,F). Eine Erklärung wäre, daß zum Zeitpunkt der Enthauptung noch genügend

Drüsenzellen bzw. HyDkk1/2/4-Protein vorhanden war, dies aber während der Regenerati-

on verbraucht wurde, eine andere, daß die Anwesenheit von hydkk1/2/4–A–exprimierenden

Drüsenzellen die Regeneration massiv unterstützt, aber nicht essentiell ist (siehe Diskussion).

Um sicherzustellen, daß nicht allein die Verarmung an Nährstoffen für den Verlust der Kopf-

regenerationsfähigkeit verantwortlich ist, wurden Tiere der Stämme sf-1, A-10 sowie des

Wildtypstammes 105 verglichen. A-10 ist eine Chimäre, deren Epithelzellen von 105, die

i–Zell–Linie aber von sf-1 stammen (H. Shimizu, Michima, Japan). Die Kopfregenerations-

fähigkeit 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. Kopfregenerationsfähigkeit (links) und Anzahl der
hydkk1/2/4–A–exprimierenden Drüsenzellen (rechts) korrelieren in
epithelialen Tieren. links: Regenerierte Tentakel bei n=20, 101, 69, 180
und 114 Tieren; rechts: hydkk1/2/4–A–Drüsenzellen 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 ausgezählt. Die Anzahl der Tiere (n) ist im Diagramm angegeben.

hungerten sf-1–Tiere wurde vorher 2 Tage wieder angefüttert, um darzustellen, ob und in

welchem Ausmaß das Hungern allein einen Effekt auf die Regenerationsfähigkeit, unabhängig

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 abhängig. Normalerweise regeneriert Hy-

dra die ursprüngliche Tentakelzahl mit leichten Abweichungen, im Mittel 7 Tentakel. Lang

gehungerte H. magnipapillata 105–Polypen regenerierten 3,4±1,1, sf-1–Tiere 3,9±1,3 Ten-

takel. Die wieder angefütterten sf-1–Tiere regenerierten verbessert mit 4,6±0,9 Tentakeln.

Generell regenerierten gehungerte Polypen etwa 2 Tage verzögert gegenüber gut genährten

Tieren des gleichen Stammes. Verglichen mit den hitzegeschockten Polypen, die eine Regene-

rationsquote von 1,35±1,96 (sf-1) und 0,85±1,87 (A-10) Tentakeln aufwiesen, regenerierten

gehungerte Tiere immer noch besser als Tiere ohne hydkk1/2/4–A–exprimierende Drüsenzel-

len und andere i-Zell-Derivate. Damit ist der Erfolg der Kopfregenerationsfähigkeit bei Hydra

von mindestens zwei Komponenten abhängig: Von der Anzahl der Drüsenzellen — und kor-

relierend der Menge an hydkk1/2/4–A–Transkript — und moderat von der Verfügbarkeit

von Nährstoffen.



66 4 Charakterisierung von HyDkk1/2/4–A

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 durchgeführt. Im adulten

Tier schließen sich beide Expressionsdomänen weiträumig aus (Abbildung 4.19), d.h. sie

markieren verschiedene Körperregionen: Kopf und Körpersäule. Die deutliche Trennung der

beiden Expressionsdomänen ist aber nicht in Übergangsstadien zu finden. Bei der sehr frühen

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

hauptsächlich ektodermal exprimiert (Hobmayer et al. 2000; Rentzsch 2001). Die endoder-

malen, hydkk1/2/4–A–exprimierenden Drüsenzellen wandern in die sich ausstülpende Knospe

ein bzw. folgen dem Gewebefluß und füllen die Knospe anfangs bis hin zum apikalen Bereich.

Beide Expressionsdomänen sind also an der apikalen Spitze zunächst benachbart, wenn auch

weitgehend in verschiedenen Keimblättern (Abbildung 4.19). Mit weiterem Wachstum der

Knospe werden beide Transkripte durch die Abschaltung der hydkk1/2/4–A–Transkription,

wie im adulten Tier, weiträumig voneinander getrennt.

Weiterhin sind die hywnt3a– und hydkk1/2/4–A–exprimierenden Zellen bei der Kopfregene-

ration direkt benachbart (Abbildung 4.20). Dieser Zustand hält so lange an, bis hydkk1/2/4–

A in der zukünftigen Kopfregion herunterreguliert wird und hywnt3a sich auf die apikalsten

50-60 Zellen beschränkt (Rentzsch 2001). Beide Faktoren sind also mit der Musterbildung

und axialen Differenzierung assoziiert und mindestens in dieser Phase könnte eine direkte

Antagonisierung von HyWnt3a–Signaltransduktion durch HyDkk1/2/4–A auftreten. Da bei-

de Proteine sekretiert werden und über 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, wäre eine antagonistische Interaktion aber auch im normalen, adulten Tier möglich.

Die direkte Nachbarschaft von hydkk1/2/4–A– und hywnt3a–exprimierenden Zellen kann

außerdem experimentell induziert werden: Die Behandlung von Polypen mit dem GSK3β–

Inhibitor Alsterpaullone, der den kanonischen Wnt–Signalweg konstitutiv aktiviert

(Broun et al. 2005), führt zur Anhebung der Positionswerte bzw. des Kopfaktivierungspo-

tentials im gesamten Tier. Die Polypen entwickeln infolgedessen ektopische Kopfstrukturen

über die gesamte Körpersäule. Damit geht eine herdförmige Aufregulation von hywnt3a in

der Körpersäule 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 Körpersäulengewebe zunächst direkt benachbart (Abbildung 4.21B,C).

Das hydkk1/2/4–A–Transkript wird schließlich 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

Prozeß — die beginnende hywnt3a–Expression allein resultierte nicht in sofort, sondern erst

einige Tage später in der Repression von hydkk1/2/4–A, ähnlich wie bei der Kopfregenerati-

on und Knospenbildung.

hydkk1/2/4–A, hywnt3a und der Verlust der Regenerationsfähigkkeit in

pseudoepithelialen Tieren

Die bisherigen Ergebnisse implizieren eine Rolle für einen HyWnt3a–HyDkk1/2/4–A–

Antagonismus bei der Musterbildung von Hydra. Um die Abhängigkeit beider Faktoren

genauer zu überprüfen, wurden pseudoepitheliale Tiere mit reduzierter hydkk1/2/4–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 Körpersäule, (B)
Doppel–ISH mit hywnt3a (blau) und hydkk1/2/4–A (rot), (C) Vergrößerung des
eingerahmten Bereichs in (B).

hywnt3a–Expression in epithelialen Tieren.

Epitheliale Tiere wirken ‘verkopft’, d.h. die Kopfregion ist größer geworden, oft auf Kos-

ten der basalen Regionen (Marcum und Campbell 1978), und die Hypostome wirken abge-

flacht. Die Ursachen dieser morphologischen Veränderung sind nicht bekannt. Nimmt man

HyDkk1/2/4–A als Antagonisten des Wnt–Signalwegs an, kann man u.U. eine Vergrößerung

der wnt3a–Domäne erwarten, da Wnt sich in einem positiven Regelkreislauf selbst aktiviert.

Um zu untersuchen, ob die hywnt3a–Expressionsdomäne in hydkk1/2/4–A–freien Tieren ent-

sprechend ihrer Morphologie verändert ist, wurden (pseudo)epitheliale Tiere mittels ISH

untersucht. Tatsächlich zeigten diese im Vergleich zum Wildtyp eine Vergrößerung der hy-

postomalen, ektodermalen hywnt3a–Domäne, bezogen auf die Hypostombreite (Abbildung

4.22). Die endodermale Domäne verändert ihre Breite ebenfalls, aber weniger stark. Diese

Vergrößerung der hywnt3a–Domäne in epithelialen Tieren wurde auch von Augustin et al.

(2006) beschrieben.

Die hywnt3a–Expression wurde ebenfalls bei der gestörten Kopfregeneration pseudoepithe-

lialer Tiere untersucht. Etwa 50 % der untersuchten Stümpfe wiesen zusätzliche hywnt3a–

Domänen auf (Abbildung 4.23). In Parallelversuchen wurde die drastische Reduktion der

Drüsenzellen verifiziert (nicht gezeigt). Auffällig war, daß 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 Fälle leicht auf-
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Abbildung 4.22. Die hywnt3a–Expressionsdomäne ist in epithelialen
Tieren vergrößert. (A) Wildtyp (H. magnipapillata 105), (B,C) hitzege-
schockte sf-1–Polypen nach 35 d Hungern. Die gefüllten Pfeile geben die ekto-
dermale Begrenzung der hywnt3a-Domänen an, die leeren Pfeile die endoder-
malen Grenzen. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Breite des Hypostoms
im optischen Schnitt; der Größenstandard beträgt 500 μm.

reguliert (eigene Beobachtung; T. Lengfeld, pers. Kommunikation). RT-PCR–Experimente

zeigten zudem, daß hywnt3a auf Verletzung mit leicht verstärkter Expression reagiert (Ab-

bildung 4.24). Auch verletzte, epitheliale Tiere regulierten das hywnt3a–Transkript in eta der

Hälfte der Fälle an der Wunde auf (nicht gezeigt); eine stärkere Aktivierung von hywnt3a

nach Verletzung war daher im hydkk1/2/4–A–negativen Kontext nicht eindeutig nachzuwei-

sen.

Zusammenfassend läßt 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 ursprünglichen apikalen Pol auftritt, unabhängig davon, ob

die Regeneration erfolgreich beendet wurde oder nicht. Im letzteren Fall trat oft ektopische

hywnt3a–Expression im Stumpf auf, dies könnte mit fehlender hydkk1/2/4–A–Expression

bzw. fehlenden Drüsenzellen 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 verzögert einen Kopf re-

generieren (Achermann und Sugiyama 1985; Sugiyama und Fujisawa 1977). Der Grund hier-

für wird in einem verzögertem Abfall des Kopfinhibitionspotentials nach der Enthauptung

gesehen, was die Selbstverstärkung der Kopfaktivierung behindert (siehe Einleitung). Im

Gegensatz dazu ist die Kopfbildung bei der Knospung nicht gestört. 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 verändert. Regenerate 35 d nach Hitzeschock, 9 Tage nach Enthauptung. (A-D) Nicht-
regenerierende Tiere. Neben der hywnt3a–Domäne am apikalen Pol traten zusätzliche lokale Ex-
pressionen in der Körpersäule auf. Bei (D) fehlt die eindeutige Zuordnung einer apikalen Domäne
ganz. (E,F) Erfolgreiche, epitheliale Kopfregenerate. Der Größenstandard in (A) entspricht 500
μm und gilt für alle Tiere.

Abbildung 4.24. hywnt3a ist
bei Verletzung leicht aufregu-
liert. (A) RT-PCR von hyw-
nt3a und EF1α bei an der Sei-
te verletzten H. magnipapillata 105
und unverletzten Polypen (n=20).
(B) Quantifizierung der PCR–
Bandenintensität zweier unabhän-
giger Experimente mit Normierung
auf das Haushaltsgen EF1α. Die
vertikalen Linien geben die Stan-
dardabweichung an.

der Anzahl regenerationsdefizienter und verzögert regenerierender Tiere korreliert (Rentzsch

2001). Im Rahmen der Untersuchung der Beziehung zwischen hydkk1/2/4–A und hywnt3a

war es interessant zu wissen, ob hydkk1/2/4–A in diesen Tieren veränderte 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,

unabhängig davon, ob hywnt3a vorhanden war (57,4±12,0 %) oder nicht (nicht gezeigt). Dies

bedeutet, daß hywnt3a–Expression für die Aufregulation und Erhaltung von hydkk1/2/4–A

im Wundbereich nicht notwendig ist.

4.7 Die heterologe Expression von hydkk1/2/4–A

Gegenwärtig besteht noch keine verläßliche Möglichkeit, Hydra genetisch zu manipulieren.

Daher wurde hydkk1/2/4–A im Xenopus–Embryo und in Zellkultur (HEK293T) überexpri-

miert, um zu erfahren, ob HyDkk1/2/4 Wnt–antagonistisch wirkt und diese Funktion damit



4.7 Die heterologe Expression von hydkk1/2/4–A 71

evolutiv konserviert ist. Diese Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Sonia Pinho und

Christof Niehrs am DKFZ in Heidelberg durchgeführt.

hydkk1/2/4–A–Überexpression in Xenopus–Embryonen

Bei der Xenopus-Embryogenese ist XDkk1 ein essentieller Faktor für 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 überhaupt erst ermöglicht. Überexpression

von xdkk1 führt dosisabhängig zu überproportional großen Kopfstrukturen (‘Dickkpf’) und

einem generell dorso–anteriorisierten Phänotyp.

Die Injektion von hydkk1/2/4–A mRNA in Xenopus war Teil der Diplomarbeit von T. Nacak

(2004) und zeigte, daß hydkk1/2/4–A im Frosch–Embryo morphogenetisch aktiv ist und den

typischen Dickkopf–Phänotyp hervorrufen kann.

S. Pinho konnte weiterhin zeigen, daß die Injektion von hydkk1/2/4–A xwnt8–induzierte se-

kundäre Achsen im Xenopus–Embryo blockieren kann (Abbildung 4.25A), wenn auch nicht

im gleichen Ausmaß wie endogenes xdkk1. Gleiches gilt für die Inhibition eines Wnt–Signal–

sensitiven Reportersystems (’TOPFLASH-Assay’, siehe auch nächster Abschnitt): Die durch

xwnt8–Injektion in alle 4 Embryoblastomeren induzierte Reporteraktivität wurde dosisab-

hängig 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 hydkk1/2/4–A–Coinjektion genauso wie durch endogenes xdkk1

reprimiert werden (Abbildung 4.26).

Diese Resultate zeigen, daß hydkk1/2/4–A die Funktion von endogenem xdkk1 im Froschem-

bryo dosisabhängig simulieren kann und hier den kanonischen Wnt–Signalweg inhibiert.

Die hydkk1/2/4–A–Aktivität in HEK293T-Zellen

Parallel zum heterologen Ansatz in Frosch wurde die Wirkung von hydkk1/2/4–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 sekundärer Achsen. xwnt8 mRNA (12,5 pg) wurde entweder allein oder
mit xdkk1 (10 pg) oder hydkk1/2/4 (1 ng) co-injiziert. (B) Blockade eines Wnt–sensitiven
Reporterkonstrukts (TOPFLASH-Assay). Hierfür wurden die mit xwnt8 (150 pg), xdkk1 (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 für das Luciferase–Assay lysiert. RLU = Relative
Fluoreszenz Einheiten; vertikale Linien=Standardabweichungen aus 3 Messungen.

Abbildung 4.26. hydkk1/2/4–A und xdkk1 inhibieren die xwnt8–
vermittelte siamois-Transkription. ‘animal cap assay’: Von mit xwnt8 (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 für RT-PCR gegen
siamois, brachyury (xbra) und histon-4 (h4 ) hergestellt. brachyury diente dabei als
Kontrolle für die Mesoderm–Freiheit der animalen Kappen, nicht–injizierte Embryo-
nen als Negativkontrolle. GE=gesamter Embryo.
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die evolutionäre Konservierung des Wnt–Antagonsimus zu belegen.

Das TOPFLASH-Konstrukt (Korinek et al. 1997) besteht aus dem Luciferase–Gen (Glüh-

würmchen) und einem Promotor, welcher mindestens drei optimale TCF–Bindestellen be-

sitzt, wodurch es direkt aktivierbar durch den TCF/β-Catenin–Komplex ist. pTOPFLASH

kann in Zellkultur oder im lebendem Tier (siehe vorheriger Abschnitt) angewendet werden,

die Biolumineszenz wird üblicherweise nach Lyse der Zellen und Substratzugabe im Lumi-

nometer gemessen und gibt Auskunft über den Grad der Aktivierung des Wnt–Signalwegs.

Für die Experimente wurden die ORFs von hydkk1/2/4–A und hywnt3a in den Expressi-

onsvektor pCS2+ kloniert. HEK293T–Zellen wurden zunächst mit dem Reporterkonstrukt

sowie jeweils mit hywnt3a, hydkk1/2/4–A oder Maus wnt1 (mwnt1 ) 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 mwnt1

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.

Wnt1/LRP6. hydkk1/2/4–A allein konnte das Reporterkonstrukt nicht aktivieren, dazu

war mindestens eine der beiden Komponenten des Wnt–Signalweges nötig, LRP6 oder Wnt1

(Abbildung 4.27B). hydkk1/2/4–A wies damit eine synergistische Wirkung mit LRP6 und

Wnt1 auf (2,0±0,6– und 2,2±0,3–fache Aktivierung des Reporters; n=5 bzw. 4).

Kremen. Für 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 Molekülen der Wnt–Kaskade, daher müssen für oben be-

schriebene Assays immer alle Komponenten zusätzlich eingebracht werden: Wnt, Frizzled,

LRP6 und evtl. Kremen, wobei die Wirkung von XDkk1 auch ohne zusätzliche Kremen–

Transfektion zu beobachten ist. Nachdem das Hydra–Dickkopf–Molekül nicht wie erwartet

reprimierend wirkte, wurden die Zellen zusätzlich mit humanem Kremen1 (hkrm1 ) cotransfi-

ziert, um den Einfluß auf das hydkk1/2/4–A–Verhalten zu studieren. Die hkrm1–Transfektion

inhibierte mit xdkk1 zusammen den Reporter, hatte aber auf die hydkk1/2/4–A–induzierte

Aktivierung keinen antagonistischen Einfluß hat, sondern wirkt leicht zusätzlich aktivierend

(1,5±0,4– und 1,2±0,2–fach für mwnt1 bzw. hLRP6 ; n=3) (Abbildung 4.28).

Zusammengefaßt bedeutet dies, daß sich hydkk1/2/4–A in Zellkultur anders verhält als in

vivo, was auch ein bekannter Effekt für Dickkopf2 aus Vertebraten ist (siehe Diskussion). Dies

scheint abhängig vom Molekülkontext auf der Zelloberfläche des jeweiligen Systems zu sein:

In HEK293T–Zellen verhält 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 mwnt1. HEK293T-Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt, mwnt1
(8 ng), xdkk1 (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), xdkk1 (5 ng), hLRP6 (3 ng), hydkk1/2/4–A (20 und 40 ng) allein oder zusam-
men. Aktivierung durch Wnt-Komponenten ist dunkelgün, durch zusätzlich hydkk1/2/4–
A hellgrün dargestellt, Inhibition durch xdkk1 ist orange wiedergegeben. RLU=Relative
Fluoreszenz Einheiten. Vertikale Balken geben die Standardabweichung an (Triplets).

Abbildung 4.28. hydkk1/2/4–A aktiviert TOPFLASH auch in Anwesenheit von hkrm1.
HEK293T-Zellen wurden mit TOPFLASH, mwnt1 (8 ng), xdkk1 (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 unabhängig von Kremen1. Im Gegensatz dazu verhält sich XDkk1 immer als

Antagonist; dies impliziert, das strukturelle Unterschiede der Moleküle 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

sekundärer Achsen zu testen, wie sie von endogenen kanonischen Wnts, β-Catenin und auch

von titHydra β-Catenin (Hobmayer et al. 2000) ervorgerufen werden. Überraschenderweise

zeigten alle injizierten Embryonen im Gegensatz zu Kontrollinjektionen mit Preprolactin–

mRNA verschieden schwere Gastrulationsdefekte bis hin zu spina bifida (Abbildung 4.29),

ein Phänotyp, der sonst durch Überexpression von ‘nicht–kanonischen’ Wnt–Liganden wie

XWnt5 (Du et al. 1995; Moon et al. 1993) hervorgerufen wird. Dies spiegelt zum einen die

Divergenz des Hydra–Moleküls wieder, zum anderen wahrscheinlich die strikte Abhängigkeit

vom zellulären Kontext.
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5 Die Charakterisierung eines Chordin–ähnlichen

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 (siehe Einleitung). Hydra Chordin–like (HyChdl) wurde bereits von F. Rentzsch

(2001) beschrieben. Er zeigte, daß HyChdl drei konservierte, cysteinreiche Domänen (CR) im

C–terminalen Teil ähnlich den Chordin–Molekülen der Bilaterier besitzt. Am N–Terminus

von HyChdl ist die CR–Domäne der Chordin–Proteine gegen zwei divergente, cysteinreiche

Motive ausgetauscht, welche der IGFBP–1 und der Follistatin–Domäne (genauer: ‘Follistatin-

N-terminal domain-like’) ähneln. Diese Domänen können BMP–Liganden binden und sind

in HyChdl von den C–terminalen CR–Domänen durch eine 631 As lange ‘Linker’–Region

getrennt, die mit etwa der gleichen Länge in anderen Chordin–Molekülen die N– und C–

terminalen CR separiert.

hychdl ist gradiert vom oralen zum aboralen Achsenpol im Endoderm des adulten Tieres

exprimiert, in den Tentakeln stärker, und ebenfalls stärker in der gesamten, evaginierenden

Knospe. Diese homogene, endodermale Färbung der Knospe verliert sich erst mit zunehmen-

der Größe des Jungpolypen. Weitherhin zeigten Kopfregenerate eine starke Aufregulation des

Transkripts in Wundnähe bis zur Ausbildung des Kopfes. Das vorhandene Positionswertge-

fälle entlang der Achse hatte dabei keinen Einfluß auf die Kinetik der hychdl–Aufregulation

(vgl. Rentzsch 2001). Fußregenerate regulierten das hychdl–Transkript ebenfalls transient in

der regenerierenden Spitze auf, bis kurz vor Beginn der Fußdifferenzierung.

