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1. Abkilrzungen

o=
Ac
AD
ade
AK
amp
ARP
AS
AS-C
3 AT
b

BD
bHLH
BLAST
blastX

bp

BrdU
BSA

Bz

Cad
Cad-EXD
Cad-ICD
cam
CBP
cDNA

C. elegans/ce
cfu

ch

CHO
CPD

Da

De

DMF
DMSO
DNA

Dr

dr

dm
dNTP
E.coli
ESO
E-Value

FB

GAL
GAL4-AD
GAL4-BD
GOF

HEK 293 EBNA

His/H
HIS3

HM

anti-

Acetat

Aktivierungsdoméne

Adenin

Antikoérper

Ampicillin

Atonal related Protein/s

Aminoséure

Achaete/Scute-Complex

3-Amino-1,2,4,-triazol

basic; (basische DNA-Interaktionsdomédne Doméne des
bHLH-Motives)

DNA- Interaktionsdoméne

basic Helix-Loop-Helix

Basic local alignment search tool

Algorithmus zur Suche nach Sequenzhomologien in allen
6 Leserahmen ausgehend von einer Nukleotidsequenz
Basenpaare

Brom-desoxy-Uridin

Rinderserumalbumin

Batteriezell

Cadherin

extrazellulare Doméane von Cadherin

intrazellulare Domane von Cadherin

Chloramphenicol

c-AMP- Respond Element Binding Protein

complemntary DNA

Caenorhabditis elegans

conony forming unit

chicken, Huhn

chondrotonal organ

cytoplasmytische Doméne

Dalton (1,6605*10%*g)

Desmoneme

N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Druisenzelle

Danio rerio

Drosophila melanogaster

desoxy-Nucleotidtriphosphat

Escherichia coli

external sensory organ

Wahrscheinlichkeitswert einer zufalligen Ubereinstimmung von
Sequenzen

final bleed; Serum nach 4 Immunisierungen am Tag 87
B-Galactosidase

Aktivierungsdoméne des Transkriptionsfaktors GAL4
DNA-Interaktionsdoméne des Transkriptionsfaktors GAL4
gain of function-mutation

Humane embryobale Nierenzelllinie

Histidin

Reportersystem des Hefe-TH-Systems, ermoglicht bei Interaktion
Wachstum auf Histidin-freiem Medium
Hydramedium
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HRP Meeretichperoxidase

-HWLU ohne Histidin, Tryptophan, Leucin und Uracil
hy Hydra

HyCad-ICD Hydra Cadherin, Intrazellulare Doméne
HyCad-EXD Hyda Cadherin, Extrazellulare Domé&ne

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyramosid

Ir Isorhize

ISH in situ Hybridisierung

[-Zelle interstitielle Stammzelle

kb Kilobasen (10°® Base-n)

LB-Medium Lurea Bertani-Medium

LB large bleed; Serum nach 4 Immunisierungen am Tag 66
Leu/L Leucin

LOF loss of function-mutation

lys Lysin

mRNA messenger RNA

NBM Nematocyten-Batteriezell-Mesogloea-Komplex
Ne Nest

NemDP Nematocytendifferenzierungsweg

Ngs natural goat serum; Ziegenserum

NvDP Nervenzelldifferenzierungsweg

Nt NucleotidO

Nv Nervenzelle

OD optische Dichte

ON over night

pAD Two Hybrid Vektor; ,Zielvektor” (Prey-Vektor)
PAD::SAII Two Hybrid Zielvektor mit Hydra cDNA-Isert
pBD Two Hybrid Kédervektor (Bait-Vektor)
pBD::DA Two Hybrid Zielvektor mit Daughterless Isert

pCEP-Pu-His/Myc
pCEP-Pu::LiAS

pGemt
pPET-19b

pPET-19b::LiAS

RT
SAII
SB
SD
SDS
St
tet
THS

Trp (W)
UAS
Ura/U
v/v
Verti/-s
W (Trp)
-WLU
w/o
w/v
XL1bue
XLOLR
YLP

Vektor zur rekombinanten Expression in HEK Zellen
Vektor zur rekombinanten Expression ovn LiAS in HEK Zellen
Standard-TA-Klonierungsvektor