Die Injektion von hychdl in Zebrafisch–Embryonen bewirkte deren Dorsalisierung, ähnlich

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

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Charakterisierung des Hydra Chordin-like

Proteins fortgeführt: Die genomische Struktur, die Verwandschaftsbeziehung der cysteinrei-

chen Motive und die Aktion dieser Motive bei der BMP–Inhibition in Zebrafisch wurden

untersucht.

1‘insulin-like growth factor binding domain’
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Abbildung 5.1. Die Struktur des Chordin–ähnlichen Moleküls in Hydra. Dar-
gestellt sind das Transkript (grau) mit Spleißstellen, Introns (vertikale Striche; Boxen für
bekannte Intronsequenzen) und die abgleitete Aminosäuresequenz des Proteins mit seinen
funktionellen Domänen. 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-Domänen sind mit einem
e–Wert von 2-4 sehr divergent.

5.1 Die Exon/Intron-Struktur von hychdl

Die Analyse der genomischen Daten2 ergab, daß das hychdl–Transkript aus 21 Exons ge-

spleißt wird (Abbildung 5.1). Die Intronsequenzen konnten durchgehend nur für 8 Introns

identifiziert werden, da das Hydra–Genom noch nicht vollständig sequenziert ist. Der Grö-

ßenbereich dieser kompletten Introns liegt zwischen 119 und 421 bp. Der Vergleich der ge-

nomischen Struktur mit den funktionellen Domänen des translatierten Proteins zeigte, daß

diese nicht streng mit den Intron/Exon–Grenzen korrelieren, hierbei müssen allerdings auch

noch die Ungenauigkeiten der Domänen–Vorhersageprogramme berücksichtigt werden.

Die SMART-Analyse der Aminosäuresequenz sagte neben den bereits beschriebenen IGFBP–

, Follistatin-like und vWC (CR)–Domänen noch eine ‘BPTI/Kunitz family of serine pro-

tease inhibitors’–Domäne (e=2.40−26) in der Region zwischen cysteinreichem N– und C–

terminalen CR–Domänen (Linkerregion) vorher. Eine RADAR–Analyse3 zum Auffinden un-

bekannter Repeats identifizierte 3 tandemrepetierte Motive in diesem Bereich (Abbildung

5.1) Dieser neue Repeat–Typ bei HyChdl weist keinerlei Ähnlichkeit zu anderen Motiven

in der Datenbank auf. Die Linkerregion ist in allen anderen Chordin–Molekülen von 3 bis

4, bislangfunktionell uncharakterisierten, sogenannten Chordin–Domänen (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–ähnlichen Domänenstruktur im Detail zusätzliche Eigenschaften auf. In dem An-

thozoen Nematostella vectensis wurde ebenfalls ein Chordin–Molekül isoliert, das aber ei-

ne konservierte Struktur bezüglich der vWC–Domänen und CHRD aufweist (Matus et al.

2006b; Rentzsch et al. 2006).

5.2 Die phylogenetische Analyse der cysteinreichen Domänen des

HyChdl–Proteins

Die 4 vWC–Domänen der Bilaterier–Chordin–Proteine sind deutlich voneinander unter-

scheidbar und besitzen eine konservierte Identität (Garcia Abreu et al. 2002). Es war daher

im evolutionsbiologischen Sinn interessant zu wissen, ob die Hydra vWC-Domänen (mit

e-Werten=10−4–10−12) diesen in Identität und Reihenfolge entsprechen. Die Maximum–

Likelihood–Analyse in Abbildung 5.2 zeigt die Beziehungen zwischen den cysteinreichen (CR)

vWC–Domänen innerhalb der Chordin–Proteine von Bilateriern und Cnidariern. Die Domä-

nen der Bilaterier ließen 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 für die vWC–Domänen wirbelloser Bilaterier zu, hier gezeigt für den

Hemichordaten Saccoglossus und den Cephalochordaten Branchiostoma (Amphioxus). Die

CR4 von Saccoglossus ist divergent. Die Nematostella–CR–Domänen ordnen sich in diese 4

Cluster kohärent ein; ihre Äste spalten innerhalb der Cluster bis auf CR4 basal ab, entspre-

chend der frühen Trennung von Cnidariern und Bilateriern in der Phylogenie. Die Hydra–

vWC–Domänen verhalten sich anders, sie bilden eine Gruppe und scheinen der 4er–Gruppe

von CR–Domänen am nächsten verwandt. Dies weist darauf hin, daß die CR–Domänen aus

HyChdl Hydra–spezifische Duplikationen einer vWC–Domäne darstellen.

Generell sind sich die CR–Domänen recht ähnlich, was sich in den z.T. sehr niedrigen

Bootstrap–Werten wiedergespiegelt. Die Zuordnung der Hydra–CR–Domänen zur Gruppe

4 ist ebenfalls nicht gut unterstützt und kann Resultat eines ‘long branch attraction’–

Phänomens sein. Es konnte nicht das komplette Alignment verwendet werden, da zu viele

Lücken vorhanden waren; es wurde daher mit der Software GBlocks auf die Positionen mit

genügend phylogenetischer Information gekürzt. Das ursprüngliche Alignment findet sich im

Anhang A.13.



5.3 HyChdl im BMP–Inhibitions-Assay 79

Abbildung 5.2. Die Phylogenie der cysteinreichen Domänen (CR1-4) in Chordin.
(A) Zugrundeliegendes Muscle–Alignment (GBlocks) der CR–Domänen 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 Unterstützung [%] der dargestellten Spaltungen
an. Die Farben kennzeichnen die 4 Gruppen von CRD, rot sind die Hydra–Sequenzen dargestellt.

5.3 Die Analyse des HyChdl–Moleküls im BMP–Inhibitions–

Assay in Zebrafisch

Da das vollständige HyChdl–Protein in der Lage ist, den Zebrafisch–Embryo trotz der di-

vergenten Domänenstruktur in gleicher Weise wie endogenes Chordino dosisabhängig zu

dorsalisieren (Rentzsch et al., Manuskript akzeptiert), stellte sich die Frage, ob die einzel-

nen cysteinreichen Domänen einen ähnlichen 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 verkürzen, um die biologische Akti-

vität 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 umfaßten die C–terminale vWC–

Domäne (hychdlΔNCR2 ) bzw. die letzten 2 CR–Motive (hychdlΔNCR1 ). Das Konstrukt

hychdlΔNlinker beinhaltete alle 3 C–terminalen vWC–Domänen, hychdlΔN ebenfalls, in-

klusive der Linkerregion. Die N–terminalen Domänen wurden in 2 weiteren Konstrukten
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Abbildung 5.3. Verkürzte Varianten von HyChdl für die Injektion in Zebrafisch. Farb-
codierung vgl. Abbildung 5.1, grün=myc-tag. Die Zahlen geben die Länge der Konstrukte in As
an. Ganz rechts ist die biologische Aktivität der Konstrukte dargestellt: ‘-’=keine Dorsalisierung,
‘+/-’=intermediär (nur C1), ‘+’ und ‘++’=stärker dorsalisierend (C1 bis C3), siehe 5.3.

variiert, entweder wurde die IGFBP– (hychdlΔIGFBP) oder die Follistatin-like–Domäne

(hychdlΔFol) deletiert (Abbildung 5.3). Die Sequenz der Konstrukte befindet sich im An-

hang A.9, A.10, A.11, A.12.

hychdlΔNCR1 und hychdlΔNCR2 zeigten keine Aktivität, was bedeutet, daß 2 Hydra vWC–

Domänen allein für 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 Phänotyps nahm jedoch mit größerwerdenden N–terminalen Bereichen

zunahm (Abbildung 5.3, Tabelle 5.3 und Rentzsch et al., akzeptiert). Jeweils eine der bei-

den N–terminalen Domänen konnte im Vergleich zum Wildtyp–hychdl (71,8 %) noch 52,2 %

(hychdlΔFol) bzw. 54,5 % (hychdlΔIGFBP) 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 Ergebnisse, daß (i) HyChdl die Funktion eines BMP–

Inhibitors in Zebrafisch übernehmen kann, (ii) die antagonistische Wirkung von der Län-

ge des Moleküls bzw. der Anzahl funktioneller Domänen abhängt und (iii) die IGFBP–

und Follistatin-like–Domäne das CR1–Motiv anderer Chordin–Proteine ersetzen können 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
hychdlΔNlinker 150 60 90.0 10.0 0 0 0

hychdl 150 85 28,2 38,8 20 11,8 1,2
hychdlΔN 150 221 64,3 28,9 6,8 0 0
hychdlΔFol 150 134 47,8 32,8 16,4 3,0 0
hychdlΔIGFBP 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 C1=mild (Verlust der Schwanz-
flosse) und C4=stark (nach oben verdrehter Schwanzbereich); n=Anzahl der Embryonen.
hychdlΔNlinker wurde in einem separatem Experiment getestet. Daten nach F. Rentzsch.
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Diskussion

Die Grundbausteine komplexer, zellulärer Signaltransduktionssysteme der hochentwickelten

Bilateria sind bereits in scheinbar einfachen und sehr alten Organismen wie den Cnidariern

wiederzufinden. Diese Tiergruppe steht stammesgeschichtlich an einem Übergangspunkt in

der Entwicklung von Körperbauplänen bezüglich der Symmetrie und Keimblattstruktur. Um

zu verstehen, wie bereits bestehende Mechanismen im Verlauf der Evolution rearrangiert und

komplementiert wurden, um alternative Baupläne entstehen zu lassen bzw. was die Natur

der konservierten Grundeinheiten ist, muß die Vernetzung der involvierten Signaltransduk-

tionswege vergleichend analysiert werden. Darüberhinaus ist die Evolution der Moleküle

selbst interessant; ihre Untersuchung gibt Aufschluß über die Grundlagen der Plastizität von

Protein–Protein–Interaktionen und der resultierenden Signalnetzwerke. Der Cnidarier Hydra

ermöglicht dabei aufgrund seines vergleichsweise einfachen Bauplans eine Annäherung an die

ancestralen Merkmale von axialer Gewebeorganisation.

Ein Ansatzpunkt sind diejenigen Signalmoleküle, die als morphogenetisch wirksame, extra-

zelluläre Liganden an Rezeptoren binden und damit intrazelluläre 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; Müller et al. 2004; Rentzsch 2001), sowie TGFβ-Signalwege,

die auch bei Cnidariern in die Achsenspezifizierung involviert scheint, daneben aber auch

verschiedene Funktionen in terminaler Gewebedifferenzierung besitzen (Reber-Müller et al.

2006; Reinhardt et al. 2004; Rentzsch et al. 2006). Weiterhin sind RTK1–vermittelte und

Hedgehog–Signalwege präsent, denen ebenfalls Rollen in der Entwicklung zugeschrieben wer-

den (zusammengefaßt 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 Moleküle, dem

Dickkopf–Protein und einem Chordin–ähnlichen Molekül, im Kontext des Wnt– und BMP–

Antagonismus fokussiert.

Weiterhin wurden eine Reihe von Extrazellulärmatrix–Proteinen analysiert, die strukturel-

le Ähnlichkeiten zu Thrombospondin-Repeat-Typ I–enthaltenden Proteinen der Bilaterier

aufweisen, welche u.a in der Modifikation von Signalmolekülen, besonders TGFβ–Liganden,

aber auch in der Zelladhäsion involviert sind. Da TSR–Domänen im gesamten Metazoenreich

1Rezeptor–Tyrosin–Kinasen
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vorkommen, können die Hydra–Proteine Aufschluß über die Evolution von TSR–Proteinen

der Extrazellulärmatrix geben und daher wurde ein Schwerpunkt auf die genomische Orga-

nisation der hytsr–Gene in Hydra gelegt.
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6 Signalmoleküle im Süßwasserpolyp Hydra:

Große molekulare Vielfalt — einfache Körperform

6.1 Zwei erfolgreiche Strategien zur Identifikation von

Signalmolekülen im Kopforganisator

Das Isolieren von gering konzentrierten Liganden und ihren Antagonisten erfordert fokus-

sierte Ansätze, um sie vom gewaltigen Rest der anderen intra- und extrazellulären Proteinen

abzutrennen. In dieser Arbeit wurde für die Isolierung von Morphogenen ihre natürliche

Anreicherung im Kopfbereich von Hydra und besonders während der Regeneration dieser

Region ausgenutzt. Hier sind Schlüssel–Moleküle für 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 extrazellulärer Moleküle

wie Liganden, Rezeptoren und Modulatoren erreichte. Das dafür benutzte Hefe–Invertase–

System stellte sich als elegante und gut funktionierende Methode bei Hydra heraus, wie die

Ergebnisse in Abschnitt 2.1 und in Böttger et al. (2006) zeigen.

Da ein prinzipielles Problem die Tendenz zu geringen Fragmentgrößen der cDNA-Bibliothek

nach der Hefe–Transformation ist, kann eine Identitätsbestimmung der cDNA-Fragmente nur

durch den anschließenden Abgleich mit einer vollständigen, molekularen Datenbank erfolgen.

Für 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’ vervollständigen konnten.

Die zusätzliche Beteiligung am Hydra–EST–Projekt war daher eine notwendige und sehr

gute Ergänzung sowie Weiterführung 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 Überrepräsentation von

Haushalts– und strukturellen Proteinen ausgleicht.

Mit über einer Million primären Klonen bot die Hydra–EST–Bibliothek hinreichende Abde-

ckung; etwa 1/60 wurde sequenziert. Die Identifizierung von Signalmolekülen erfolgte über
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die systematische Aufarbeitung der UniGene-Annotationen (siehe nächster Abschnitt). Al-

ternativ läßt 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 Hälfte aller UniGene–Cluster

(10.369) bei Hydra. Das Hydra–EST–Projekt liegt zwar mit insgesamt 145.040 ESTs im

Bereich >10facher Abdeckung für die UniGene–Cluster, andererseits existieren noch 36.585

weitere EST–Fragmente (davon 5330 in der Darmstadt–Bibliothek), die gegenwärtig 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 Sättigung erreicht wurde. Mit dem Abschluß des Nematostella

Genom–Projektes wird die Anzahl der Gene jedoch auf 27.273 geschätzt (DOE Joint Genome

Institute). Aktuelle Schätzungen für die abgeleiteten Bilaterier Drosophila und C. elegans

sagen 13.8541 bzw. 20.0822 Protein–kodierende Gene voraus; beide Spezies haben sekundär

sehr viele Gene verloren. Daher dürfte die Anzahl der Hydra–Gene weitaus höher als 10.369

liegen. Einen vollständigen Überblick über die Genausstattung von Hydra wird in Kürze

verfügbar sein, zusammen mit der GO3–Annotation, die Auskunft über die Funktion der

kodierten Proteine im zellulären Kontext gibt. Unter den gegebenen Einschränkungen des

bisherigen Gruppierungs– und Annotationsprozesses (UniGene) läßt sich dennoch schon ein

guter Überblick über 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

Molekülen identifiziert werden, die höchstwahrscheinlich bei der extra– oder intrazellulären

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 Ähnlichkeit mit einem Ein-

trag in der Datenbank aufwiesen (e≤ 10−6), wurden der Kategorie ’Signaltransduktion’ zu-

geordnet, und davon wiederum 11,1 % den eigentlichen extrazellulären Signalmolekülen, dies

1http://flybase.bio.indiana.edu/static pages/docs/release notes.html
2http://www.sanger.ac.uk/Projects/C elegans/WORMBASE/release.shtml
3’gene ontology’, beschreibt Genprodukte bezüglich ihrer assoziierten, biologischen Prozesse, zellulärer Kom-

ponenten and molekularer Functionen in einer Spezies–unabhängigen Weise
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sind Liganden wie die Wnt–Moleküle, TGFβ4–Proteine, ein Notch–Rezeptor–bindender Fak-

tor, eine Reihe von Wachstumsfaktoren (HGF5, EGF6, 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. extrazelluläre Signale ins Innere der

Zelle weiterleiten (Tabelle A.2). Die Liste der Rezeptoren identifiziert zusätzliche Signalwege,

die über die Liganden nicht abgedeckt werden; hier sind die FGF7– und Activin (TGFβ)–

Signalkaskade und v.a. die Rezeptorkinasen und –phosphatasen zu nennen, denen wichtige

Rollen in vielen regulativen Signalprozessen zugesprochen werden (zusammengefaßt 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-

leküle unter den unbekannten ESTs, verdeckt durch zu geringe Ähnlichkeit der EST–Sequenz

mit bekannten Proteinen.

Neben den Kandidaten für Orthologe tauchten auch Art–spezifische Proteine auf, wie die

Neuropeptide, welche Zelldifferenzierung und auch Musterbildung bei Hydra steuern (zu-

sammengefaßt in Bosch und Fujisawa (2001). Es ist zu vermuten, daß 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 Ähnlichkeit Theromacin, ein aus In-

vertebraten bekanntes antibakterielles Peptid (Tasiemski et al. 2004) sowie ein dem ’sexual-

ly induced protein 2’ ähnliches Molekül, welches zur Gruppe der SIG–Proteine in einer

Diatomeen–Art gehört 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 groß genug dafür

war. Die Identität der unbekannten Sequenzen aus dem Signalpeptid–Selektions–‘Screening’

muß über systematische Expressions– und Funktionsanalysen geklärt werden.

Ein Signalweg, der ebenfalls in der Frühentwicklung der höheren Bilaterier eine wichtige

Rolle spielt und Cytokin–Signale vermittelt, ist der JAK/STAT–Signalweg (zusammenge-

faßt in O’Shea et al. (2002)). Die Janus–Kinase (JAK) konnte in den Hydra–ESTs nicht

identifiziert werden, ebensowenig STAT–Proteine8. Da STAT–Faktoren in Dictyostelium vor-

kommen, je eine JAK– und eine STAT–ähnliche Sequenz im Nematostella–Genom exis-

tieren und der sekundäre Verlust dieses Signalwegs bereits für Nematoden beschrieben ist

(Pires-daSilva und Sommer 2003), könnte auch Hydra diese Kaskade sekundär reduziert ha-

4‘transforming growth factor β’
5‘hepatoma-derived growth factor’
6‘epidermal growth factor’
7‘fibroblast growth factor’
8‘signal transducer and activator of transcription’
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ben. Es bleibt festzustellen, inwiefern dies mit Besonderheiten des Körperbauplans korreliert.

Auffällig ist, das für nahezu ein Viertel der selektionierten Faktoren im Sekretions-’Screening’

und für fast die Hälfte aller Cluster in der EST–Bibliothek keinerlei Ähnlichkeit mit anderen

identifizierten Faktoren gefunden wurde. Dies reflektiert einerseits die geringe Größe der auf

8 Organismen beschränkten, verwendeten Datenbank (UniGene), andererseits weist es auf

die Schwierigkeiten hin, kürzere Hydra–Sequenzen in Blast–Suchen zu identifizieren.

Zusammengenommen, stützen diese Ergebnisse die immer weiter wachsende Erkenntnis, daß

eine scheinbar einfache Körperstruktur nicht notwendigerweise mit einem einfachen moleku-

laren System korreliert, sondern daß der eumetazoische Körperbau offensichtlich eine komple-

xe Grundausstattung von Molekülen bzw. vernetzten Signalkaskaden benötigt. Diese könnten

als Basis für Variationen genutzt worden sein, wie die Veränderungen und Multiplikation der

Moleküle selbst und v.a. die Neukombination regulatorischer Signalkaskaden. Nach bisheri-

gem Erkenntnisstand läßt sich vermuten, daß alle wesentlichen Signaltransduktionswege der

höheren Metazoa schon vor mindestens 500 bis 700 Millionen Jahren vorhanden gewesen sein

müssen, als sich Metazoa symmetrisch zu organsieren begonnen haben, wahrscheinlich sogar

noch früher.

Die vollständige Kartierung und sorgfältige 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-

leküle im Kontext von Signalnetzwerken, die an der Entwicklung des Körperbauplans von

Hydra beteiligt sind — im Vergleich mit anderen Cnidariern sowie bilateralsymmetrischen

Tieren, um zu verstehen, wie konservierte Signaltransduktionsmechanismen für verschiedene

Körperformen integriert worden sind.
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7 Überlegungen zu Struktur–Funktion–Beziehungen

der TSR I–enthaltenden Matrixproteine bei Hydra

1,5 % der Sequenzen aus der Darmstadt–EST–Bibliothek kodieren für Extrazellulärmatrix-

proteine. In der Extrazellulärmatrix (EZM) liegt die Basis für die dauerhafte, organisierte

Interaktion von Zellen im Gewebekontext. Matrixmoleküle 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–

ähnliche Proteine übernehmen Funktionen in diesem Bereich und wie viele Matrixprote-

ine, erreichen sie dies durch eine hochmodulare Molekülstruktur, die sie zur Wechselwir-

kung mit außerordentlich vielen extrazellulären Proteine befähigt. Dementsprechend vielfäl-

tig sind ihre Aufgaben (siehe Kapitel 3). Das funktionelle Motiv, der evolutiv konservierte

Thrombospondin-Repeat–Typ I (TSR) ist unter diversen Matrixmolekülen der Metazoa weit-

verbreitet, wurde aber auch bei Pflanzen und dem Protisten Plasmodium entdeckt. Eine sehr

interessante Entdeckung — die Tatsache, daß TSR–Proteine TGFβ–Liganden binden, akti-

vieren und auch inhibieren können (Schultz-Cherry et al. 1995) — war maßgeblich für Erfor-

schung Thrombospondin–ähnlicher 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 Molekülstruktur charakterisiert.

7.1 TSR I–enthaltende Proteine in Hydra besitzen eine

ungewöhnliche Architektur

Allen drei Proteinen ist gemeinsam, daß sie aus einer sehr großen Anzahl von direkt aneinan-

der anschließenden 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–Domänen besitzen, auch als auschließliches 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 (siehe Ab-

bildung 3.3B, Seite 35) nicht nur in Bezug auf die Cysteinreste, sondern auch auf die da-

zwischenliegenden Aminosäurepositionen. Das von Adams und Tucker (2000) definierte, 11
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Positionen enthaltende Konsensusmotiv liegt zwar auch HyTSR-like zugrunde, im Vergleich

zeigen diese TSR–Motive aber zwischen den Cysteinresten wesentlich größere Abweichungen

bezüglich der Anzahl und Aminosäureidentität. Die in den EST–Daten des Cnidariers Nema-

tostella vectensis gefundenen TSR–Motive zeigen größere Ähnlichkeit 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: Während die TSR–Einheiten von HyTSR1 genau mit den

Exon–Grenzen übereinstimmen und diese immer symmetrisch nach der ersten Base im ersten

TSR–Codon gespleißt werden, wechseln sowohl die Phase als auch die gespleißten Amino-

säurepositionen im hytsr-like–Gen. Nach bisherigen Erkenntnissen werden TSR–Module mit

wenigen Ausnahmen in der Phase 1→1 gespleißt (Nolan et al. 1992; Wolf et al. 1990) und

dienen daher als Musterbeispiel für die These des ’Exon–Shufflings’ (Patthy 1987), welche

die Evolution einiger hochmodularer Matrix-Proteine erklärt. Danach entstanden hytsr1 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 Riesenmoleküle. Das gleiche

gilt für hytsr-like, wobei hier nicht alle ’Shuffling’–Ereignisse zur Vergrößerung des Moleküls

führen konnten, da die Phasen bei 17 der 27 TSR–kodierenden Exons asymmetrisch sind (Ab-

bidung 7.1A) und Leserahmenabbrüche bei solchen Exon–Rearrangements enstehen würden.

Es ist anzunehmen, daß ein initialer Phasenwechsel in einem Ur–TSR–Modul durch Inser-

tion oder Deletion eines Basenpaars im Bereich der Exon/Intron–Grenzen Ausgangspunkt

für hytsr-like–ähnliche Proteine in Hydra gewesen sein könnte: Dies führte 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 könnten dann mitsamt des Introns wiederum tandemdupliziert worden sein (siehe

Abbildung 7.1C).

Darüber, wie lang diese ursprünglichen Ereignisse zurückliegen, läßt sich nur spekulieren. Die

Tandemduplikation bzw. das ’Shuffling’ von ganzen Kassetten mit mehreren TSR könnte die

Vergrößerung der Moleküle in allen drei Fällen (HyTSR1/2 und HyTSR-like) beschleunigt

haben. Warum und wie häufig eine Leserahmen–verändernde 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 Molekül zu beobachten ist, läßt vermuten,

das die Segregation beider TSR–Exon–Typen am Anfang der Evolution der TSR–Moleküle

im Hydra–Vorfahren stattfand. Die HyTSR-like–Module schienen mit höherer Rate zu evol-
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vieren, was zu ihrer stärkeren Diversifizierung führte. Die genomische Trennung der Exons

bzw. Gene sollte in unterschiedlichen, transkriptionellen Regulationsmechanismen der Gene

resultieren — und das ist exakt, was für 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, daß beide in mukösen Drüsenzel-

len exprimiert werden, die sich normalerweise aus zymogenen Drüsenzellen differenzieren

(Rose und Burnett 1968a, b, 1970). Ihre Differenzierung wird durch den Positionswert regu-

liert: Muköse Drüsenzellen kommen nur in Organisatornähe bzw. in Regionen mit erhöhtem

Kopfaktivationspotential vor. hytsr1 und hytsr2 sind beides Marker für diese Zellen und

werden mit beginnender Differenzierung exprimiert, wie die Expression während der Kopfre-

generation (Rentzsch 2001) und auch die Versuche mit dem GSK3β–Inhibitor Alsterpaullone

demonstrierten (siehe Abbildung 3.9, Seite 45).

Strukturelle Vergleiche beider Hydra–Moleküle mit TSR–Proteinen anderer Organismen las-

sen vermuten, daß sie adhäsive Glykoproteine sind, die bei der Migration der sie exprimie-

renden und umgebender Zellen im Hypostom eine Rolle spielen. Das Sporenadhäsin aus dem

pflanzenpathogenen Pilz Phytophtora cinnamomi (Robold und Hardham 2005) weist eine

hohe strukturelle Ähnlichkeit mit HyTSR1 auf. Der Pilz benötigt 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–Interaktionsfläche ausgeschüttet. Ähnli-

ches ist bei Parasiten der Klasse Apicomplexa zu beobachten: Sie besitzen TSR-Moleküle

(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 groß, befinden sich in den Taeniolen und

konstituieren einen großen Teil des hypostomalen Gewebes. Dieses ist hochflexibel, um das

Öffnen und Schließen des Mundes zu ermöglichen. 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 Gewebeintegrität durch Adhäsion zu erhalten. Eine hohe Anzahl von

TSR–Modulen könnte diese Eigenschaft durch multiple Bindestellen für Matrixproteine so-

wie Glykosylierungsmöglichkeiten unterstützen. Etwa die Hälfte der Repeats von HyTSR1
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Abbildung 7.1. Hochmodulare TSR–Moleküle 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 Domänen (z.B. vWA) können bei passender Exon/Intron–Phase funktionell in ein anderes
Gen inseriert werden. Grau=nicht–translatierte Exons durch Leserahmen–Abbrüche. (C) Am Bei-
spiel des mittleren Molekülteils von HyTSR-like ist demonstriert, wie Grundeinheiten, z.B. 3 TSR–
kodierende Exons mitsamt ihrer Introns, durch Tandemduplikation, Mutation und Exon–‘Shuffling’
(hier Rekombination) verlängert werden, während die ursprünglichen Exons währenddessen 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 über den Pfeilen geben die Nummern der rearrangierten Exons (rot) an. Blaue
Zahlen kennzeichnen eine intramolekulare Rekombination von TSR–Domänen. x,y,z: unbekannte
Exon/Intron–Phasen.
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trägt allerdings nicht die entsprechenden Bindemotive, ihre Funktion muß woanders liegen.

HyTSR2 besitzt wesentlich weniger TSR–Motive als HyTSR1 und damit seltener Anhef-

tungsstellen für Zucker oder andere Moleküle. Die genaue Funktion der zusätzlichen, C-

terminalen SUEL-type Lectin–Domäne 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 Aktivität beitra-

gen könnte, wie man sie von TSR–enthaltenden Matrix-Metalloproteasen kennt, allerdings

fehlen Proteasedomänen. Die erst kürzlich bei Hydractinia — einem kolonialen Hydrozoen

— entdeckten Rhamnospondine, die vermutlich bei der Immunabwehr fungieren (Schwarz et

al., unveröffentlicht), besitzen zumindest in ihrem identifizierten Sequenzbereich die gleiche

Domänenkomposition 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 beständig mit Pathogenen

in Kontakt; eine Funktion von HyTSR2 bei der Etablierung einer Zutrittsbarriere ist daher

sehr gut vorstellbar.

Die Modifikation von Wachstumsfaktoren wie TGFβ–Komplexe ist für HyTSR1/2 mit den

bisher bekannten Mechanismen fraglich, da entsprechende diagnostische Sequenzmotive feh-

len. Unlängst 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 für die Wnt–Aktivierung zu sein (Kazanskaya et al. 2004), somit existiert

bisher kein Hinweis auf eine Interaktion von TSR–Domänen mit Wnts.

Die Aufregulierung beider Transkripte im epithelialen Endoderm während der Kopfregene-

ration ist das erste Beispiel bei Hydra für die Aufhebung der strikten Spezifität eines Tran-

skripts für die i–Zellinie. Offensichtlich wird in den Endodermzellen nahe der Schnittwunde

ein normalerweise reprimierter Zustand der Gene aufgehoben. Ein positiver Regulator könn-

te der lokal erhöhte Positionswert im Wundbereich sein (MacWilliams 1983b). Das Epithel

unterliegt hier massiven Umwandlungen, um die Heilung zu ermöglichen: Ein Schnitt zerstört

die durch die EZM–vermittelte Spannung im Gewebe bzw. veranlaßt sie zum Rückzug aus

der Wundregion (Shimizu et al. 2002). Dies führt zu direktem Kontakt zwischen Ekto– und

Endoderm und induziert dadurch vermutlich Signalprozesse zur Transkriptionsinitiation von

EZM–Komponenten. Zunächst aber verändern die Epithelzellen ohne den Kontakt zur EZM

ihre Morphologie und strecken sich über die Wunde, um sie zu verschließen (Shimizu et al.

2002), v.a. das Ektoderm. Da die Integrität zwischen Ekto– und Endoderm in Bezug auf

die Matrix anschließend wieder hergestellt werden muß, erscheint die Anwesenheit von Mo-

lekülen, welche die Zellschichten gegeneinander beweglicher machen, Zellformänderungen

ermöglichen und gleichzeitig die Adhäsivität wieder herstellen, plausibel. Ungeklärt bleibt
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allerdings hierbei, warum das epitheliale Endoderm und nicht ansässige, zymogene Drüsen-

zellen die Produktion von HyTSR1/2 übernehmen und weiterhin, was die Transkription im

rekonstituierten Epithel anschließend wieder unterdrückt.

Die Expression von hytsr1 bei der Fußregeneration, aber nicht von hytsr2 könnte bedeuten,

daß hytsr1 auf die lokale Erhöhung des Positionswertes in der Wunde (MacWilliams 1983b

u.a.) reagiert, hytsr2 aber nur bei sehr hohen Positionswerten wie in unmittelbarer Organi-

satornähe transkribiert wird. Dies würde die beobachtete, räumliche Differenz der Initiation

beider Transkripte im Hypostom erklären (siehe Abbildung 3.8, Seite 43). Ein aktiver Inhi-

bitor könnte auch die Expression von hytsr2 generell in nicht–hypostomalem Gewebe unter-

drücken. Deutlich wird hierbei in jedem Fall, daß die beiden TSR–Moleküle unterschiedliche

Funktionen in den Zellen wahrnehmen. Eine Immunfunktion von HyTSR2 wird allerdings

weniger wahrscheinlich, bedenkt man, daß eine Aufregulation im Wundbereich besser damit

zu vereinbaren wäre, da sich Pathogene gerade hier leicht Zutritt verschaffen könnten.

7.3 HyTSR-like markiert Tentakel, basale Regionen und

Wachstumszonen abhängig vom Positionswert

Das dritte TSR–Supermolekül, HyTSR-like, zeigt überraschenderweise eine zu HyTSR1/2

völlig komplementäre Expression. Es ist ektodermal stark in der Stiel- und Knospungsregion

sowie sehr stark in den Tentakeln exprimiert. Abgeschwächter findet es sich im gesamten Ek-

toderm, dadurch entsteht ein Gradient vom aboralen zum oralen Achsenpol. Terminale Berei-

che wie die Fußscheibe und die Tentakelspitzen bleiben dabei frei. Die graduelle Verteilung

des hytsr-like-Transkriptes legt eine Abhängigkeit vom Positionswert und damit eventuell

eine Funktion bei der Musterbildung nahe, z.B. durch die Modifikation von Morphogen–

Diffusion oder –Aktivation. Die für die Aktivierung von latentem TGFβ–Komplex diagnos-

tischen Sequenzen der TSR–Moleküle 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 könnte es strukturelle EZM–

Komponenten vernetzen.

In der sich ausstülpenden Knospe ist das Transkript statt basal stärker 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 beschränken. Sowohl das Gewebe in sich ausstülpenden, wachsen-

den Knospen als auch in Tentakeln unterliegt starker Spannung, wechselndem Muskeltonus

und beständiger Reorganisation; eine Funktion von HyTSR-like in der Elastizität der EZM
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in diesen Regionen ist daher in Betracht zu ziehen. Dabei geht allerdings der Bezug zur

Hauptkörperachse verloren, sieht man davon ab, daß sowohl Tentakel als auch die Knospe

einen Symmetriebruch zu dieser darstellen. Bei Umformungsprozessen wie Knospen– oder

Tentakelausstülpung ist der Planare Zellpolaritäts–Signalweg (‘planar cell polarity’, PCP),

vermittelt durch nicht–kanonische Wnt–Liganden wie z.B. Wnt5a und Wnt11 (I. Philipp,

pers. Kommunikation), involviert. Möglich ist daher, daß hytsr-like positiv durch PCP–

Signaltransduktion in evaginierendem Gewebe reguliert ist. Die Aufregulation von hytsr-like

bei der Fuß–, aber nicht bei der Kopfregeneration zeigt hingegen wieder deutlich einen Be-

zug zur Positionswertgefälle entlang der Körperachse und bedeutet weiterhin, daß hytsr-like

keine allgemeine Funktion in der Reetablierung der EZM im Wundbereich besitzt. Möglich

ist, das hytsr-like auf zwei verschiedene Schwellenwerte des Positionswertgradienten reagiert:

Sowohl auf Tentakelaktivationslevel als auch bei sehr niedrigem Positionswert in der Fußge-

gend.

Gemessen an der Aufregulation der hytsr-like–Transkription in sich morphologisch verän-

dernden und differenzierenden Regionen besteht Grund zur Annahme, daß HyTSR-like auch

eine Funktion in der Modifikation bzw. Aktivierung von Signalmolekülen besitzt. Auffällig

ist z.B., daß es weitgehend ektodermal co-exprimiert ist mit dem BMP–Ortholog hybmp5-

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

könnte. Ein deutlicher Hinweis auf eine Adhäsionsfunktion von HyTSR-like gibt aber die

Beobachtung, daß an den Tentakelspitzen und in der Basalscheibe die Expression verschwin-

det; der hier stattfindende Abschürfungsprozeß von dem Gewebefluß unterliegenden Zellen

erfodert sicherlich eine Verringerung der Adhäsion zwischen den Zellen.

Die Ähnlichkeit der HyTSR-like TSR–Motive zu putativen, gehirnspezifischen Proteinen aus

Maus und Mensch (THS7B und KIAA1679) mag bedeutungsvoll im Zusammenhang mit

Gewebeplastizität sein, welche für neuronale Funktionen im Gehirn nötig ist, allerdings ex-

primieren die neuronalen Zellen in Hydra hytsr-like nicht.

7.4 TSR–Moleküle in der Gewebeentstehung

Die drei TSR-enthaltenden Proteine aus Hydra sind ein Beispiel für die Koevolution von Mo-

lekülen und Gewebespezialisierung. Sie sind in stark differenzierten Bereichen des Polypen

exprimiert: Dem Hypostom — dem Sitz des Mundes und des Organisators (hytsr1/2 ) — so-

wie den Tentakeln (hytsr-like). HyTSR1 und -2 fungieren hauptsächlich in einem spezialisier-
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ten Zelltyp, der mit den besonderen Funktionen der hypostomalen Region zusammenhängt.

Das Vorhandensein von HyTSR-like scheint mehr mit dynamischen Gewebeeigenschaften

zusammenzuhängen, es könnte z.B. die autonome Gewebeentwicklung innerhalb eines viel-

zelligen Organimus unterstützen, ohne daß der Kontakt zwischen beiden verloren geht.

Vemutlich ermöglichte 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–Moleküle auf sekretorische Zellen beschränkt oder aber großflächig auf das (basale)

ektodermale Epithel verteilt. Mit dieser Abgrenzung, gekoppelt an subtile Veränderungen

im molekularen Aufbau, vollzog sich offenbar die Diversifizierung und Spezialisierung von

Geweben wie hier am Beispiel der Tentakel, des Hypostoms und der Fußregion. Das jedoch

z.B. im Fall von HyTSR-like zwei völlig verschiedene Bereiche, Tentakel und die Basalregion

das gleiche Transkript exprimieren, zeigt, daß nicht allein das Vorhandensein eines Tran-

skripts die Funktion des Gewebes bestimmt, sondern dessen Regulation in einer Population

verschiedener Moleküle ausschlaggebend ist. Ein vollständiges 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 größte Teil der vorliegenden Arbeit beschäftigt sich mit einem putativen Antagonis-

ten des kanonischen Wnt–Signaltransduktionsweges in Hydra: Dem Dickkopf-1/2/4–A Mo-

lekül. Die strukturelle Analyse legt nahe, daß das cysteinreiche Motiv von HyDkk1/2/4–A

nah verwandt ist mit der zweiten, C–terminalen cysteinreichen Domäne (CRD2) der Dick-

kopf (Dkk)–Subfamilien 1, 2 und 4 (siehe Kapitel 4.2).

Seit der ersten Beschreibung dieser überaus wichtigen Antagonistenklasse durch Glinka et al.

(1998) brachte deren Erforschung zutage, daß die Inhibition des kanonischen Wnt/β-Catenin–

Signalweges durch Dickkopf1, -2 und -4 ein essentieller Prozeß 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 Körperachse involviert ist

(Broun et al. 2005; Hobmayer et al. 2000), stellt sich die Frage, ob dieser das ursprüngliche

Wnt–System reflektiert und ob Wnt–Antagonisten wie Dickkopf, welche die Wnt–vermittelte

Musterbildung entlang von Körperachsen beeinflussen, auch schon Komponenten des ances-

tralen Wnt–Signalwegs waren.

Die Wnt–Moleküle in Hydra bzw. den Cnidaria sind den Wnt–Liganden der höheren Bi-

lateria hinreichend ähnlich, konstituieren aber nicht alle der 13 bekannten Wnt–Klassen

(Hobmayer et al. 2000; Kusserow et al. 2005; T. Lengfeld, pers. Kommunikation). Die Tat-

sache, daß die inhibitorische Funktion der Dickkopf–Moleküle sich im wesentlichen auf die

zweite cysteinreiche Domäne 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 Verwandschaftsverhältnisse zwischen den Hydra– und den Vertebraten–

Dickkopf–Proteinen ließen sich trotz extensiver Analysen (Heiko A. Schmidt) nicht auflösen,

doch ist klar eine Abgrenzung zwischen Dkk–ähnlichen Proteinen innerhalb der Cnidarier

darstellbar, die aufgrund der Gesamtstruktur der Proteine die Nomenklatur Dkk1/2/4 und

Dkk3 berechtigt erscheinen läßt (siehe Kapitel 4.2). Dies deutet auf eine sehr frühe, funktio-

nelle Separation der Dkk–Moleküle hin, wobei der Dkk1/2/4–Vorläufer im weiteren Verlauf

der Metazoa–Evolution dupliziert worden sein könnte. Unterstützt 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–Molekül aussah:

Besaß es eine oder zwei CRD, und war es Dkk3– oder 1/2/4–ähnlich? Strukturelle Mole-

külvergleiche lassen vermuten, daß das Grundmuster der CRD2 entsprach, da nicht nur in

den ancestralen Cnidariern, sondern auch im Schleimpilz Dictyostelium ein CRD2–ähnliches

Motiv vorhanden ist. Dies setzt sich in Amphioxus, 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–ähnliche 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 Ähnlichkeit mit der Dkk3–Gruppe auf. Der Abstand zwischen den

Domänen beträgt bei beiden 12 Aminosäuren; dieser Abstand war bisher diagnostisch für

Dkk3–Proteine. In dem Urochordaten Ciona existiert dagegen ein Dkk3–ähnliches Prote-

in, dessen zwei CRD durch 33 Aminosäurereste getrennt sind — dies liegt genau zwischen

der Dkk3– und 1/2/4–Gruppe mit ca. 50 Aminosäureresten und stellt vielleicht eine Über-

gangsform dar. Die Diversifizierung eines ursprünglichen, cysteinreichen Motivs in CRD1

und –2 bzw. in Dkk3– und –1/2/4–spezifische Domänen muß sehr früh in der Evolution ge-

schehen sein. Neue EST–Daten aus dem Schwamm Oscarella carmela (Nichols et al. 2006)1

geben Hinweise auf ein Dkk3–ähnliches Molekül mit 2 CRD, getrennt von 12 As2. Außer-

dem existiert eine etwas abgewandelte CRD23, allerdings in unklarem Sequenzkontext, die

Dkk1/2/4–ähnlich ist. Dies bedeutet, daß das beide Dickkopf–Proteinfamilien mit der Ent-

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

1http://cigbrowser.berkeley.edu/cgi-bin/oscarella/nph-blast.pl
2EST–Nr. G840P33RM5.T0
3EST–Nr. G840P310RP20.T0
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sogar schon früher. Ursprünglich innerhalb der Eumeatzoa sind wahrscheinlich zwei CRD mit

einem kurzen Abstand von 12 As.