Vektor zur bakteriellen Expression in Bakterien

Vektor zu rekombinanten Expression von LiAS in Bakterien
Raumtemperatur

Hydra vulgaris cDNA-Two Hybrid-Bibliothek

small bleed; Serum nach 3 Immunisierungen am Tag 38
Hefe-Selektivmedium

Natrium-Dodecyl-Sulfat

Stenotele

Tertracyclin

Two Hybrid Screen; genetisches Screening Verfahren nach
Protein-Proteininteraktionsparnern

Tryptophan

upstream activating sequence

Uracil

Volumeneinheit pro Volumeneinheit

Vertikal zu anti-Cad-ICD-positiven Axonen orientierte Stenotelen
Tryptophan

ohne Tryptophan, Leucin und Uracil

without, ohne

weight per volume; Gewichtseinheit pro Volumeneinheit
Bakterienstamm

Bakterienstamm

Hefe-Lysis-Puffer
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2. Angaben aus dem THS Bank-Datenblatt

Bei der verwendeten cDNA-Bibliothek handelte es sich um eine selbtmplifizierte Hybri ZAP
2.1. custom cDNA library der Firma Stratagen, die als SAII bezeichnet wurde (Hobmayer et
al., 2001)

Organismus: Hydra vulgaris
Primer : Oligo dT
Insertgrofie >0,4 kb

EcoR1und Xhol

1% nicht Rekombinante
3x10° pfu/mli;

7,4x10° pfu/ml;

9,2x10° pfu/ml

1,8x10'° pfu/ml

(entspr. 10° Rekombinanten)
durchschnittliche Insertgrofe: 1,5 kb

Cloning Site:
geschatzter Hintergrund:
geschatzter Titer (unamplif.):

geschatzter Titer (amplif.)

Insertgréflenbereich:

3. Sequnez- und Vektordaten

0,8 kb bis 2,8 kb

Die entsprechenden Vektorkarten wurden soweit moglich den Firmen Webseiten entnommen
oder entsprechen den verfigbaren Sequenzen mit dem Programm ,pDRAW32“ erstellt
(http:/ /www.acaclone.com).

Plasmid Charakteristik Wirt Referenz
PGEMT amp® XL1 blue Promega
pBlueSkript ampFr XL1 blue Stratagene
PAD-GAL4-2.1 ampr YRG2/XL1-blue/XLOLR Stratagene
pBD-GAL4 cam® YRG2/XL1-blue/XLOLR Stratagene
PET19b amp® BL21DES3 Novagen
pCEP-Pu amp® HEK 293 Invitrogen
PAD::SAll Hydra vul. Insert YRG2/XL1-blue/XLOLR Hobmayer et al.
(2001)
pBD::DA Kddervektor YRG2/XL1-blue/XLOLR Mdaller et al,
2003

Tab. A1: Verwendete Vektoren (Details siehe Text)

3.1. Primersequenzen

: CCGGCTAGCCATGACAAGCACATACAC
: GGCGGATCCTTAATTTTCTACGTCAATGTCAT

5S¢ LiAS pCep-Pu
3¢ LiAS pCep-Pu (rc)

: AAGCATATGACAAGCACATACAC
: CATGGATCCTTAATTTTCTAGTCA

S5LiAS_Ndel
3‘LiASBamh 1Stop(rc)

: ATGGTGGTTATGACTCCAAATATG
: ACTGAAGCTATGGTGAGTAAATTTTA

5‘hy_AS-C3
3‘hy_AS-C3(rc)

: ATGGGCTATAATTCAAATGACGAA
: TTAATTCTTATATTTATCTTGATAGTTTAAAAAC

Shy_Ath-a
3‘hy_Ath-a (rc)




Anhang

107

Shy_Ngn

3‘hy_Ngn (rc)

5thy_ND

3‘hy_ND (rc)

S‘'hy_NATO/p48
3‘hy_NATO/p48 (rc)

S‘hy_Scleraxis
3‘hy_Scleraxis (rc)

5TLiASbHLH
3‘LiASbHLH (rc)

5‘ GeneRacer ext
5‘ GeneRacer int.

: ATGGATCCTAAAAATAGGGGAA
: TTACATTTCAAAAAAGTTATTGCTAACAG

: ATGAAGATGCCAGCCTGT
: AGATCTTATCAGGTAGAGATTAG

: ATGATAAATATGGCGATGCATGAAAAT
: TTATTTATAGTAAAAGTCATCTTTTCCCAT

: ATGTCATATAACATTGAACCATCTC

: CTAACGCTGGTTTAGTGATCTTA

: CCAGAATTCATTCGCAAAAGAAAT
: ACCCTGCAGTTAGTAGTTAATGGC

: GGTGTTCTCTGAACAACTGGTTGATCGTAGTC
: GGCAGATACGACAAACCATTGCCGTCTGTG

3.2. Sequenzdaten der neu identifizierten bHLH- Gene

In den folgenden Sequnezdaten der neu identifizierten bHLH-Fktoren wurde die
entsprechende Proteinsequnenz unterhalb der Nucleotidseqzunez abgebildet und das
konservierte bHLH Motiv jeweils schwarz unterlegt.

3.2.1. Hydra LiAS

51

101

151

201

251

301

501

ATGACAAGCA
M T S T

GCCTTATGAC
P Y D

TTGATGCTGG
D A G

ATTGATAACT
I D N W

AATTAACTTT
I N F

CAGGTTTCAT
G F I

GTTAATGAAG
v N E G

CATACACATA
Y T Y

GTATACAATT
v Y N C

TTTATTAGAC
L L D

GGGTTATAAC
v I T

AGTGTTTTGA
s VvV L T

TCGCAAAAGA
R K R

TACCACAGAC
T T D

GTGTTTCATC
v s s

TACGATCAAC
Y D @ P

AAACATTAAC
N I N

CATATCCGTA
Y P Y

AATGAACGAG
N E R E

GGCAATGGTT
G N G L

TCCTACAGAC
P T D

CAGTTGTTCA
v vV Q

CCAAACTCGT
P N S Y

CTTACATGAT
L H D

AAAGAATGAG
R M R

TGTCGTATCT
S Y L

AACTTTTGTA
N F C I

GAGAACACCA
R T P

ACAACAACGG
N N G

TATGGCGAGC
Y G E P

AGTTCGGAAT
VvV R N

GTTATGCTCG
Y A R

TCTTAGAGAC
L R D

CATTTGCCCC
H L P L

TTGAACCAAA
E P N

CTTTCAAAAG
K Vv

TTGAGACACT

CCGAGGAGCC
R G A

ATTAACTACA

ACAAACTTAT
T N L Y

AGAAAATTAA

- “ *
= n ~

Frame 1

ACTGAATGAA
L N E

ACATTGACGT
I D WV

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

=
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3.2.2. Hydra AS-C3

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

951

AAGCAATGAA
S N E

ATTTAAAGCC
L K P

CACTCGAATT
H s N C

GTTAATCACA
L I T

CTTCTTCATC
S § S

GAACATCTTA
E H L I

ATCTGCAACG