Die Variabilität der Dkk–Proteine außerhalb der Vertebraten mag sich in ihrer Funktion bei

der Musterbildung niederschlagen. Im Extremfall gingen die Dickkopf–Moleküle wie bei In-

sekten sogar gänzlich verloren. Neue Analysen des Hydra–Genoms ergaben, daß ein weiteres

Dkk–Molekül in Hydra existiert (siehe A.3 im Anhang), welches 2 CRD besitzt und HyDkk3

(Fedders et al. 2004) sehr ähnlich ist. In keinem Organismus ist bisher mehr als ein Dkk3–

Protein beschrieben. Die Struktur der Wnt–antagonistischen Dkk–Moleküle der Vertebraten

mit den zwei spezifischen, durch ca. 50 Aminosäuren 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.

Auffällig ist die Ähnlichkeit der Dkk–CRD2 zu den Colipasen, die als Coenzyme der Lipa-

sen bei Vertebraten beschrieben sind. Sie teilen das als ’Colipase Fold Motif’ bezeichnete

Cysteingerüst (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, daß auch der

Mechanismus des Wnt–Antagonismus Membran–assoziiert ist; so z.B. könnte die Interaktion

zwischen dem LRP5/6–Rezeptor, Dkk und Kremen, welche schließlich zur Internalisierung

des LRP–Rezeptors führt, die dafür nötige 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’ könnte auch durch Konvergenz

entstanden sein.

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

Ein deutliches Indiz für eine antagonistische Rolle von HyDkk1/2/4–A im Wnt–Signalweg

ist die Tatsache, daß es heterolog im Froschembryo als Wnt–Inhibitor funktioniert und

den typischen ‘Dickkopf’–Phänotyp hervorruft sowie XWnt8–induzierte sekundäre Achsen

im Embryo blockieren kann (siehe Kapitel 4.7, Seite 72 und Nacak 2004). Es stellt sich

die Frage nach den strukturellen Minimalanforderungen für diese Funktion. Die Dkk3–

CRD2 der Vertebraten besitzt ebenfalls das ‘Colipase Fold Motif’ und kann dennoch weder

sekundären Achsen blockieren, noch Wnt–induzierte Zielgene aktivieren (Brott und Sokol

2002; Krupnik et al. 1999). Ebensowenig haben überexprimierte Colipasen keinen Effekt im
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Frosch–Embryo (C. Niehrs, pers. Kommunikation). Damit ist der dosisabhängige HyDkk1/2/4–

A–Effekt in Xenopus spezifisch, (vgl. Abbildung 4.25). Die dafür nötige, relativ hohe Menge

an hydkk1/2/4–A–mRNA (≥10fach xdkk1 ) mag die dennoch große, phylogenetische Distanz

des Hydra–Moleküls zum endogenen XDkk1 widerspiegeln. Der entsprechende Injektionsver-

such mit den CRD2–Motiven des sehr ähnlich exprimierten HyDkk1/2/4–C (Augustin et al.

2006) sowie der beiden Dkk3–ähnlichen Moleküle aus Hydra gäbe schließlich Aufschluß über

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 (siehe Kapitel 4.7): HyDkk1/2/4–A

inhibierte die frühe und späte Wnt–Signaltransduktion im Frosch–Embryo, wirkte aber syn-

ergistisch mit LRP6 und Wnt1 bei der Aktivierung des TOPFLASH–Reporters in Zellkul-

tur. Die Tatsache, daß die Wnt–inhibitorische Aktivität der Dickkopf–Proteine 1,2,4 nicht

grundsätzlich molekülinhärent ist (Brott und Sokol 2002; Li et al. 2002; Wu et al. 2000),

liefert eine mögliche Erklärung dafür: Die CRD2 von Dkk1 und –2 kann in Xenopus abhän-

gig vom zellulären Kontext inhibierend oder aktivierend auf den Wnt/β-Catenin–Signalweg

wirken. Die Aktivität der Gesamtmoleküle wird überdies 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 β-Catenin–vermittelten

Signaltransduktion (Wu et al. 2000). Der LRP5/6–Rezeptor, Co–Rezeptor für den Wnt–

Frizzled–Komplex, besitzt selbst eine β-Catenin–stabilisierende Eigenschaft, allerdings we-

sentlich schwächer 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–Moleküle im Verhältnis zu LRP5/6

und Wnt ist hierbei ausschlaggebend (Niehrs 2006). Diese Resultate weisen daraufhin, daß

es eine LRP–vermittelte, Dkk1/2/4–abhängige Stabilisierung von β-Catenin gibt, die vom

Rezeptorkontext auf der Zelloberfläche bzw. der Stöchiometrie der interagierenden Moleküle

abhängt. Im HyDkk1/2/4–A–Molekül scheinen ebenfalls beide Aktivitäten für die differen-

tielle, kontextabhängige Koordination der β-Catenin–Signaltransduktion vereint zu sein.

Es muß natürlich geklärt werden, ob HyDkk1/2/4–A in Hydra aktivierend oder inhibierend

auf kanonische Wnt–Signaltransduktion wirkt. Dies wird erschwert durch die Tatsache, daß

bisher keine vollständigen LRP5/6– sowie Kremen–ähnliche Rezeptoren bei Hydra gefunden

werden konnten. Zwar konnte aus der EST–Datenbank ein Fragment identifiziert werden, das

für ein extrazelluläres Protein mit einer WSC–Domäne kodiert, welche große Ähnlichkeit zur

WSC–Domäne von Kremen1 aufwies. Die weitere Analyse ergab jedoch, daß die übrigen

CUB– und Kringle–Domänen 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 komplementär zu hywnt3a exprimiert

hydkk1/2/4–A ist im adulten Polypen endodermal in der Körpersäule in zymogenen Drü-

senzellen, Derivaten der i–Zellen, komplementär zu hywnt3a exprimiert und folgt damit dem

leichten Gradienten der Drüsenzelldichte von apikal nach basal (Kapitel 4.3). Dieses Muster

impliziert, daß hydkk1/2/4–A und hywnt3a verschiedene Körperregionen in Hydra markieren

und spezifizieren. Die morphologische Grenze verläuft unmittelbar unterhalb des Tentakel-

kranzes, markiert von der apikalen Grenze der hydkk1/2/4–Expression. An dieser Übergangs-

stelle wird die Entscheidung zur Differenzierung der Körpersäulenzellen in kopfspezifische

Zellen getroffen, z.B. differenzieren hier die zymogenen Drüsenzellen vermutlich zu hyposto-

malen, mukösen Drüsenzellen, einhergehend mit der Expression TSR–enthaltender Proteine

(siehe Kapitel 7.2, Seite 92). Dem Übergang von der Körpersäule 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 höher als die Kopfaktivati-

on (Hypostom– und Tentakelaktivation, siehe Einleitung Seite 14) ist. Die hohe Diffusions-

reichweite des Inhibitors bestimmt im stabilen Gleichgewicht die Länge der Körpersäule 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 komplementäre Expression zweier Faktoren ist zwar kein ausreichendes Kriterium für

einen Antagonismus zwischen ihnen, im Xenopus-Embryo z.B überlappen die Domänen von

xwnt3a und anderen kanonischen Wnt–Liganden mit xdkk1 zunächst (Glinka et al. 1998;

Wolda et al. 1993). Durch die Transkriptionsregulation via ’feedback-loops’ jedoch kann die

Expression eines Gens restriktive Folgen für 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 β-

Catenin bei Hydra (hyβcat) entspricht der hywnt3a–Domäne am Hypostom (Hobmayer et al.
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2000), d.h. es ist konsistent mit einem positiven Rückkopplungsmechanismus des Wnt–

Signalwegs. Da Antikörperfärbungen gegen HyβCat das Protein jedoch im gesamten Tier

nachweisen, könnte hydkk1/2/4–A durch HyβCat in der Körpersäule aktiviert werden. Das

Expressionsmuster von hyβcat–mRNA am Hypostom wird durch die stärkere Kernlokalisa-

tion des HyβCat–Proteins in Kopforganisatornähe von Hydra reflektiert (Broun et al. 2005;

Cramer von Laue 2003); die Körpersäulen–Expression von hyβcat liegt vermutlich unterhalb

der Nachweisgrenze der in situ–Hybridisierung.

Die Regulation von der zwei hydkk1/2/4–Gene in Hydra ist komplex

Für das zweite Dkk1/2/4–ähnliche Molekül in Hydra, HyDkk1/2/4–C, wurde eine deutlich

stärker gradierte Transkriptverteilung von apikal bis basal gezeigt (Augustin et al. 2006);

es weist damit eine kontinuierliche Abhängigkeit 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 GSK3β–Aktivität durch Alsterpaullone bzw. die Anhebung des

Kopfaktivierungspotentials bewirkt wiederum eine sukzessive Abschaltung beider Transkrip-

te (siehe Abschnitt 4.6 und Augustin et al. 2006). Augustin et al. (2006) führen das zunächst

widersprüchliche Verhalten von hydkk1/2/4–C auf die unterschiedliche Wirkungsweise von

Alsterpaullone und LiCl zurück. hydkk1/2/4-C wird also von sehr niedrigen (Fuß) und sehr

hohen Positionswerten (Hypostom) negativ reguliert, aber durch moderate, LiCl–vermittelte

Anhebung des Kopfaktivierungspotentials aktiviert, während hydkk1/2/4–A nur von sehr ho-

hen Positionswerten (Hypostom) negativ reguliert wird.

Betrachtet man eine erhöhte wnt–Expression als synonym mit dem maximalen Positions-

wert bzw. dem Organisator, sind diese Ergebnisse im Hinblick auf einen möglichen 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 früh aufre-

guliert, ebenso bei der Induktion der Kopfregeneration durch einen Schnitt (Hobmayer et al.

2000; Rentzsch 2001, T. Lengfeld, pers. Kommunikation). In beiden Fällen erhöht sich der Po-

sitionswert des betroffenen Gewebes lokal (MacWilliams 1983b; Reinhardt et al. 2004). Das

hydkk1/2/4-C–Transkript reagiert jedoch überraschenderweise 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, daß die Expression beider dkk1/2/4–Gene in Hydra i) differenti-

ell reguliert wird, ii) eine Wnt–induzierte Erhöhung des Positionswertes nicht zwangsweise in
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der Expression oder Repression der hydkk1/2/4–Transkripte mündet, sondern iii) es weitere

kopfassoziierte Faktoren gibt, welche diese regulieren. Dafür spricht auch die Tatsache, daß

das Verschwinden des hydkk1/2/4–A/C–Transkriptes in Alsterpaullone–behandelten Tieren

ein tagelanger Prozeß 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 für HyDkk1/2/4–A zutreffen, jedoch steht dieser Regelkreislauf hier auch un-

ter dem Einfluß anderer Signalkaskaden. Für 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 mögliche Au-

tokatalyse von Aktivatoren (z.B. des Tentakelaktivators) erreichen zu können. In Frage

kommt für die Inaktivierung von hydkk1/2/4 z.B. ein epigenetischer Mechanismus, z.B. die

Hypermethylierung der Gene an CpG-Inseln, dies wurde nachgewiesen für humanes dkk1

(Aguilera et al. 2006; Gonzalez-Sancho et al. 2005). In welchem Ausmaß die Hydra Dkk–

Gene C/G–Boxen besitzen und wie konserviert dieser Mechanismus bei Hydra ist, wird erst

die vollständige Analyse der genomischen Daten zeigen.

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

Bei hydkk1/2/4–A ist auffällig, daß es bei jeder Art von Verletzung — außer im Hypostom

— stark und schnell aufreguliert wird (vgl. Abbildung 4.11). Denkbar ist, daß 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–unabhängige Auto–Aktivierung von

HyDkk1/2/4–A über LRP5/6 ist möglich und könnte sogar die wnt–Expression in der Wun-

de über β-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 wäre eine Rolle beim Ab- und

Umbau der EZM–Matrix und Lipidmembranen wahrscheinlich, denkt man an die Funktio-

nalität des ’Colipase Fold Motif’ bei enzymatischen Prozessen an Membranen. Jedoch wäre

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, frühe 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). H2O2 wird hierbei als ‘second messenger’ diskutiert (Rojkind et al.

2002). In Drosophila wurde außerdem 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 Übereinstimmung

damit wird eine Dedifferenzierung der wundnahen Zellen diskutiert, um die zelluläre Plas-

tizität in Wundnähe zu verstärken und Blasteme zu generieren (Odelberg 2005). In dieser

Hinsicht ist es interessant, daß 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). Dickkopf1 wurde au-

ßerdem in Verbindung mit Apotose bei der Organogenese gebracht (Grotewold und Ruther

2002a). In Hydra tritt Apoptose u.a. in der Nähe von Verletzungen durch den Verlust der

Zell–Matrix–Integrität 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 → hydkk1/2/4–A–Expression herstellen könnte. In Hydra

wird aktive JNK–Signaltransduktion mit dem Planaren Zellpolaritäts–Signalweg (‘planar

cell polarity’, PCP) in Verbindung gebracht (I. Philipp, pers. Kommunikation). Zusammen-

gefaßt könnten diese Hinweise bedeuten, daß die Anwesenheit von HyDkk1/2/4–A in einem

negativen ‘feedback loop’ die JNK–Aktivität 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 nötig ist (I. Philipp, pers. Kommunikation),

erscheint es in diesem Szenario verständlich, daß hydkk1/2/4–A in der zukünftigen Tentakel-

zone herunterreguliert werden muß, falls es tatsächlich 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 Dkk1 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 später von ihr phagocytiert werden.

GSK3β übernimmt hierbei eine pro–apoptotische Funktion in einer vermutlich β-Catenin–

unabhängigen Weise (Rentzsch et al. 2005). wnt–Transkripte sind in diesem Stadium bis-

her nicht beschrieben. Das hydkk1/2/4–A–Transkript verschwindet zunehmend aus dem

Oocytenbereich (siehe Abbildung 4.8B-D, Seite 55) und hat damit höchstens anfänglich
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Abbildung 8.1. Modell eines HyDkk1/2/4–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 Rückkopplungsmechanismen. ‘+’ = Aktivation, ‘-’ = In-
hibition. X, Y: weitere positive Regulatoren von Wnt– bzw. JNK–Signaltransduktion; Z: Inhibitor
der HyDkk1/2/4–A–Expression.

eine Funktion in der Apoptose–Induktion, abhängig 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 Vorläuferzellen

der hydkk1/2/4–A–exprimierenden Drüsenzellen, den i–Zellen. Die selbst–proliferativen Drü-

senzellen haben zwar einen längeren Zellzyklus als die schnell proliferierenden ’nurse cells’

(Holstein und David 1990; Miller et al. 2000), was ihr Bestehen für gewisse Zeit sichert. Je-

doch zeigte die Behandlung mit Harnstoff (Abbildung 4.6, Seite 54), daß schon nach drei

Tagen Behandlung die hydkk1/2/4–A–Expression im oberen Viertel desr Körpersäule ver-

schwunden ist. In dieser Region befinden sich demnach noch differenzierende (HU–sensitive),

hydkk1/2/4–A–exprimierende Drüsenzellen, die, dem kontinuierlichen Gewebefluß folgend,

schnell nach apikal und basal auswandern. Analog dazu verschwindet dieser Zelltyp und

damit die hydkk1/2/4–A–Expression im Oocytenbereich durch den Gewebefluß in Richtung

Extremitäten, ohne daß er ersetzt wird. Eine andere Möglichkeit wäre die früher beobach-

tete Dedifferenzierung in multipotente Stammzellen (Davis 1970; Znidaric und Lui 1969;

Znidaric et al. 1980), aus der dann ’nurse cells’ differenzieren könnten, dies wurde bisher

nicht weiter bestätigt. Die Spermatogenese greift zwar ebenfalls auf die Stammzellpopula-

tion zurück, allerdings auf eine Subpopulation von determinierten i–Zellen, die verglichen

mit der ’nurse cell’–Genese nicht in gleich starkem Maße aus i–Zellen rekrutiert werden

(Littlefield 1986), daher kann die Zahl der hydkk1/2/4–A–exprimierenden Drüsenzellen hier

stabil bleiben.
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Die Anwendung des Reaktions–Diffusions–Modells auf hywnt3a und

hydkk1/2/4

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

Die scharfe Expressionsgrenze von hydkk1/2/4–A unterhalb des Tentakelkranzes (vgl. Ab-

bildung 4.5A, Seite 53) läßt einen präzisen Inhibitionsmechanismus vermuten, der mit der

Tentakelzone gekoppelt ist. Die Tentakelaktivation stellt eine Erweiterung des Aktivator–

Inhibitor–Modells um ein sekundäres System dar: Das Maximum eines graduell entlang

der oral–aboralen Achse verteilten Aktivators (Quelldichte, ‘source density’) spezifiziert das

Hypostom, nächstniedrigere 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 später entstehen-

de Aktivator–Maximum (den höchsten Positionswert) ringförmig 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).

Frühe Kopfregenerate zeigen eine massive Aufregulation von hydkk1/2/4–A parallel zu hyw-

nt3a (siehe Abbildung 4.20). Mindestens in dieser Konstellation kann der inhibitorische Rück-

kopplungsmechanismus zwischen Wnt und Dkk auftreten, was den Vorgaben des Aktivator–

Inhibitor–Modells entsprechen würde und die Etablierung des höchsten Positionswertes be-

wirken könnte. Das gleiche gilt für 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 plötzlich selbst inhibiert wird, spätestens zwi-

schen 18 und 24 h nach der Enthauptung (siehe Abbildung 4.9). Diese Kinetik läßt 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 hydkk1/2/4–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 für die Knospe (Hobmayer et al. 2000; Rentzsch

2001). Der Ursprung der Inhibition der hydkk1/2/4–A–Expression muß demnach in der Ten-

takelaktivationszone, bei bestimmtem und genügend 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–Moleküle diffundieren können. In der Literatur

sind umfassend sowohl kurz– als auch langreichweitige Wnt–Effekte beschrieben (zusammen-

gefaßt 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/β-Catenin–Signalweg ist jedoch nachweislich in regenerativen Prozessen

bei anderen Organismen beteiligt (Kawakami et al. 2006), die Notwendigkeit einer zeitlich–

räumlichen Regulation durch Inhibitoren wie Dkk liegt somit auf der Hand.

F. Rentzsch 2001 fand bei der Regeneration von Hydra hywnt3a–Aufregulation nach frü-

hestens 1 h in der kopfregenerierenden Spitze; neuere Daten zeigen, daß es eine schwache,

wundstimulierte Aufregulation von hywnt3a gibt (siehe Abschnitt 4.6). Dies paßt in das er-

wähnte Schema der unspezifischen Aufregulation von Genen bei Verletzungen, was bei Hydra

zur lokalen Erhöhung des Positionswertes führen könnte. Einige andere hywnt–Transkripte

zeigen ein ähnliches Verhalten (T. Lengfeld, pers. Kommunikation). Da hydkk1/2/4–A bei

Verwundung und Regeneration präsent ist, könnte sich, unabhängig 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) schlägt ein Aktivator–Inhibitor–Modell auf der Grundlage von Mein-

hardts Modell (Meinhardt 1993) vor, bei dem Morphogene nicht direkt Kopf- und Fußmus-

terbildung, sondern lokale Änderungen des Positionswerts kontrollieren. Diese steuern dann

sekundäre Musterbildungssysteme, die in der Folge Fuß 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 tatsächlich konstituieren.