S AT

TAACAACAAG
T T S

GTTTTCAGTT
V F s L

TTACAACACT
Y N T

TATTTGTTAC
F Vv T

TCAGGTAACT
S G N S

AAAACGTACT
K R T

CAGTTGCACG
V A R

GAAACAAAAA
E T K K

CGAGGTTTTT
E V F

GTTTACCAGA
L P D

ACATCTACAA
T S T I

CGTTACARAAC
vV T N

TAGCTGCAGC
A A A

AGCARAAGAAG
S K E E

TTCACAAAGC
S Q S

TATCCAATCC
S N P

CAGCCAACTA
Q P T T

TACACCACAA
T P Q

CAGAGAGTGA
E S D

GCTCAATCTC
A Q S R

CAGAAATGCA
R N A

AGAAAGTGGA
K V E

GAAACGTTTT
E T F L

CGCGATTTTT
A I F

TAAATTACTC
N Y s

AAACAAGAAA
K Q E T

TGCGACGCCA
A T P

AAAACATATT
N I F

GATAACAACA
D N N I

ATTACTTGCA
L L A

CTACAGGTGT
T G V

GCAAAACCAA
A K P N

CAGCCATAAT
S H N

GTTTGCCAGC
L P A

CGTGAAAGAA
R E R R

ACTTGAAATT
L E I

TACCGACAAC
P T T

CTTACGACGT
L T T S

AATATTTTTG
I F L

CTAAAAAAGA
K K D

TCTGCAAGTC
S A S Q

CTCACCARAG
S P K

TTACAAAAAC
T K T

CCGAACCTTG
P N L A

TGGTGATTCT
G D S

ACCCTTCTAA
P S K

ATGGCAACTT
M A T S

TAAACTTAAA
K L K

GACGCGTAAA
R V K

AAAAATGAAA
K N E N

GATTAGTTAC
I s Y

CCAACGGTCA
N G Q

ACAGACATTA
T D I T

TAAAGACGAG
K D E

AACTGTGTTC
L C s

TTTCCATTTT
F P F L

ATTTGCTCCA
F A P

CAATACCCAT
I P I

TTTAAAAATA
F K N I

ATCTAAAGAA
S K E

CACGGGGCAG
R G R

GAACCAGCGG
E P A A

AATGGTTAAT
M V N

GATGGCTTTT
D G F L

TAAGATTGCG
R L R

AAGACATGTT
R H V

CCGACTGATC
P T D P

CTAAAAACAA
K N K

AAAGCTATCT
K L S

AAAGTTAAAA
K V K T

CACTTCGTTT
L R L

AGCAATAGAG
A I E

TATATTCATC
Y I H H

ATTTGCAACA
L Q H

TTAGTTGCAA
L VvV A N

GAATGCATGG
N A W

CTTACTCCAA
L L Q

ATATTTCTCA
I s Q

CTGAACACTG
L N T E

GTTGACAATT
V D N C

AGTGTCTTCA
vV s S

AAGCTATGGT
A M V

GTTCTCAACA
s Q@ Q

TTCGATGACA
F D D I

GAGTAAATTT
S K F

AACTCTGCAA
T L Q

TAGACGGTGG
D G G

TAA
* Frame 1

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame
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3.2.3. Hydra Ath-a

1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

ATGGGCTATA
M G Y N

TGAAACAGAG
E T E

AGAGAAGAAA
R R K

AACGAAAATG
N E N V

AACATTGAAC
T L N

ATATTCTTTT
I L F

AAATTAAGAA
K L R T

CAAACCAAAT
K P N

GTGAAAGTAA
E S K

GTTGCAAACG
vV A N A

ATTCAAATGA
S N D

GAAATAGAAG
E I E V

AGCCATAAAC
A I N

TATCCCCTTT
S P L

GAAAAAAATG
E K N D

TCGATTGGAA
R L E

CAGAAATTAA
E I K

CAAAATATAT
Q N I F

AGAGCATGAA
E H E

CAAGGGAACG
R E R

CGAACGTGCT
E R A

TTAAACAAGA
K Q E

CGTGAAGATG
R E D A

AGCGGACACT
A D T

ATTATCAGCG
Y @ R

AAGAGAAAGA
K R K K

GGAGCTTGAT
E L D

TTAAGAAAAG
K K R

CAAAAGGTTT
Q K V s

GTCACGCGTT
S R V

CCAAAAACTG
P K T V

GATGAGTAAA
M S K

CAGATTCAAA
D S N

TCAATAAAAG
S I K E

AAAACGTAGT
K R S

AAACAGAAAA
T E N

GAAAAACTTC
E K L H

AAAGAATACA
K N T

CACAAATACA
Q I Q

CATGCTTTAA
H A L s

TTTATAAAAT
Y K I

GAATACAAAA
E Y K K

TAATCGATCA
N R S

AGAAAAAAAT
K K I

AAACTTAATA
K L N N

CACTCATGAA
T H E

ATGAACAAGA
E Q D

AATAAAAATA
N K N s

ACGCCGTCTT
R R L

GTAATGCGTT
N A F

TAATTTGTTA
N L L

AGAACGTCTA
R T s I

TACCTAGTTA
P S Y

TTCACCGGAA
S P E

CAAAAACTTT
Q K L S

CAAAACTAAC
K L T

GATTCTCAGA
I L R

GTTGCTATAA
VvV A I N

ACTATATTAG
Y I s

GAGATTTTGA
E I L N

TGAATGCACG
E C T

ACTATCAAGA
Y Q D

3.2.4. Hydra Ngn

1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

ATGGATCCTA
M D P K

TAAAAGAATT
K R I

GAATTATAGA
I I D

CAAGATCCTA
Q D P K

ACATCGTATG
H R M

ACGATAATCC
D N P

TGTATATTGC
cC I L Q

TAAATATAAG
K Y K

AADATAGGGG
N R G

ATAGACGCAG
I D A D

TACAAATGGC
T N G

AACAAAGTTG
Q s C

AACTCTTTGA
N S L N

TTCAATTCAT
S I H

AGACAGAATA
T E Y

AATTAA
N *

AACAAATGAA
T N E

ATGAAGAAAA
E E N

CGAAAAAGAC
R K R R

TCGTCGATTC
R R F

AATTTTGCTG
N F A G

TGGAAGGTCC
G R S

Frame 1

GAAAATATAC
E N I P

TATACCTTCT
I P S

GTATATATAG
I Y s

CGTGCAAACG
R A N D

CGCACTTGAG
A L E

GATTTGTTGA
F VvV D

AAGTTTTTAA
K F L N

CTTCTCGTGT
S R V

CGAGTTAAAA
R V K R

TATTATACAT
I I H

ACCGCGAAAG
R E R

ATGGCGCGCT
G A L

GCAGACATTA
Q T L

AAACGATGTG
K R C V

TTCCTTTATA
P L Y

TCATGGAAAA
H G K

AGAAGAGTTA
R R Vv T

CAAAACTACA
K L Q

AATTTTACAG
I L Q

TTTGCTTGTC
F A C H

ATTATATAAG
Yy T S

TTCATTACAT
S L H

TAATAAATAT
I N M

AATCAATCAT
N Q s L

CATGTTTTCG
M F S

TTAATATTCC
N I P

GACTCGTTTG
D S F E

GATGGAAATA
M E I

TGATAGAAAG
I E R

GATGTAAGTA
D VvV s M

TCAATGCACT
Q C T

CGATCTCTCG
D L s

AAGATAATCG
D N R

CGGTCATCAG
R S s E

AATGGATTTT
M D F

TGTTTCCATC
F P S

GTTAGCAATA
V S N N

GATATTTTGT
D I L C

TAATTCCCAG
N s Q

AAGGATTTTC
G F S

TTAACGTGTA
L T C N

ATCACACATA
S H I

ACTTTTTTGA
F F E

GCAACCCAAA
N P N

ATAAGTTCTT
I S S L

AGCAACTTCA
A T S

ATACGATTAA
T I N

TACCCAATAG
Yy P I V

AATGTAA
M *x

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame 1
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3.2.5. Hydra NeuroD