Die Präsenz von Organisationszentren, welche die gesamte Musterbildung des Körpers durch

diffundierende Morphogene steuern, ist in diesem Szenario problematisch. Die beobachteten

Expressionsmuster von hywnt3a und hydkk1/2/4–A bei der Kopf– und Fußregeneration de-

cken sich jedoch gut mit einigen Voraussagen von Berkings Modell, was im folgenden erklärt

wird.

Die Balance zwischen Aktivator–Autokatalyse (Wnt–Signalaktivität) und der Inhibition die-
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ser (HyDkk1/2/4 u.a.) wird hierbei durch den Gradienten der umgebenden Positionswerte

gesteuert. Die Amputation des Kopfes (oder des Fußes) erhöht 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 Ausschüttung 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 unterstützt — ein Kopf entsteht.

Bei der Fußregeneration ensteht durch die lokale Erhöhung des Positionswertes der Wunde

ein steiles Gefälle zum benachtbartes Gewebe mit vergleichsweise niedrigem Positionswert.

Hier nun erfährt 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 Fuß.

Bei Verletzungen an der Körpersäule 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 Fuß nicht startet.

HyDkk1/2/4–A könnte 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). Dafür sprechen die hydkk1/2/4–A–Expressions-

muster in der Körpersäule und während der Regeneration. Jedoch ist mindestens eine weitere,

epithelial generierte inhibitorische Substanz nötig (Inhibior B), da hydkk1/2/4–A nicht im

Aktivatorzentrum — dem ausdifferenzierten Kopf bzw. dem Organisator — und auch nicht in

epithelialen, regenerationsfähigen Tieren exprimiert ist. Dies stimmt mit der Idee der Fein-

adjustierung der Morphogenese durch die i–Zellinie, welche die epithelialen Basissysteme

unterstützen, überein (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 Körpersäule verstärkt 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, grün) 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
sekundär eine Zone der Tentakelaktivation (TA, blau). hydkk1/2/4–A–Expression beginnt unter-
halb der TA–Zone. Nach der Kopfamputation fällt I schnell durch Verlust von Morphogenen aus der
Wunde drastisch ab, was die Aktivator–Autokatalyse (Wnt) startet und zum lokalen Anstieg des Po-
sitionswertes führt (nicht gezeigt). (B) Verletzung durch Enthauptung führt zur Aufregulation von
wnt-Genen (grün) und hydkk1/2/4–A (pink) im Wundbereich und schließlich zur Stabilisierung der
Autokatalyse des Aktivators (A, Wnt) und der Produktion von Inhibitoren (I und HyDkk1/2/4–A)
im primären Musterbildungssystem. (Dies ist zunächst auch bei Fußamputation so.) Die Feinregula-
tion der Aktivator– und Inhibitorproduktion wird durch die Stärke des Gefälles der Positionswerte
zwischen Wunde und Nachbargewebe bestimmt (schwarze Pfeile). Hohe ursprüngliche Positions-
werte (PV) in der Nähe des früheren Kopfes erleichtern zudem früh die Tentakelaktivation (rechts
oben), zunächst 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. Sekundär wird bei entsprechendem Positions-
werten das Tentakelmusterbildungssystem (blaue Box) sowie die Hypostomaktivierung (grüne 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 primäre Aktivatorproduktion (Wnt) auf das apikale Zentrum, um die Mun-
döffnung herum, beschränkt. HyDkk1/2/4–Proteine sind nach diesem Modell Teil des primären,
langreichweitigen Inhibitorsystems entlang der apikobasalen Achse der Körpersäule.
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langreichweitig die Aktivator–Autokatalyse (Wnt) antagonisiert und den Positionswert re-

guliert, so muß in epithelialen Tieren ohne hydkk1/2/4–Expression die netto–Kopfinhibition

schwächer sein und die Form des Positionswertgradienten verändert sein. Dies spiegelt sich

z.B. in gestörter Proportionsregulation und zunehmender ’Verkopfung’ der epithelialen Tiere

wieder. Die Amputation des Kopfes führt auch hier zur Aufregulation von hywnt3a in den

Endodermzellen und von hydkk1/2/4–A in den restlichen Drüsenzellen. Die Autokatalyse

des Aktivators (Wnt) am apikalen Pol ist daher nicht gestört, sein Verhältnis zum zweiten,

epithelial generiertem Inhibitor (B) könnte allerdings so verändert sein, daß die Kopfdifferen-

zierung nicht mehr erreicht werden kann. Dies hängt empfindlich von der Balance zwischen

Aktivator– und restlicher Inhibitorkonzentration ab, die aufgrund der Variabilität der pseu-

doepithelialen Tiere unterschiedlich ist, was die z.T. nach langer Zeit ansatzweise (ein oder

2 Tentakel) oder erfolgreiche Kopfregeneration erklären könnte (siehe Kapitel 4.5).

Die in epithelialen Tieren immer erfolgreiche Fußregeneration ließe sich ebenfalls mit diesem

Modell erklären: Auch in Tieren mit schwacher Kopfinhibition bzw. vergrößertem Kopfakti-

vierungsbereich ist das Schicksal ‘Fuß’ am basalen Ende begünstigt, weil der Positionswert

hier am niedrigsten im gesamten Tier ist, per definitionem die Minimalbedingung für die

Fußentstehung (Berking 2003). Die Erniedrigung des Positionswertes wird durch den netto–

Influx von (epithelialem) Inhibitor (B) erreicht, was nur von der Steilheit des Positionswert-

gradienten abhängig ist, die in epithelialen Tieren wie beim normalen Tier gegeben ist. Zu

hohe Inhibitorkonzentationen inhibieren die Fußdifferenzierung allerdings, weswegen diese

am basalsten Ende des Tieres erst nach Degradation des Inhibitors eintreten kann (Berking

2003).

Ähnliches, aber aus anderen Gründen, läßt der Abschnürversuch vermuten, bei dem der

Fuß normaler Tiere ohne Verletzung und damit ohne Erhöhung des Positionswertes entfernt

wurde (siehe Kapitel 4.4): Die in Verbindung mit der Positionswert–Erhöhung induzierte

Aktivator–Autokatalyse sowie die Positionswert–erniedrigende Inhibitorproduktion startet

hier nicht oder zumindest verzögert, da die Morphogene nicht aus der Wunde abfließen kön-

nen. Der Netto–Inhibitor–Influx ist schwach, da der Gradient der Positionswerte nicht steil

genug ist. Dies verzögert die Fußregeneration in dem Maße, wie die Morphogene entspre-

chend ihrer Halbwertszeit in der basalen Region abgebaut werden. Sobald der niedrigste

Positionswert erreicht ist, verläuft die Fußdifferenzierung wie beobachtet schnell.

Analog dazu hängt die Regeneration von abgeschnürten Kopfregeneraten (Nacak 2004,

Newman 1974) zunächst nur von der Inhibitordiffusion und –stabilität ab, bis der Positions-

wert genügend angehoben ist, um die Autokatalyse zu starten. Unklar ist allerdings, warum

die Tentakelaktivation bei diesen Tieren gestört ist, wie die oft unvollkommen regenerierten
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Tentakel zeigen — möglich ist, daß die zeitliche Regulation der Positionswert–Erhöhung 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 ‘künstliche’ Erhöhung des Positionswertes durch erneuter Verwundung

gerettet werden kann (Kobatake und Sugiyama 1989; Müller 1995). Wird bei diesen Tie-

ren die i–Zellinie entfernt, so können 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 frühe Experimente an einer anderen Kopfinhibitionsmutante zeigten, daß das Vorhan-

densein und die Komposition der i–Zell–Derivate die Transmission der Kopfinhibition entlang

der Körperachse beeinflußt (Rubin und Bode 1982a, b).

Der Vorteil einer Positionswert–Erhöhung in der Wunde gekoppelt an schnelle Inhibitor–

Neuproduktion ist demnach v.a. eine Beschleunigung der musterbildenden Prozesse und ins-

besondere für die apikale Musterbildung wichtig. Dies komplementiert eine Studie, welche

demonstrierte, daß die zeitliche Länge der Wundöffnung ausschlaggebend für die Erhöhung

des Kopfaktivierungspotentials und damit den Regenerationserfolg ist, bzw. daß beschleu-

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

Zusammengenommen bedeutet dies für 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 repräsentiert die evolutive Konservierung

des Wnt/Dkk–Antagonismus bei der Achsenbildung und stellt damit ein molekulares Bei-

spiel für ein Reaktions–Diffusions–Modell dar. Die Rolle der Drüsenzellen bzw. der i–Zellinie

bei musterbildenden Prozessen in Hydra ist dabei offenbar wichtiger als bisher eingeschätzt.

(b) Da in epithelialen Tieren ohne hydkk1/2/4–A–exprimierende Drüsenzellen noch viele der

Musterbildungsprozesse wie Homöostase, Wundheilung und Fußregeneration 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.

Dafür spricht die zugunsten des Kopfes gestörte Proportionsregulation und der Verlust der

Kopf–/Tentakelregenerationsfähigkeit in epitehlialen Tieren, Prozesse die einen Inhibitor für

die morphogenetische Feinregulation benötigen.

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 gegenwärtig noch nicht zu erklären, genausowenig

wie die Beziehungen zwischen den 3 Zellinen dabei.

Es muß betont werden, daß diese Betrachtungen eine rein qualitative Interpretation der

molekularen Daten anhand des Reaktions–Diffussions–Modells nach Berking (2003) sind

und erst durch entsprechende Simulationen wirklich gültig 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 wäre von großer Wichtigkeit für das

Verständnis der musterbildenen Prozesse bei Hydra, aber auch für alle anderen selbstorgani-

sierende Systeme, die wachsende molekulare Datenmasse mit den verfügbaren theoretischen

Modellen in Einklang zu bringen.

Ein oder zwei Musterbildungssysteme in Hydra?

Mehrere Autoren proklamierten einen Fußorganisator, 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 Fußbildung verstärken oder fußspezifisch expri-

miert sind, können auf zweierlei Art erklärt werden: Sie könnten a) das Fußaktivierungs-

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 Fußorganisators, sondern

Aktivation durch einen genügend geringen Positionswert, bzw. nachlassendes Kopfaktivie-

rungspotential. Sie stünden damit allein unter der Kontrolle des inhibitorischen Systems, da

dieses den Positionswert zwar moduliert, den Fuß aber antagonisiert (Berking 2003) und ge-

nügend große Reichweite besitzt. Die beiden mehr oder weniger stark gradiert exprimierten

HyDkk1/2/4–A–Proteine wären dafür ein Beispiel. Sekundär senken die basal exprimierten,

fußspezifischen Faktoren dann den Positionswert weiter ab, gleichzeitig mit der Differenzie-

rung von Fußstrukturen.
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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 Fußorganisator

(Bode und Bode 1984), die beide nach dem gleichen Musterbildungsmechanismus aufgebaut

sein sollen. Bisher liegen dazu keine schlüssigen, molekularen Daten vor, z.B. existiert derzeit

kein Wnt–analoges Modell für den Fuß.

Die Existenz des Kopforganisators, der morphogenetisch wirksame Substanzen sekretiert,

muß nicht durch Berkings Modell angezweifelt werden. Man muß nur definitionsgemäß seine

Bildung von dem etablierten und sich selbst–erhaltenden Organisator trennen, und entspre-

chend die Änderungen und Stabilisierung der Positionswerte von der koordinierten Differen-

zierung von Kopfstrukturen.

Welches der Modelle der Realität am nächsten kommt, wird die weitere Analyse der nun in

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

HyChdl ist ein abgewandeltes Chordin–Molekül

Hydra Chordin-like (HyChdl) wurde als Chordin–Homolog mit putativ BMP–bindenden,

cysteinreichen Domänen am N– und C–Terminus beschrieben (Rentzsch 2001), da seine Ar-

chitektur den Chordin–Proteinen aus Bilateriern ähnelt. Die HyChdl CR–Domänen (CRD)

zeigen das konservierte Grundmuster der Cysteinpositionen in Chordin–CR–Domänen. Auf-

grund der dennoch augenscheinlichen Sequenzunterschiede wird es als Chordin–ähnlich

(‘Chordin–like’) bezeichnet. Es besitzt N–terminal anstelle des CR–Motivs 1 (CR1) zwei an-

dere cysteinreiche Domänen mit Ähnlichkeiten zur IGFBP4–Domäne und zu dem Follistatin-

like–Motiv. C–terminal liegen 3 vWC5– oder CR–Domänen, gefolgt von zwei weiteren, stark

divergenten vWC–Domänen. N– und C–terminale Cystein–Domänen sind durch eine lan-

ge Region, ähnlich wie bei Chordin–Molekülen anderer Organismen, getrennt. Diese weist

aber nicht die diagnostischen ‘Chordin–Domänen’ (CHRD) der Chordin–Proteine auf, son-

dern eine BPTI/Kunitz–Domäne 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 ergänzende, strukturelle und phylogenetische Studien durchgeführt,

um eine mögliche konservierte Funktion des Moleküls als BMP–Antagonist in Hydra näher

einzugrenzen.

Die genomische Organisation von hychdl ist nicht evolutiv konserviert

Das hychdl–Gen besitzt 21 Exons, die von Introns variabler Länge getrennt werden (siehe

Abbildung 5.1, Seite 77) und ist damit den Bilateria–chordin–Genen mit 22 bis 23 Exons

vergleichbar. Das kürzlich 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 6 kodiert. Daran zeigt sich, daß die genomische Struk-

tur der chordin–Gene im Laufe der Evolution vielen Veränderungen ausgesetzt war und

in stark spezialisierten Tiergruppen wie den Insekten drastische Reduktionen der Introns

erfahren hat. nvchd zeigt eine zum humanen chordin sehr ähnliche genomische Struktur

bezüglich der Intron/Exon–Grenzen (Rentzsch et al. 2005). Dies ist jedoch nicht in hychdl

wiederzufinden: Die 20 Exon/Intron–Grenzen verteilen sich hier völlig anders. In Bilateriern

4‘insulin-like growth factor binding domain’
5van Willebrand Faktor–Domäne C
6http://www.ensembl.org/index.html
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und Nematostella sind die funktionellen Domänen 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, daß sie nicht so leicht durch Exon–‘Shuffling’–Ereignisse

kombinierbar sind, was vielleicht die hohe Konservierung der Domänenstruktur in Chordin–

Proteinen mitbegründet. 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–Domänen 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 Domänen-

komposition in hychdl verändert ist.

Ein weiteres, Chordin–ähnliches Molekül wurde bisher trotz intensiver Datenbank–Suche in

Hydra nicht gefunden.

Die CR-Domänen im Wandel

Die vier BMP–bindenden CR–Domänen der Bilateria–Chordin–Moleküle sind in Bezug auf

ihre Position im Protein konserviert, d.h. CR2 ist zwischen zwei verschiedenen Spezies ähn-

licher zueinander als beispielsweise zu CR1 im gleichen Molekül (siehe Abbildung 5.2, Seite

79). Dies ist wichtig für die Funktion der einzelnen Domänen im Molekülkontext, da die

BMP–Bindeaktivität für jede CR–Domäne verschieden und damit nicht ohne weiteres aus-

tauschbar ist (Larrain et al. 2000). Auch die NvChd–Domänen 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 tatsächlichen phylogenetischen Beziehungen der

betrachteten Arten wiederspiegelt. Dies gilt ebenfalls für die anderen Spezies, nur die CR4

von Saccoglossus, einem Hemichordat, macht hier eine Ausnahme durch offensichtlich große

Distanz der Aminosäuresequenz. Prinzipiell ist die Maximum–Likelihood–Baumstruktur da-

mit trotz der schlechten Unterstützung an den inneren Zweigen valide. Die 3 C–terminalen

HyChdl–CR–Domänen 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 Unterstützung und der relativ langen Zweige nicht sicher; in Neighbor–Joining–Analysen

bildeten die Hydra–CRD eine eigene Gruppe ohne aufgelöste Abzweigung. Da keine Außen-

gruppe verwendet wurde, sind die phylogenetischen Beziehungen zwischen den einzelnen

CR–Domänen nicht erkennbar. Für die Hydra–CR–Motive aber gilt, daß sie zueinander nä-

her verwandt sind als zu einer der CR1–4–Gruppen der Chordin–Proteine, was bedeutet,

daß sie vermutlich durch Duplikationen aus einer Vorläufer–CRD in Hydra entstanden sind.
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Abbildung 8.3. HyChdl ist ein sekundär ver-
ändertes Molekül. Der gemeinsame Vorfahr von
Bilateria und Cnidaria (grüner Punkt) besaß schon
ein komplexes Chordin–Protein, dessen Struktur
hochkonserviert ist. Im Lauf der der Cnidaria–
Evolution entwickelte sich ein abgeleitetes, Chordin–
ähnliches Molekül (roter Balken), zumindest inner-
halb der Hydrozoen, zu denen Hydra gehört.

Ob dieses ursprüngliche CR–Motiv ancestralen Charakakter besitzt oder von einer der 4

Chordin–CR abgeleitet ist, ist nur durch die Analyse weiterer CR–Domänen innerhalb und

außerhalb der Cnidarier zu klären. Das Hydra–Genom war im Lauf der Cnidaria–Evolution

offenbar dramatischen Änderungen ausgesetzt, die in einem Chordinmolekül resultierten,

welches die vermutlich ancestrale 4-CR–Struktur sekundär verloren hat, diese aber konver-

gent durch ähnliche Domänen ersetzt wurden (Abbildung 8.3).

Die Hypothese, daß HyChdl einem ancestralen Chordin–Typ ähneln mag, aus dem sich die

rezenten Chordin–Moleküle entwickelten, läßt sich angesichts der Monophylie der Cnidaria

nicht halten. Andernfalls müßte Nematostella den Bilateria–Chordin–Typ unabhängig 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).

Veränderte Domänen — robuste Funktion

Zieht man die strikt zugeordneten Funktionen der Chordin–CR–Domänen in Betracht, stellt

sich die Frage, ob und in welchem Ausmaß die Hydra–CRD BMP binden können. Nachweis-

lich binden CR1 und CR3 aus Xenopus Chordin BMP4 am stärksten (Larrain et al. 2000).

Dies wird aber erst im gesamten Molekülkontext kooperativ um das 5– bis 10–fache ver-

stärkt. Die Hydra–CRD zeigen in der phylogenetischen Analyse mit geringer Unterstützung

die engste Verwandschaft zu CR4, welche in Xenopus die schwächste biologische Aktivität

unter den CRD aufweist (Larrain et al. 2000). Direkte Vergleiche können nur über bioche-

mische Protein–Bindestudien mit einem BMP–Molekül gemacht werden. In Hydra stehen

derzeit noch keine gereinigten BMP–Proteine zur Verfügung.

HyChdl kann trotz der Sequenzunterschiede Zebrafisch–Embryonen dosisabhängig dorsali-

sieren, wenn auch 20-fach schwächer als endogenes Chordino (Rentzsch et al., Manuskript

akzeptiert). Dies ist der bisher stärkste Hinweis auf eine konservierte Proteinfunktion in Hy-

dra. Wie diese Arbeit zeigt, haben die einzelnen Domänen einen unterschiedlichen Beitrag
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zur dorsalisierenden Funktion; so besitzt nur der gesamte C–Terminus, alle CR–Domänen

einschließend, überhaupt einen Effekt auf die BMP–Signaltransduktion in Zebrafisch (sie-

he Abbildung 5.3, Seite 80). Die beiden vorletzten CR–Domänen und die beiden diver-

genten vWC–Domänen am C–Terminus können zusammen BMP–Signaltransduktion nicht

antagonisieren, ein Gegensatz zu Xenopus Chordin, dessen CR–Domänen auch unabhän-

gig voneinander BMP–inhibitorische Funktion aufweisen (Larrain et al. 2000). Der schwach

dorsalisierende Effekt aller C–terminalen Hydra–CR–Domänen verstärkt sich mit der Ver-

längerung des HyChdl–Konstruktes um die Linkerregion von 10 % dorsalisierter Embryonen

auf knapp 50 %, verglichen mit dem intakten Molekül. Dies mag von einer topologisch un-

terstützenden Wirkung eines längeren Moleküls oder aber einer zusätzlichen, intrinsischen

BMP–Interaktionsfähigkeit der Linkerregion herrühren. Zur Klärung müßte 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 zusätzliche Anwesenheit einer der beiden N–terminalen, cysteinreichen Do-

mänen, die in HyChdl CR1 ersetzen, resultiert in etwa 70 %iger Dorsalisierungsaktivität

verglichen mit dem vollständigen HyChdl.

In Xenopus Chordin besitzt CR1 die höchste intrinsische BMP–Bindeaktivität. Die Syn-

ergie mit den anderen CRD resultiert vermutlich aus der flexiblen Struktur des Moleküls

durch die Linkerregion, was die 4 CRD effektiv um ein BMP–Molekül herum positioniert

(Larrain et al. 2000). HyChdl kann trotz gravierender Unterschiede zu allen anderen bekann-

ten Chordin–Molekülen deren BMP–antagonistische Wirkung imitieren. Limitierend wirkt

bei HyChdl die Gesamtzahl der funktionellen Module bzw. Aminosäuren, die eher linear statt

kooperativ zum BMP–Antagonsimus beitragen. Es ist denkbar, daß das HyChdl nicht in der

gleichen effizienten Weise wie Chordino mit BMP–Molekülen im Fisch interagieren kann. Die

schwächere Aktivität von vollständigem HyChdl zeigt dies ebenfalls. Vermutlich kann Hy-

Chdl aufgrund seiner schwächeren Bindeeigenschaften erst durch hohe Konzentrationen das

Gleichgewicht der BMP–Bindung auf seine Seite verschieben. Die Injektion der vereinzelten

IGFBP– und Follistatin-like–Domäne könnte klären, ob der BMP–antagonistische Effekt v.a.

auf diesen Domänen beruht, da die C–terminalen CR–Domänen dabei offenbar eher unter-

stützende Wirkung besitzen. Die Komplementierung des dorsalisierten Phänotyps in einer

chordino–Mutante von Zebrafisch (Schulte-Merker et al. 1997) durch Injektion von hychdl

wäre eine weitere Möglichkeit, das Dorsalisierungspotential von HyChdl zu testen.

Zusammengefaßt ist die an HyDkk1/2/4–A erinnernde, funktionelle Robustheit von HyChdl

im heterologen Assay beeindruckend und zeigt, daß die Diversifizierung eines Proteins durch

die Veränderung der Aminoaäuresequenz oder Domänenkomposition nicht zwangsweise zum
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Verlust der ursprünglichen Funktion führt. Es scheint eher, daß bei bestimmten Schlüsselmo-

lekülen der Eumetazoa, wie z.B. Chordin, Änderungen in der Sequenz zwar die Vielfalt von

Bauplänen 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–Molekülen, 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 frühe Funktion in der Etablierung der oral–aboralen

Körperachse 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 Fußregeneration transient, und bei der Knos-

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

behandelt.

Für hychdl und hybmp5-8b existieren unterschiedliche Schwellen–

Positionswerte

In Hydra wurden bisher zwei BMP5-8–Orthologe isoliert, von denen eines, HyBMP5-8b, nä-

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, später jedoch symmetrisch am

Blastoporus exprimiert sind. (Finnerty et al. 2004; Hayward et al. 2002; Reber-Müller et al.

2006; Rentzsch et al. 2006). Dies sind Hinweise für eine evolutiv konservierte Rolle der

BMP–Moleküle in der axialen Musterbildung der Metazoa, soweit diese polarisierte Gewe-

bestrukturen besitzen, die damit eine erstaunlich hohe, ancestrale Komplexität aufweisen

(Rentzsch et al. 2006).
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Abbildung 8.4. BMP5-8b und HyChdl
markieren die Körperachse in Hydra
komplementär. Die ISH–detektierten Epres-
sionsmuster von hychdl (siehe ISH–Fotos links),
rot, und hybmp5-8b (Reinhardt et al. 2004),
grün, 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 zusätzlich endodermal an der
Tentakelbasis. Die mutmaßliche Hemmung von
BMP5-8b–Signalen durch HyChdl ist durch ro-
te Striche dargestellt.

HyBMP5-8b, das einzige in Expressionsstudien getestete BMP–Molekül in Hydra, ist im adul-

ten Tier endodermal stark an der Tentakelbasis, in Tentakelbildungszonen sowie etwas schwä-

cher, aber weiträumig im Ektoderm der basalen Körperregionen exprimiert (Reinhardt et al.

2004; Abbildung 8.4). Damit spezifiziert hybmp5-8b primär basale Regionen mit niedrigem

Positionswert und hychdl apikale Regionen mit hohem Positionswert. Sekundär existieren

kleine hybmp5-8b–Domänen an der Tentakelbasis, inmitten der hychdl–Expressionsdomäne.

Falls HyChdl BMP5-8b in Hydra antagonisiert, so muß hier mindestens ein weiterer Faktor

existieren, der die HyChdl–Aktivität an der Tentakelbasis hemmt. Dafür käme z.B. Tollo-

id in Frage, eine extrazelluläre Protease, welche Chordin in Bilateriern inaktiviert. Mehrere

Cluster aus dem EST Darmstadt I–Projekt mit Ähnlichkeit zu Tolloid-1 geben einen Hin-

weis auf die Konservierung dieses Mechanismus’. Ein BMP–Chordin–Antagonismus könnte

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 erhöhte Positionswerte (Tentake-

laktivationslevel). Wie hychdl wird hybmp5-8b bei der apikalen Kopfregeneration früh auf-

reguliert, was durch das theoretische Modell über eine transiente Tentakelaktivation in der

apikalen, regenerierenden Spitze erklärt wird. Die Aufregulation des Transkripts bei der Fuß-

regeneration (Reinhardt et al. 2004) wird allerdings dadurch nicht erklärt. Auch hychdl wird

bei der Fußregeneration transient exprimiert (Rentzsch 2001). Höchstwahrscheinlich 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 Fußregeneraten wird hychdl nach 24 h abgeschalten,

da der niedrigste, Fuß–spezifizierende Positionswert etabliert wird. hybmp5-8b bleibt dagegen

auch während der Fußregeneration 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 zunächst ver-

wirrend im Hinblick auf einen Antagonismus, jedoch ist es durchaus möglich, daß HyChdl

BMP5-8b auf Proteinebene antagonisiert, so daß keine BMP–Signaltransduktion stattfin-

den kann. Während der Etablierung des Kopforganisators bei der Kopfregeneration kann es

z.B. nötig sein, die positionswertabhängige Aufregulation von BMP zu kompensieren, damit

ein Organisator entstehen kann, ähnlich zum Vertebratenembryo, bei dem die BMP–Signale

im zukünftigen Organisatorbereich unterdrückt werden müssen (De Robertis und Kuroda

2004). Die spätere Funktion von HyBMP5-8b bei der Tentakeldifferenzierung könnte wieder-

um durch Chordin–Antagonisten gewährleistet sein. In diesem Zusammenhang ist es hoch-

interessant, Antagonisten wie Tolloid in Hydra zu charakterisieren. Bei der Fußregeneration

wird hychdl allmählich herunterreguliert, was die Fußspezifizierung im Anschluß ermöglicht,

z.B. durch HyBMP5-8b–Signale.

Knospung

Während der Knospung wird hychdl durch hohe Positionswerte in der gesamten evaginieren-

den Knospe aufreguliert, nicht aber hybmp5-8b, was sich von der Situation bei der Regene-

ration unterscheidet. In der Knospungzone sind hychdl und hybmp5-8b daher komplementär

exprimiert (Abbildung 8.4), was ein Hinweis auf einen Antagonismus zwischen sein kann und

mit der Unterdrückung von HyBMP5-8b–Signalen bei der Kopforganisatorbildung konsistent
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ist. hybmp5-8b wird erst mit Beginn der Tentakeldifferenzierung in der Knospe, sowie später

in basalen Knospenregionen exprimiert (Reinhardt et al. 2004).

hychdl reagiert offensichtlich im Gegensatz zu hybmp5-8b auf eine größere Spannweite an ho-

hen Postionswerten, da es in der Knospe bzw. im jungen Polypen nicht sofort nach Etablie-

rung des Kopfes und Fußes abgeschalten wird, um das adulte Expressionsmuster zu zeigen.

Eine theoretische Erklärung wäre der im Vergleich zum Adulttier veränderte Gradient der

Positionswerte: Die Knospe und kleine Polypen besitzen ein steileres Positionswertgefälle, da

Kopf (= Maximum) und Basalregion mit dem Fuß (= Minimum) im Verhältnis zur Körper-

länge viel größer sind, und alle möglichen Positionswerte damit auf einer geringeren Länge

verteilt sind. Der Positionswert wird vom Verhältnis des Aktivators zum Inhibitor bestimmt;

möglicherweise existiert in der Knopse und im Jungpolypen noch nicht jenes Verhältnis der

Aktivator–/Inhibitorkonzentation, welches zur Abschaltung des hychdl–Transkripts führt,

sondern dieses stellt sich erst mit zunehmendem Wachstum bzw. der Entzerrung und Sta-

bilisierung des Gradienten ein. Ensprechend kann HyChdl in der Knospe verstärkt 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 Körperachse in Hydra

Bislang läßt sich für Hydra ein Szenario mit 2 verschiedenen, antagonistischen Systemen

ableiten, die parallel entlang der oral–aboralen Körperachse 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

zusätzlich die Tentakelbasis (siehe auch Diskussion zu Wnt/HyDkk1/2/4–A). Da hychdl im

stabilen Zustand nicht mit dem höchstmöglichen Positionswert im Tier assoziiert ist, sondern

sekundär durch nächstniedrigere Werte spezifiziert wird, steht es möglicherweise zusammen

mit dem ebenfalls positionswertabhängigen hybmp5-8b hierarchisch unter dem Wnt/Dkk–

System, welches den Positionswert primär 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 für die Etablierung ‘sekundärer’ 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

schließlich findet sich die Entkopplung der antagonistischen Systeme für die 2 orthogona-

len Hauptkörperachsen, 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 außerdem 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, daß 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 (Böttger et al. 2006; Matus et al.

2006a) und Noggin (Matus et al. 2006a). In Hydra gibt es außerdem Hinweise auf ein Cerberus–

ähnliches Molekül (unveröffentlicht), was sowohl als Wnt–, Nodal– und BMP–Antagonist in

der Literatur bekannt ist (Piccolo et al. 1999).

Zukünftige BMP2/4–Daten für Hydra und auch Nematostella, sowie Interaktionsstudien zwi-

schen BMP–Molekülen und den putativen Antagonisten werden abzuwarten sein, um das

Szenario der Körperachsenevolution bei Diplo– und Triploblasten verfeinern zu können.

Weiterhin wird die komparative Analyse Aufschluß über 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 Molekül-

komposition der etablierten Organisatoren: Die klassischen Organisatormoleküle Dickkopf-1

und Chordin befinden sich bei Hydra außerhalb des Organisators, dafür werden die wnt–Gene

im Kopforganisator exprimiert — umgekehrte Verhältnisse also. Etwas anders ist die Situa-

tion im Nematostella–Embryo, hier befinden sich Chordin am Blastoporus und einige wnt–

Transkripte auch außerhalb des putativen Organisationszentrums, was eher dem Spemann–

Mangold–Organisator vergleichbar ist. Aborale nvdkk1/2/4– und blastoporale bmp2/4

–Expression verhalten sich aber wiederum entgegengesetzt zu diesem. Das Organisatorprinzip

scheint somit weniger an die Identität bestimmter Moleküle gekoppelt zu sein, als vielmehr

an Polarisierung von Gewebe durch antagonistisch wirkende Moleküle — die Orientierung

der dafür rekrutierten Agonist/Antagonisten–Systeme bestimmt dann die Symmetriever-

hältnisse des Organismus. Klare Analogie besteht aber in der Etablierung des Organisators:

Wnt–Signale und parallel die Unterdrückung von BMP–Signalen sind sowohl für 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
Körpersymmetrie. (A) Die putativen Wnt/Dkk– und BMP/Chordin–antagonistischen Syste-
me spezifizieren parallel die Körperachsen in Hydra: Die oral–aborale Hauptkörperachse und die
entstehende Achse während der Knospung. Das Wnt/Dkk–System definiert möglicherweise als hier-
archisch übergeordnetes Musterbildungssystem den Gradienten der Positionswerte (‘Quelldichte’,
PG). Das BMP/Chordin–System könnte sekundär für die Tentakelmusterbildung rekrutiert worden
sein. (B) Die Kopplung und Entkopplung der konservierten, antagonistischen Systeme im Verlauf
der Evolution spezifiziert orthogonale Körperachsen der Eumetazoa. Beispiele: Hydra, Nemato-
stella–Planulalarve und Xenopus–Embryo. o=oral, ab=aboral, dir=direktiv, a=anterior, d=dorsal,
p=posterior, v=ventral.



125

Teil IV

Material und Methoden
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9 Hydra–Methoden

9.1 Tiere

Es wurden Polypen der Wildtyp–Stämme 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–Chimäre A-10 (H. Shimi-

zu) verwendet. Die Tiere wurden bei 18±1 C kultiviert und mit frisch geschlüpften Krebs-

larven (Artemia salinas) gefüttert; das Kulturmedium (HM: 1 mM CaCl2, 0,1 mM MgCl2,

0,1 mM KCl, 1 mM NaH2CO3, pH 7,8) wurde zweimal täglich gewechselt. Vor allen Expe-

rimenten wurden die Tiere an mindestens drei aufeinanderfolgenden Tagen gefüttert und 24

h nach der letzten Fütterung verwendet.

9.2 Regeneration und Verletzung

Für alle Versuche wurden knospenlose Polypen benutzt.

Verletzung

Die Polypen wurden mit einem tiefen Schnitt (ca. 1/3 der Körperbreite) in der Körpersäule

oder am Hypostom (ca. 1/3 der Kopflänge) verletzt und danach in frisches Kulturmedium

bei 18 C überführt.

Regeneration

Die Tiere wurden bei 20, 50, 70 oder 80 % der Körperlänge (KL) amputiert (vom Fuß aus

gemessen) und in Petrischalen mit frischem HM (mindestens 1 ml pro Regenerat) überführt

und bei 18 C gehalten.

Wurden nur die regenerierenden Spitzen benötigt, wurden diese zu verschiedenen Zeitpunk-

ten nach der ersten Amputation erneut abgeschnitten (ca. 1/10 der ursprünglichen KL) und

sofort für die RNA–Isolation verwendet (Abschnitt 10.2).
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9.3 Abschnürregenerate

Mit einem Haar wurden die Füße knospenloser Polypen bei 25 % KL abgeschnürt. Die

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

9.4 Induktion der Gametogenese

Versuche zur Oogenese wurden am Hydra vulgaris Stamm AEP durchgeführt (Martin et al.

1997). 7 bis 10tägiger Futterentzug induzierte die Gametenbildung, anschließend wurden die

Tiere drei Wochen lang zweimal wöchentlich gefüttert und die verschiedenen Oogenese– und

Spermatogenesestadien abgesammelt.

9.5 Eliminierung der i–Zellinie in den Stämmen sf-1 und A-10

Aus Tieren der Hydra magnipapillata Stämme sf-1 und A-10 (H. Shimizu) können die inter-

stitiellen Stammzellen (i–Zellen) und ihre Derivate (Nervenzellen, Nematocyten und Drüsen-

zellen) durch eine Hitzebehandlung selektiv entfernt werden (Sugiyama und Fujisawa 1978a).

Dafür wurden die Tiere bis zu 5 Tagen bei 28–30 C und täglicher Fütterung gehalten. An-

schließend wurden sie bei 18 C gehalten und täglich gefüttert, bis sie kein Futter mehr fangen

konnten durch den Verlust der Nematocyten (ca. 3 Tage). Dies wurde außerdem exempla-

risch für einige Tiere durch Mazeration überprüft (David 1973). Für Langzeitversuche, die

auf die Eliminierung der Drüsenzellen 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–Kernfärbung

Die Tiere wurden mit 2 % Urethan in Hydramedium relaxiert und mit Lavdovsky-Fixativ

(Ethanol, Formaldehyd Essigsäure, H2O 50:10:4:36) für 30 min bei Raumtemperatur fi-

xiert. Nach kurzem Waschen mit PBS (0,15 M Natriumchlorid, 0,08 M Na2HPO4, 0,02

M NaH2PO4, pH 7,34) wurden sie in DAPI bei einer Konzentration von 0,5 μg/ml in PBS

mit 0,1 % (v/v) Tween 20 für 30 Minuten bei Raumtemperatur gefärbt.
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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 (siehe Punkt 10.6)

abgeleitet. Synthetisiert wurden sie bei MWG–Biotech AG, Ebersberg; Sigma–Ark, Darm-

stadt; Sigma–Genosys, Cambridge, U.K.; Operon, Köln.

Tabelle 10.1. Sequenzen und Schmelztemperaturen der verwende-

ten Oligonukleotide

Verwendung Name, Tm Sequenz Oligonukleotid

in Abschnitt

2.1 Seite 25 ChdSPfor,45 C 5’ctgcttacaagaattctacatg

2.1 Seite 25 ChdSPrev, 45 C 5’gttttatcagatgcctcgagaattca

2.1 Seite 25 Spin5’, 50 C 5’ccactatcggaggaattcaaatatgg

2.1 Seite 25 Spin3’243, 50 C 5’agcttgatggtgctcgagtccgc

10.13 Seite 138 pSUC2for, 46 C 5’cctcgtcattgttctcgttccctt

10.13 Seite 138 pSUC2rev, 46 C 5’ggtgtgaagtggaccaaaggtcta

4.1 Seite 143 HyDi5’RACE1, 65 C 5’ccgcagagtgcaccttctttaacatagctattacattgc

4.1 Seite 143 HyDi5’RACE2, 65 C 5’gcagtctgcatcctttttgcaagactcggc

4.1 Seite 142 1-B1RACE3’, 65 C 5’gcagactgcgaaaatggttgctgtg

4.1 Seite 142 Hydi5’2, 55 C 5’gaaaacatacatcttttctgatttatcaatc

4.1 Seite 142 Hydi3’1, 55 C 5’tttttttttttttttttataatttaactcg

4.7 Seite 143 HyDkkKozak Cla, 42 C 5’tacatcgattctgatgccgccaccatgag

4.7 Seite 143 HyDkkpCS XbaRev, 42 C 5’tctagatttaatacaaagatcacttcc

4.7 Seite 143 HyWntKozak Cla, 47 C 5’catcgatttgccgccaccatgggcacg

4.7 Seite 143 HyWntpCS XbaRev, 47 C 5’tttctagactatttacaggtgtattcag

4.6 Seite 144 wnt3aforw, 60 C 5’tctgcgggagttgcgttttc

4.6 Seite 144 wnt3arev, 60 C 5’ccttcgtccgtttgacctcg

4.6 Seite 144 EF1aforw, 57 C 5’gttggtcgtgttgaaactgg
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Tabelle 10.1 – Fortsetzung

Verwendung Name, Tm Sequenz Oligonukleotid

in Abschnitt

4.6 Seite 144 EF1arev, 57 C 5’tctggaagagattcgtgatg

3.1 Seite 141 Tsrp1 5’for, 59 C 5’cagtttggcttgtcgttgctatg

3.1 Seite 141 Tsrp1 5’rev, 59 C 5’gttattacactcacgctgtctctgc

10.14 Seite 141 HyThr1, 55 C 5’gtggagctgggttattacactcacgctgtc

10.14 Seite 141 HyThr5, 60 C 5’ccacctcctcaatttggtgggcgcg

5.3 Seite 144 ChdBamHI.b for, 55 C 5’gggatcctggtaccatgaagagcatgaaactg

5.3 Seite 144 HyChd SP rev myc, 55 C 5’atcgattgcagggaggacaggttttatcag

5.3 Seite 144 HyChd3Xho2, 52–56 C 5’ccgctcgagtcatggaccatctgctac

5.3 Seite 144 ChdK1EcoFw, 55 C 5’gttcgacatccgaattctc

5.3 Seite 144 ChdK4EcoFw, 52 C 5’cagctgtatatcgaattctcag

5.3 Seite 144 K6forw, 56 C 5’gcagtaagaattctaaactcc

5.3 Seite 144 K5forw1, 60 C 5’atgcatctgagaattcctgtcc

5.3 Seite 144 K5rev2, 60 C 5’ctcgagcgcactagtttatctgac

5.3 Seite 144 K5forw3, 55 C 5’gtaaactagtacaaaaaattccg

10.2 RNA–Isolierung

Alle Lösungen wurden mit DEPC–Wasser hergestellt bzw. mit 0,1 % DEPC über Nacht

gerührt und anschließend autoklaviert. Gesamt–RNA aus Hydra wurde nach einem Pro-

tokoll für Pflanzen nach Suzuki et al. (2001) extrahiert. Das Protokoll wurde gemäß 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 Schütteln aufgelöst. Das Lysat wurde mit 1/10 Vo-

lumen 2 M Natriumacetat, pH 4,0 angesäuert und die RNA mit 1 Volumen (550 μl) Phe-

nol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert. Die wäßrige Phase wurde nach 10 min

Eis durch Zentrifugation bei 10000xg (10 min, 4 C) separiert und in ein neues Gefäß über-

führt (ca. 400 μl). 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

ausgefällt 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-H2O oder TE–Puffer (5 mM

Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) aufgenommen.

Die für die cDNA– Herstellung benötigte Poly(A)+RNA 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)+RNA mit ‘SuperScript III 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

unverdünnt, 1:5, 1:10 oder 1:100 verdünnt in PCR–Reaktionen eingesetzt.

10.4 Phenolische Extraktion von DNA

Wäßrige DNA–Lösungen wurden mit 1 Volumen Phenol–Isoamylalkohol–Chloroform (25:24:1)

versetzt, 1 min lang kräfig geschüttelt und 10 min auf Eis inkubiert. Die Phasentrennung

erfolgte bei 4 C, 7.000xg, 7 min. Die wäßrige Phase wurde in ein neues Gefäß überführt und

mit 1/10 Volumen Natriumacetat pH 5,2, sowie 2,5 Volumen Ethanol (alternativ 1 Volumen

Isopropanol) 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:

Standardmäßig wurden Plasmid–DNA–Matritzen 1:100 verdünnt eingesetzt. Die 50 μl–Reak

tionen beinhalteten 1 μl DNA–Matrize; je 0,2 μM Oligonukleotide; 0,4 mM dNTPs; 1,5 mM

Mg2+; 1xPCR–Puffer und 0,25 μl ‘Phusion High-Fidelity’ DNA–Polymerase (Finnzymes)

oder taq–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 Ethidiumbromidfärbung 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



10.6 Sequenzierung von DNA–Fragmenten 131

(Invitrogen) nach Herstellerangaben kloniert. Die Isolierung aus Agarosegelen erfolgte ent-

weder über Glaswolle oder mit Kits verschiedener Hersteller (z.B. Machery–Nagel, Qiagen).

Alternativ wurden DNA–Fragmente in ‘low melting’–Agarose aufgetrennt und ausgeschnit-

ten. Die Stückchen wurden anschließend 10 min bei 72 C aufgeschmolzen, kurz bei 37 C

äquilibriert und 4 μl davon in eine vorbereitete, ebenfalls 37 C warme Ligationsreaktion

mit pCR4.0-TOPO pipettiert. Nach 5 min wurden 2 μl davon für die Transformation der

Bakterien verwendet.

Transformation von E. coli:

Mit 2 bis 4 μl Ligationsreaktionen wurden Rubidiumchlorid–chemokompetene E. coli–Stämme

(DH5α, Top10 oder Top10F’, 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/l Agar) plattiert und über Nacht bei 37 C inkubiert. Zur Analyse

wurden die Kolonien wurden in flüssiges LB–Medium überimpft und 16 h bei 37 C kulti-

viert.

Präparation von Plasmid-DNA:

Die Plasmid–DNA wurde mit Kits verschiedener Hersteller präpariert (z.B. Machery–Nagel,

Qiagen).

Restriktionsverdau von Plasmid–cDNA:

3 bis 5 μl einer Plasmid–Präparation wurde in einem 20 μl–Ansatz mit den jeweiligen Re-

striktionsenzymen und Puffern sowie BSA (NEB, Amersham) nach Herstellerangaben 1 bis

24 h verdaut und anschließend 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, einzelsträngige ‘antisense’–RNA–

Sonden detektiert. Die Matritze für 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 für T7 oder
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Sp6 RNA–Polymerasen per PCR amplifiziert und das PCR–Produkt anschließend durch Grö-

ßenausschlußchromatografie (P6–Säulen, 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, daß das Fragment am 3’ oder 5’–Ende geschnitten wurde. Das Plasmid

wurde anschließend 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 können mit spezifischen

Antikörpern detektiert werden. Die Sondenreaktionen wurden über Größenausschlußchroma-

tografie (P6–Säulen, Biorad) aufgereinigt und die Ausbeute über Agarose–Gelelektrophorese

abgeschätzt.

Die verwendeten Sonden waren komplementär zu folgenden cDNA-Fragmenten:

hywnt3a (534 Bp): Nukleotide (nt) von Aminosäuren (As) 185–362, dies entspricht der

C-terminalen Hälfte des Moleküls.

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

hytsr1 (995 Bp, 5’ Ende): nt 1–995, enstpricht As 1–281; hytsr1 (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 3608–4317, entspricht As 1163–1399.

10.8 Semiquantitative PCR

Zur Untersuchung der Dynamik der mRNA–Expression von hywnt3a bei Verletzung wurden

semiquantitative PCR-Experimente durchgeführt. Dazu wurde cDNA aus je 20 unverletzten

und an der Körpersäule 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. Für die PCR–Experimente wurden spezifische

Oligonukleotide der Gene hywnt3a und EF1α (wnt3afor/rev und EF1afor/rev) verwendet.

EF1α wird als Haushaltsgen in jeder Zelle und jedem Stadium unverändert exprimiert und

eignet sich daher für die Normierung des differentiell exprimierten hywnt3a–Transkriptes.

Die PCR wurde für beide Transkripte in einem Durchgang durchgeführt unter folgenden Be-

dingungen im 25 μl Ansatz: 0,5 μl cDNA (1:10 verdünnt); 1 x Puffer; 0,1 μl taq–Polymerase;

2,4 mM Mg2+; 0,64 mM dNTPs. Programm: 3 min 94 C; 25 x (EF1α) oder 30 x (hywnt3a)
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(30 sec 94 C, 30 sec 57 C (EF1α) oder 60 C (hywnt3a), 30 sec 72 C).

Die Intensität der PCR–Banden wurde mit der Software ImageG 1.34s (NIH, USA) quanti-

fiziert.

10.9 RNA in 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) durchgeführt. 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 anschließend 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 μg/ml

in PBT), um das Gewebe fur die Sonden besser zugänglich zu machen. Die Enzymreaktion

wurde anschliesend mit Glycin gestoppt (4 mg/ml in PBT). Nach Äquilibrierung 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) Essigsäureanhydrid 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% Prähybridisie-

rungslösung in PBT, dann 10 min in 100 % Hybridisierungslösung (50 % Formamid; 5 x

SSC [0,75 M Natriumchlorid; 0,075 M Natriumcitrat pH 7,0]; 200 μg/ml aufgereinigte Hefe–

RNA; 1 x Denhardt’s [1 % Polyvinylpyrrolidon, 1 % Ficoll, 1 % BSA]; 100 μg/ml Heparin;

0,1 % Tween 20; 0,1 % CHAPS; 10 % DEPC–H2O) überführt. Anschließend erfolgte die

Prähybridisierung für mindestens 2 Std. bei 55 C bis 60 C. Die Sonden wurden in einer

Endkonzentration von 0,05 ng/μl verwendet und vor der Zugabe zu den Tieren 10 min bei 75

C in Prähybridisierungslösung 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 Äquilibrierung in Maleinsäurepuffer (MAB, pH 7,5; 2 x 10min) wurde ein Blockierungs-

schritt mit 1 % Blockierungsreagenz (Roche) in MAB entweder 2 h bei Raumtemperatur

oder über Nacht bei 4 C durchgeführt. Zur Detektion der markierten RNA–Sonden wurde

ein Anti–Digoxygenin–Antikörper mit konjugierter Alkalischer Phosphatase (Roche) in einer

Verdünnung von 1:4000 in Blockierungslösung verwendet (2 h bei Raumtemperatur oder 4

C über Nacht). Ungebundener Antikörper wurde durch 8 bis 12 Waschungen mit á 30–60
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min mit MAB entfernt. Optional wurde ein MAB–Schritt über Nacht zugefügt. Die anschlie-

ßende Farbreaktion wurde mit dem Substrat NBT/BCIP (Roche) durchgeführt, welches von

der Alkalischen Phosphatase des Antikörpers zu einem blauen Präzipitat umgesetzt wird.

Für die Farbreaktion wurden die Tiere für 2 x 10 min in alkalischen Puffer (NTMT: 100 mM

NaCl, 100 mM TRIS, pH 9,5; 50 mM MgCl2, 0,1 % Tween 20, 1 mM Levamisol (Sigma))

überfuhrt. Die Substratlösung wurde 1:50 in NTMT verdünnt und auf die Tiere gegeben.

Die Reaktion wurde bei 37 C im Dunkeln durchgeführt. Die Präparate wurden anschließend

regelmäßig unter einem Binokular betrachtet und die Reaktion bei Erreichen eines optima-

len Signal/Hintergrund–Verhältnisses mit 100 % Ethanol abgestoppt (meist zwischen 20 und

90min). Zur Auswertung wurden die Tiere in PBS/Glycerin (1:9) überführt 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) durchgeführt. 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 für 20 min fixiert, danach wurden die Tie-

re sukzessive in MAB rehydriert, erneut blockiert und mit Antikörper inkubiert. Nach der

Äquilibrierung mit NTMT wurde die Färbereaktion mit FastRed nach Herstellerangaben

durchgeführt und mit TE–Puffer gestoppt.

Mazerat–ISH:

Für die hydkk1/2/4–A–ISH an Mazeraten (David 1973) wurde das Protokoll wiefolgt adap-

tiert:

Beschichtung der Objektträger: Die Objektträger wurden in 70 % Ethanol/ 1 % HCL

15 min angeätzt und anschließend mit DEPC–H2O gewaschen. Danach wurden sie mit 1:10

verdünnter, 0,1 %iger Poly-L-Lysin–Lösung (Sigma) für 5 min inkubiert und über Nacht

getrocknet. Mazeratherstellung: Je 10 Polypen (H. vulgaris) wurden bei 80 und 50 % KL

geschnitten und durften 1 h regenerieren. Anschließend wurde die regenerierenden Spitzen

(ca. 1/5 KL) isoliert und mit je 4 Tropfen Mazeratlösung (Glycerin, Eisessig, H2O; 1:1:13)

ca. 20 min bei 4 mazeriert. Als Kontrolle wurden 5 ganze Polypen in 10 Tropfen Mazerati-

onslösung benutzt. Nach Zugabe von je 1 Volumen 8 %igem PFA in HM wurden je 100 μl der

Suspensionen auf mehrere beschichtete, mit Tween 20 benetzte Objektträger ausgestrichen,

welche dann 45 in bei Raumtemperatur trockneten (David 1973).
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ISH: Die Objektträger mit der fixierten Zellsuspension wurden für 5 min mit PBS und PBT

gewaschen und anschließend 2 h bei 60 C prähybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte mit

0,1 ng/μl Sonde für 18 h bei 60 C, danach wurde frische Sonde zugegeben und weitere 12

h auf den Objektträgern belassen. Anschließend wurde ungebundene Sonde mit 2 x SSC für

2 x 5 min bei 60 C und dann mit 2 x SSC + 0,1 % CHAPS bei 50 und 40 C je 5 min

weggewaschen. Danach erfolgte die Äquilibrierung bei Raumtemperatur in MAB für 2 x 30

min, gefolgt von einem 3-stündigem Blockierungsschritt mit 1 %iger Blocking–Reagenz (Ro-

che) in MAB. Die Inkubation mit dem 1:4000 verdünntem Antikörper erfolgte über Nacht

bei 4 C. Die Objektträger 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-

träger wurden mit verdünnter NBT/BCIP–Lösung gut benetzt und bis zu vier Stunden bei

37 C im Dunkeln gehalten und regelmäßig unter dem Mikroskop untersucht. Das Abstop-

pen der Reaktion erfolgte mit 100 %igem Ethanol. Die Mazerate wurden anschließend in

PBS/Gylcerin (1:9) eingedeckelt.

10.10 Mikroskopie und Fotografie

Die visuelle Auswertung aller Präparate 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 ausgerüstet. 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 sekundärer Achsen, der TOPFLASH/Luciferase–Assay in Xenopus und in

HEK293T–Zellen sind in Guder et al. (2006b) beschrieben.

in vitro–Transkription

Je 10 μg der Expressionsvektoren (hydkk1/2/4–A und hywnt3a) wurden mit NotI linearsiert,

phenolisch extrahiert und präzipitiert. Die mRNA wurde mit dem mMESSAGE mMACHI-
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NE SP6 Kit (Ambion) nach Herstellerangaben produziert. Die präzipitierte 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. Für Assemblierungen

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

Für 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.cnrs-mrs.fr/Tcoffee), Muscle (http://www.drive5.com/

muscle/), Seaview (http://pbil.univ-lyon1.fr/software/seaview.html), MACAW (http://iubio.

bio.indiana.edu:7780/archive/00000057/), Genedoc (http://www.psc.edu/biomed/genedoc/);

für 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

Für 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://atgc.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-lyon1.fr/software/njplot.html) verwendet.

Für 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 (IQPNNI), 10.000 ’interme-

diate trees’ in TREE–PUZZLE. Für 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 für drei Tage bei 28 C inkubiert, anschließend wurde

der Verlust der i-Zellen mittels Mazeraten überprüft (David 1973). Anschließend wurden die

Tiere bei 80 % Körperlänge enthauptet, die Köpfe wurden gesammelt, in ‘Solution D’ lysiert

und bei –80 C gelagert. Die Stümpfe regenerierten in Gruppen von 1 bis zu 24 h, anschließend

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 übrige

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 μg Poly(A)
+RNA mit dem PolyATtract mRNA Isolation System III (Z5200, Promega) extrahiert.

Die Qualität der RNA wurde spektrometrisch und per Agarose-Gelektrophorese (1 %) über-

prüft. 14,2 μg Poly(A)+RNA wurde anschließend mit dem SuperScript Choice System

for cDNA Synthesis Kit (18090-019, Invitrogen) entsprechend den Angaben des Herstel-

lers in drei Einzelreaktionen in doppelsträngige cDNA umgeschrieben; dafür wurden je-

weils 150 ng ’random’–Oligonukleotid 5’cgattgaattctagacctgcctcgagnnnnnn (modifiziert nach

(Jacobs et al. 1997) benutzt, welches eine XhoI–Schittstelle einführt. Anschließend wurden

wie im Protokoll angegeben EcoRI-Adaptoren an die cDNA ligiert und die cDNA mit 80 U

XhoI in 150 μl Ansatz 3 h verdaut (pro 5 μg eingesetzte Poly(A)+RNA).

Größenselektion der cDNA. Die cDNA (aus einem Ansatz) wurde über 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. Für die

phenolische Gelextraktion wurde 100 g kristallines Phenol (Sigma) im Wasserbad bei 65 C

geschmolzen. Pro 25 ml flüssiges Phenol wurden 15 ml steriles ddH2O, 100 μl 5 M Natrium-

chlorid und 400 μl 1M Tris-Cl pH 8,0 zugegeben, und das Gemisch mehrere Male invertiert.

Die Phasentrennung erfolgte über Nacht bei 4 C. Die ausgeschnittenen Gelstücke wurden

zu je etwa 500 μl Volumen auf Reaktionsgefäße verteilt, kurz herunterzentrifugiert und bei

65 C für 10 min geschmolzen und 6 min auf 37 C äquilibriert. Pro 500 mg Gel wurde

250 μl 37 C warmes Phenol zugegeben und die cDNA durch kräftiges Schütteln extrahiert.

Nach 5minütiger Zentrifugation (vmax Tischzentrifuge) bei Raumtemperatur wurden 360 μl
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Abbildung 10.1. Die Klonierungsstelle von pSUC2T7F1ori.

wäßriger Überstand abgenommen und erneut mit 1 Volumen Phenol geschüttelt. Nach der

Zentrifugation wurde die cDNA aus ca. 300 μl Überstand mit 1/50 Vol 5M NaCl, 2,5 Vol

Ethanol 100 % und 1 μl Glycogen (Sigma) 1,5 h bei –20 C über Nacht ausgefällt. Nach

30minütiger Zentrifugation bei 4 C wurden die Pellets mit je 180 μl 70 % Ethanol gewa-

schen und 5 min bei 37 C getrocknet. Die cDNA wurde anschließend in 10 μl 5mM Tris pH

8,0 aufgenommen und ihre Konzentration photometrisch bestimmt.

Herstellung der Primärbank in E. coli. Der Hefeexpressionsvektor pSUC2T7F1ori

(pSUC2T7M13ori, Jacobs et al. 1997, siehe Abbildungen 10.1, A.1) wurde in einem Dop-

pelverdau mit je 2 U EcoRI/XhoI pro 20 μg Vektor–DNA geschnitten (über Nacht, 37 C)

und anschließend mit CIP (Roche) nach Herstellerangaben dephosphoryliert. Er wurde dann

mit der cDNA in verschiedenen Verhältnissen in die Ligationsreaktion eingesetzt, um die

Transformationseffizienz zu optimieren. Für die Transformation wurden elektrokompetente

Zellen des E.coli–Stamms DH10B (ElectroMAX, 18290-015, Invitrogen und Elektroporati-

onsküvetten mit 0,1 cm Weite (P410-50, Invitrogen) benutzt. Das effektivste Verhältnis von

Vektor:cDNA wurde in einem 10 μl Ansatz zu 1:10 bei 100 ng Vektor, 1,0 μl T4-Ligase

und einer angenommenen cDNA-Durchschnittsgröße von 600 bp (19,6 ng) bei Übernacht-

Ligation (4 C) bestimmt. Die Effizienz lag bei 1 ∗ 106 CFU/μg DNA. Anschließend wurden

alle Ligationsansätze vereinigt und mit 1/10 Vol 3 M Natriumacetat pH 5,2, und 2,5 Vol

Ethanol 100 % und 1 μl Glycogen (Sigma) bei -20 C über Nacht gefällt. Nach Zentrifuga-

tion und Waschen wurde die ligierte DNA in ddH2O auf etwa 100 ng/μl eingestellt. Jeweils

40 μl E.coli Zellen wurden mit 2 μl Ligation elektroporiert und auf LB–Platten (Ampicillin

100 ng/μl) ausgestrichen. Kontroll–‘colony’–PCRs mit den Oligonukleotiden pSUC2for und

pSUC2rev zeigten eine gleichmäßige Verteilung der cDNA–Inserts im 1000 Bp–Bereich an,

mit durchschnittlich ca. 570 Bp Länge (Standard–PCR [Punkt 10.5]; Kolonien wurden mit

sterilem Zahnstocher angepickt und in den vorbereiteten 25 μl–Reaktionsansatz transferiert;

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

Etwa 1 ∗ 105 Primärtransformanten wurden von den Agarplatten abgeschabt und in Flüssig-

kultur (pro 100 mm Platte 12 ml SOC) für 30 min bei 37 C unter Schütteln wachsen gelassen.

Der Titer wurde anchließend zu 1, 9 ∗ 108 CFU bestimmt, d.h. der Amplifikationsfaktor be-

trug 1900. Aus der Kultur wurde anschließend Plasmid–DNA präpariert und mit je 500

μl (≈ 178ng Plasmid) 10 x 108 Hefezellen (YTK12) transformiert (nach Gietz und Woods

2002). Die Hefezellen wurden zu je 300 μl auf großen Tryptophan–Mangelmedium–Platten

(SCTrp−) vorsichtig verteilt und für 48 h bei 30 C inkubiert. Die maximal erreichte Transfor-

mationseffizienz betrug 1, 8 ∗ 105 CFU/μg DNA. Für die weitere Selektion auf den SUC2+–

Phänotyp wurden die Hefe–CFU per ’replica plating’ auf Platten mit Raffinose-Medium

(YPR) übertragen und bis zu 7 Tagen bei 30 C inkubiert. Diese Platten enthielten Anti-

mycin A, welches die Vergärung 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 überprüft. Zur Lagerung wurden Zellen in Mikrotiter-

platten in je 250 μl SCTrp−/15 % Glycerin transferiert und bei -80 C eingefroren.

Medien:

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

Sigma).

’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.

Drop Out Mix: 2 g Adenin–Hemisulfat, 2 g Arginin-HCl, 2 g Histidin-HCl, 2 g Isoleucin,

2 g Leucin, 2 g Lysin-HCl, 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 μl Glycerin–Flüssigkultur wurden mit 20 μl Lysispuffer (1 % Tri-

tonX, 20 mM Tris pH 8,0, 2 mM EDTA) 10 min bei 100 C gekocht, davon 2 μl in eine 50
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μl 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 μl davon in eine Sequenzierungsreakion mit dem BigDye Terminator v1.1

Cycle Sequencing Kit (4337449, Applied Biosystems) eingesetzt: 5 pmol 5’cctcgtcattgttct-

cgttccctt, 2 μl Premix, 1 μl 5xPuffer, ad 10 μl ddH2O. 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 Sequenzvervollständigung der hytsr–Transkripte

Es lagen 4 cDNA–Fragmente mit den Größen 995 Bp (hytsr1 5’–Ende), 1948 Bp (hytsr1

3’—Ende), 900 Bp (hytsr2 5’ Ende) und 754 Bp (hytsr-like) vor (B. Hobmayer, K. Kuhn).

Die Endständigkeit 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 durchgeführt, um die Größen der Transkript–Fragmente zu bestimmen. Aufgetragen

wurde 0,6 μg Poly(A)+–RNA (H. vulgaris) und 8 μl eines Digoxygenin–markierten RNA–

Markers (Roche). Die Prähybridisierung erfolgte in 10 ml Lösung bei 68 C für 2,5 h; für

die Hybridisierung wurde eine komplette Sondenreaktion zugegeben, der Blot über Nacht

hybridisiert. Die Antikörperinkubation erfolgte mit 1:10000 verdünntem anti-Digoxgenin–

Antikörper (Roche) für 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 Größe von ca. 7–9 KB (hytsr1 ) gehörend iden-

tifiziert. Ein weiteres 5’–Ende gehörte 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 durchgeführt, diese lieferte 2 Banden von etwa 5 und 6

Kb Länge (hytsr-like, Abbildung 10.2, Spur 1).

Herstellung und Verwendung von spezifizscher cDNA für die hytsr1–Klonierung:
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Abbildung 10.2. Northern Blotting–Analyse von hytsr-like
(1), hytsr1 (2) und hytsr2 (3). Das hytsr-like–Transkript exis-
tiert in 2 Spleißvarianten. Sonden zur Detektion siehe Abschnitt
10.7. Die Zahlen rechts geben den RNA–Größenstandard wieder.

Sequenzspezifische cDNA wurde für die Klonierung von hytsr1 benutzt: Aus 20 μg Total-

RNA aus H. vulgaris wurde unter Verwendung von 2 pmol des Oligonukleotids HyThr1 die

cDNA bei 55 C hergestellt (siehe Abschnitt 10.3). Die cDNA wurde 1:5 verdünnt in die

PCR–Reaktion eingesetzt.

hytsr1–PCR:

Das hytsr1–Transkript wurde per PCR ausgehend von den vorhandenen 5’– und 3’–Endstücken

unter Verwendung der hytsr1–spezifischen cDNA vervollständigt. PCR–Bedingungen: 0,5 μl

cDNA (1:5 verdünnt); 1 mM dNTPs; 1 μl DAP (Goldstar); 1xDAP-Puffer; je 0,4 μM spe-

zifische Oligonukleotide Tsrp1 5’for und Tsrp1 5’rev in einem 50 μl-Ansatz. Programm: 2

min 95 C, 33 x (30 sec 94 C, 30 sec 59 C, 9 min 72 C), 5 min 72 C. hytsr1 umfaßt

9347 bp und codiert für ein Protein aus 3023 Aminosäureresten (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-

längert; es besteht aus 2897 bp und codiert für 897 Aminosäuren (NCBI: CAJ80765). Das

hytsr-like 3’–Fragment wurde ebenfalls in silico in 5’–Richtung auf 6203 bp (1974 AS) verlän-

gert. Die Nukleotidsequenzen der drei Transkripte und der abgeleiteten Aminosäuresequenz

befinden sich im Anhang (A.6, A.7, A.8).

Sequenzierung von hytsr1 :

Das mittlere PCR–Fragment von hytsr1 sowie die flankierenden 5’– und 3’–Enden wurden

bei der Firma MWG, Eberbach, per ‘Primer walking’ sequenziert. Dafür wurde jeweils prä-

zipiertes Plasmid versandt und die folgenden Oligonukleotide so gewählt, das mindestens

doppelte Sequenzierung erreicht wurde:

5’-Fragment. M13 uni, T7, SP6. PCR-Fragment. vorwärts 5’→3’ gtggtgaaggaatttcagc,

HyThr5, tggtcaatggggtgcatgg, agacaatgcactaacccttaccc, gtcctgttgatggtggttttactc, gatggtgct-

gattgtgttggttctc, caagaagctgttcaaatcctgtac, gtggattaccatgtgttggacctcc; rückwärts 5’→3’ gt-
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tattacactcacgctgtctctg, ctctccatttatggggcagtctc, ggctcaggattgttacataagcgc, taccaccatttgatggt-

gcagg, catgcactaaattcagaccatggcg, tggtccgctacaaggcagtcc, ctgtctgcttccaaagcaacctgc, atatc-

ccgtgttggctgggcag, ggggcactctttgattttacaagc, ggacattgttgaacattgcatgg, ggggcactctttgatttta-

caagc, ctcctccgtgtgcaggtgaaggc, attcagctcctacacaaggtgcccc, gagtccggtaactagttcctgagcc, catt-

caacaattttgcatgacttgg. 3’-Fragment. vorwärts 5’→3’ spezifisches vorwärts–Oligonukleotid

für pAD-Gal4 2.1–Vektor, gtggggttggtactcaaactcg, cttgcacgaaaccctaccc; rückwärts 5’→3’

spezifisches rückwärts–Oligonukleotid für pAD-Gal4 2.1–Vektor.

10.15 Klonierung von hydkk1/2/4–A

Ausgehend vom EST taa05h01 (CA303262 und CA301626, dbEST Library ID.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 durchgeführt. 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 μl–

Ansatz durchgeführt: 1 μl cDNA (Reverse Transkriptase–Reaktion); 0,6 μM 5’GeneRacer–

Oligonukleotid (Invitrogen); 0,2 μM des Oligonukleotids HyDi5’RACE1; 1 mM dNTPs;

1xPCR–Puffer (Amersham); 0,5 μl taq–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 μl dieser Reaktion wurde danach

in die 2. RACE–PCR eingesetzt: 0,2 μM 5’nested GeneRacer–Oligonukleotid (Invitrogen);

0,2 μM des Oligonukleotids HyDi5’RACE2; 1 mM dNTPs; 1xPCR–Puffer (Amersham); 0,5

μl taq–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 für die Vollängenklonierung abgeleitet. Die anschließende 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-B1RACE3’ für die 3’ RACE aus H. magnipapillata Stamm

sf-1 abgeleitet. 3’ RACE–cDNA dieses Stammes wurde ebenfalls mit dem ‘GeneRacer Kit’

(Invitrogen) nach Herstellerangaben hergestellt. Es wurde eine RACE–Reaktion unter fol-

genden Bedingungen im 50 μl–Ansatz durchgeführt: 1 μl cDNA (Reverse Transkriptase–
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Reaktion, 1:100); 0,6 μM 5’GeneRacer–Oligonukleotid (Invitrogen); 0,2 μM des Oligonu-

kleotids Hydi5’RACE1; 0,5 mM dNTPs; 1xPCR–Puffer (Amersham); 0,25 μl taq–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

größte 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 Vollängentranskript aus sf-1 kloniert.

Für 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 ClaI und XbaI herausgeschnitten, auf einem Agaro-

segel separiert, ausgeschnitten und in den ClaI/XbaI–verdauten pCS2+ ligiert. Die Fehler-

freiheit von hydkk1/2/4–A wurde durch Sequenzierung überprüft.

10.16 Klonierung von hywnt3a in den pCS2+–Vektor

Für 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 μl PCR nötig. 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 ClaI und XbaI herausgeschnitten, auf einem Agarosegel separiert, aus-

geschnitten und in den ClaI/XbaI–verdauten pCS2+ ligiert. Die Fehlerfreiheit von hywnt3a

wurde durch Sequenzierung überprüft.

10.17 Semiquantitative PCR–Analyse von hywnt3a

Zur Untersuchung der Dynamik der mRNA–Expression von hywnt3a bei Verletzung wurden

semiquantitative PCR–Experimente durchgeführt. Dazu wurde cDNA aus je 20 unverletzten

und an der Körpersäule 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. Für die PCR–Experimente wurden spezifische

Oligonukleotide der Gene hywnt3a und EF1α (wnt3afor/rev und EF1afor/rev) verwendet.

EF1α wird als Haushaltsgen in jeder Zelle und jedem Stadium unverändert exprimiert und

eignet sich daher für die Normierung des differentiell exprimierten hywnt3a–Transkriptes.

Die PCR wurde für beide Transkripte in einem Durchgang durchgeführt unter folgenden Be-

dingungen im 25 μl Ansatz: 0,5 μl cDNA (1:10 verdünnt); 1 x Puffer; 0,1 μl taq–Polymerase;

2,4 mM Mg2+; 0,64 mM dNTPs. Programm: 3 min 94 C; 25 x (EF1α) oder 30 x (hywnt3a)

(30 sec 94 C, 30 sec 57 C [EF1α] oder 60 C [hywnt3a], 30 sec 72 C).

10.18 Herstellung der Chordin–Konstrukte hychdlΔNlinker,

hychdlΔN, hychdlΔIGFBP und hychdlΔFol

Alle Konstrukte enthielten das Chordin–Signalpeptid (As 4–37), welches über BamH I und

ClaI (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 für hychdlΔNlinker,

hychdlΔN und hychdlΔIGFBP wurden mit dem ’rückwärts’–Oligonukleotid HyChd3Xho2

(Rentzsch 2001) und den ’vorwärts’-Oligonukleotiden ChdK4EcoFw, K6forw bzw. ChdK1Eco-

Fw amplifiziert und über die Schnittstellen EcoRI und XhoI in pCS2+MT SP C–terminal

des ‘myc–tags’ eingefügt. Für hychdlΔFol wurde sequentiell kloniert: Zunächst wurde ein mit

K5forw1 und K5rev2 amplifiziertes hychdl–Fragment via EcoRI und SpeI in pCS2+MT SP

kloniert (=IGFBP), anschließend wurde in den so enstandenen Vektor das mit K5forw3 und

HyChd3Xho2 amplifizierte C–terminale Fragment ohne Follistatin-like–Domäne über SpeI

und XhoI hineinkloniert.

Alle Expressionsplasmide wurden mit NotI 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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A Anhang

Abbildung A.1. Der Hefeexpressionsvektor pSUC2T7F1ori für die
Herstellung der organisatorspezifischen cDNA–Bibliothek
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Construction of a normalized cDNA library from Hydra

1 Material supplied

Hydra total RNA (0,7 μg/μL) 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).

Fig. 1: Analysis of total RNA from Hydra  (2.5 μg) 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 (CT-values) see Tab. 1.

Fig. 2:

RT-PCR (30 cycles) from 250 ng total RNA with (lane
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 μg of the total RNA poly A+ RNA was prepared and first-strand cDNA synthesis was
performed using an oligo(dT)-Not I 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 N0 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)

Fig. 3: Agarose gel electrophoresis (1.3 % agarose) of the
N0 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 Eco RI overhangs at the 5’ ends and was subsequently cleaved with Not I.

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 Eco RI and Not I digested pBluescript II SK(+) vector.

Fig. 4: Size fractionated N1 cDNA from Hydra (1.3 % agarose
gel).
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The following adapter sequences remain attached to the 5’ and 3’ ends of the cDNAs:

5’ end (Eco RI site) 5’-GAATTCGTGAGCCAGAGGACGAGACAA-3’

3’ end (Not  I site) 5’-GCGGCCGC(dT25)-3’

The cDNA inserts can be released from the pBluescript II SK (+) vector by cleavage with
Eco RI / Not I (underlined bases).

Ligations were electroporated into T1 Phage resistant TransforMaxTM EC100TM (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 μL  aliquots. After a freezing
thawing cycle, the titer of the library was determined to be about 500 cfu per μL bacterial
suspension. In total, a number of 1.8 x 106 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 N0 and N1
cDNA using SYBRgreen fluorescence. The measured CT values are listed in Tab. 1. The PCR
products were checked by agarose gel electrophoresis (not shown).

Tab. 1: Real time PCR analysis of N0 and N1 cDNA

ng target gene length of fragment CT value

RNA + RT 250 EF1 165 bp 10.5

RNA - RT 250 EF1 165 bp no product

N0 cDNA 10 EF1 165 bp 10.6

N0 cDNA 10 Tcf 241 bp 14.5

N0 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 CT-values of the RNA +RT sample and the N0 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 N0 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 N0 cDNA.
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For the EF1 fragment a CT-value difference of about 5 between the N0 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 CT 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
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 II 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 E. 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

no hits

28 (11.1 %)

225 (88.9 %)

136 (53.8 %)

117 (46.2 %)

0 (0 %)

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

cluster

Number of

clusters

1

2

3

229 (97.4 %)

4  (1.7 %)

2  (0.9 %)
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ä
sio

n
)

M
e
ta

b
o
lism

u
s

H
m

a
.2

7
1
0

,
w

ea
k
ly

sim
ila

r
to

X
P

5
1
7
2
1
4
.1

P
R

E
D

IC
T

E
D

:
sca

v
en

g
er

recep
to

r
cla

ss
B

,
m

em
b
er

2
[P

a
n

tro
g
lo

d
y
tes],

C
D

3
6

a
n
tig

en
(co

lla
g
en

ty
p
e

I
recep

to
r

th
ro

m
b
o
sp

o
n
d
in

recep
to

r)-lik
e

1
H

m
a
.4

4
4
4

,
w

ea
k
ly

sim
ila

r
to

N
P

5
7
2
5
6
3
.2

C
G

1
2
1
3
9
-P

B
[D

ro
so

p
h
ila

m
ela

n
o
g
a
ster],

lo
w

-d
en

sity
lip

o
p
ro

tein
recep

to
r

a
ctiv

ity,
V
ery

lo
w

-d
en

sity
lip

o
p
ro

tein
recep

to
r

p
recu

rso
r

H
m

a
.4

5
8
1

,
w

ea
k
ly

sim
ila

r
to

X
P

5
1
2
3
2
3
.1

P
R

E
D

IC
T

E
D

:
in

su
lin

recep
to

r
[P

a
n

tro
g
lo

d
y
tes]

H
m

a
.2

3
5
3

,
w

ea
k
ly

sim
ila

r
to

X
P

4
1
4
4
9
5
.1

P
R

E
D

IC
T

E
D

:
sim

ila
r

to
h
y
a
lu

ro
n
a
n

recep
to

r
-
h
u
m

a
n

[G
a
llu

s
g
a
llu

s]
H

m
a
.8

0
1
1

,
w

ea
k
ly

sim
ila

r
to

X
P

5
4
7
5
7
7
.2

P
R

E
D

IC
T

E
D

:
sim

ila
r

to
A

tria
l
n
a
triu

retic
p
ep

tid
e

recep
to

r
A

p
recu

rso
r

(A
N

P
-A

)
(A

N
P

R
A

)
(G

C
-A

)
(G

u
a
n
y
la

te
cy

cla
se)

[C
a
n
is

fa
m

ilia
ris]

H
m

a
.1

9
1
3

,
w

ea
k
ly

sim
ila

r
to

N
P

0
0
0
8
0
6
.2

g
a
m

m
a
-a

m
in

o
b
u
ty

ric
a
cid

(G
A

B
A

)
A

recep
to

r,
d
elta

[H
o
m

o
sa

p
ien

s]

H
o
r
m

o
n
–
R

e
z
e
p
to

r
e
n

H
m

a
.1

1
2

,
w

ea
k
ly

sim
ila

r
to

X
P

4
1
8
8
9
2
.1

P
R

E
D

IC
T

E
D

:
sim

ila
r

to
th

y
ro

id
h
o
rm

o
n
e

recep
to

r
in

tera
cto

r
1
3

[G
a
llu

s
g
a
llu

s]
H

m
a
.3

5
4
3

,
w

ea
k
ly

sim
ila

r
to

X
P

5
3
3
2
9
2
.1

P
R

E
D

IC
T

E
D

:
sim

ila
r

to
p
ro

g
estero

n
e

m
em

b
ra

n
e

b
in

d
in

g
p
ro

tein
[C

a
n
is

fa
m

ilia
ris]

A
n
d
e
r
e

H
m

a
.2

8
1
7

,
w

ea
k
ly

sim
ila

r
to

N
P

0
7
6
9
8
0
.1

leu
k
o
cy

te
recep

to
r

clu
ster

(L
R

C
)

m
em

b
er

5
[H

o
m

o
sa

p
ien

s]
(Im

m
u
n
a
b
w

eh
r)

H
m

a
.1

5
0

,
w

ea
k
ly

sim
ila

r
to

N
P

1
1
3
7
8
2
.1

p
u
rin

erg
ic

recep
to

r
P

2
X

4
[R

a
ttu

s
n
o
rv

eg
icu

s]
(A

T
P

-a
b
h
ä
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Abbildung A.2. Nukleotid– und abgleitete Aminsosäureseqenz 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, grüne Buchstaben bezeichnen Verän-
derungen gegenüber der H. vulgaris–Variante.
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Abbildung A.3. Nukleotid– und Aminsosäureseqenz von hydkk3B, abgeleitet aus EST–
und Genomdatenbank. Gelb unterlegt=Signalpeptid, hellgrün=CRD1, hellblau=CRD2, rot die
konservierten Cyseinreste. Der senkrechte Pfeil gibt die putative Schnittstelle im Signalpeptid wie-
der.
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Abbildung A.4. Nukleotid– und abgleitete Aminsosäureseqenz von nvdkk1/2/4. EST
DV082197; das 5’ Ende ist nicht vollständig, der Translationsstart fehlt. Hellgrün=CRD1, hell-
blau=CRD2, rot die konservierten Cyseinreste.
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Abbildung A.5. Nukleotid– und abgleitete Aminsosäureseqenz von nvdkk3. EST
DV093058, das 5’ Ende ist nicht vollständig, der Translationsstart fehlt. Hellgrün=CRD1, hell-
blau=CRD2, rot die konservierten Cyseinreste.
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Tabelle A.3. Positionen und Phasen der HyTSR1–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
5 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 TSR8 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



177

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 TSR8 2006-2181 GGT A CA GG 0 2
10 TSR9 2182-2368 A GTA A GGT 2 0
11 TSR10 2369-2541 AAT T 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 0
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 CAA T TC CT 0 0
26 TSR25 5027-5206 GGT A T GGT 0 0
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 0
32 5999-6187 TGG A T AGT 0 0
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Abbildung A.6. Nukleotid– und abgeleitete Aminosäuresequenz von hytsr1.
Gelb=Signalpeptid. Die vertikalen Striche geben den Beginn eines TSR (=Thrombospondin Repeat
Typ I) an.
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Abbildung A.6. Fortsetzung 1 von hytsr1.
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Abbildung A.6. Fortsetzung 2 von hytsr1.
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Abbildung A.6. Fortsetzung 3 von hytsr1.
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Abbildung A.6. Fortsetzung 4 von hytsr1.
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Abbildung A.7. Nukleotid– und abgeleitete Aminosäuresequenz von hytsr2.
Gelb=Signalpeptid, hellgrün=Galectin–Domäne. Die vertikalen Striche geben den Beginn eines
TSR (=Thrombospondin Repeat Typ I) an.



184 A Anhang

Abbildung A.7. Fortsetzung von hytsr2.
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Abbildung A.8. Nukleotid– und abgeleitete Aminosäuresequenz von hytsr-like.
Gelb=Signalpeptid, blau=von Willebrand Faktor Typ A–Domäne. Die vertikalen Striche geben
den Beginn eines TSR (=Thrombospondin Repeat Typ I) an.
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Abbildung A.8. Fortsetzung 1 von hytsr-like.
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Abbildung A.8. Fortsetzung 2 von hytsr-like.
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Abbildung A.9. Nukleotid– und Aminosäuresequenz von hychdlΔIGFBP. Hellblau=N-
terminaler HyChdl-Bereich, das Signalpeptid ist umrandet; grün=myc-tag; lila=Follistatin-
like; hellgrün=unbekannter Repeat-Typ; gelb=van Willebrand Faktor C–Domäne (vWC); hell-
gelb=divergente vWC.
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Abbildung A.9. Fortsetzung 1 von hychdlΔIGFBP.
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Abbildung A.9. Fortsetzung 2 von hychdlΔIGFBP.
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Abbildung A.10. Nukleotid– und Aminosäuresequenz von hychdlΔNlinker. Hellblau=N–
terminaler HyChdl–Bereich, das Signalpeptid ist umrandet; grün=myc-tag; gelb=van Willebrand
Faktor C–Domäne (vWC); hellgelb=divergente vWC.
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Abbildung A.11. Nukleotid– und Aminosäuresequenz von hychdlΔNFol. Hellblau=N–
terminaler HyChdl–Bereich, das Signalpeptid ist umrandet; grün=myc-tag; violett=IGFBP. Die
Darstellung ist verkürzt; siehe A.9.
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Abbildung A.12. Nukleotid– und Aminosäuresequenz von hychdlΔN. Hellblau=N–
terminaler HyChdl–Bereich, das Signalpeptid ist umrandet; grün=myc-tag. Die Darstellung ist
verkürzt; siehe A.9.
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Abbildung A.13. Muscle–Alignment der cysteinreichen vWC–Domänen 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.
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Ich möchte mich namentlich und besonders bedanken bei:

Meinem Doktorvater Prof. Dr. Thomas W. Holstein für die Möglichkeit und Ermuti-
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