1

51

101

151

201

251

. 301

351

401

ATGAAGATGC
M K M P

TTTATGTCCT
L C P

TACATGGAAA
H G K

CGAAGACGGC
R R R R

CAGCCTGTCA
A C Q

TCACCTACCA
S P T T

AGTGGACCGA
V D R

GTCATGTTTT
H V L

ACCTTTAGGA
P L G

CTTCAGAAGA
S E E

TCCAAACGTT
S K R L

AAATGATGCT
N D A

GAAAATGATA ATTCAAATTG
E N D N S N C

AAGTTTACCG CACAAATCAC
S L P H K S L

TAAAGGCAAG CGCAAGAGAA
K A S A R E

CTTGAAAATC TTCGGAGAAA
L E N L R R K

AGTTCCCGTC
vV P V

ATCAATGARAA
I N E K

AATCAAAACA
S K H

TAAGCTTTCA AAGATTGAGG
K L S K I E V

TTTTAAGAAT
L R M

TGCTCCTCAT
cC s s L

TTATGGCGTA
Y G V

AGAACTTGAG
N L R

3.2.6. Hydra NATO/p48

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

ATGATAAATA
M I N M

TCAATATGAA
Q Y E

CTTTGAAACA
L K H

GCGCGGACTC
A R T R

TTTAAATGAA
L N E

GGCAATTGAT
A I D

TACCAGAATA
P E Y

ACCTTGAATA
T L N K

ATCTTATCAG
S Y Q

TGGCGATGCA
A M H

CCAGGAGTTC
P G V H

TAATAAAAAA
N K K

GGTCAGCAGC
S A A

TATATTGCTA
Y I A M

CGATCTTTCA
D L S

AATTCAGTGA
F S E

GTAGAGATTT
V E I *

TGAAAATATT
E N I

ATTATTTTTC
Y F S

ACAAGTCATA
T S H K

AAACTTTCGT
N F R

TGCTAAGCTA TTACTTGGAA
L S Y Y L E

ACGGAAATCC GGCAACGARAA
T E I R Q R N

AGAACACATA ATTTCATTAC
E HI I S L Q

AG

Frame 1

AACTACAATT
N ¥ N S

ATGTAAACAA
C K Q

AGCAGTACGA
Q Y D

GAGCGTCGGC
E R R R

CCCAGAGCAA
Q S N

ATCAAATCTA
I K S T

CTCTGCATAT
S A Y

GGATGCAATG
M Q C

GCATTTGAAG
A F E G

GGCTTCGAAC
L R T

TCATATTCCA
H I P

TCATTGCCAT
S L P Y

ACGAGAAAAG
E K R

ATTGTCCAAA
L S K

ATAGACACGT
I D TL

TGAAACTGGC
K L A

TATCTCTTAC
I S Y

ATTCAATTTT
I Q F L

TTCCAGCTCT
S S S

CTTCCATAGG
S I G

TATTTTATTA
Y F I R

TTACTATAAA
Y Y K

TAGCTGACTT
A D L

TCAACAAATC
S T N Q

TAATCTTGTT
N L V

GAAAACTAGG
K L G

TAA
* Frame 1

AATTAAAGAC
I K D

AAAATCCGGA
N P E

TTATTTATTA
L F I N

TGCAAAATGG
A K W

GATGAAGAAA
D E E K

AAAAATATTG
K I L

ATCTTATTTT
L I F

CGGATGGGAA
R M G K

AGAAAAGAGT
K R V

ATATATAACA
I Y N T

TGAAGAAAAT
E E N

AAGATGACTT
D D F

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame
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3.2.7. Hydra Scleraxis (hyScl)

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

ATGTCATATA
M S Y N

TGAGTATCAA
E Y Q

TATTCCGAAA
F R N

AATATTCACT
N I H F

GACAATATAC
T I Y

CTACATTACT
T L L

CATAGCGTAA
H S V N

ACATTGAACC
I E P

AAAGTAGACC
K V D Q

CACTGCAAAC
T A N

TTAAAAACAA
K N K

AACTTTCAAC
N F Q Q

TTACTTACGT
Y L R

ACGACGCTTT
D A F

ATCTCAAAAA
S Q K

AACCAAATCA
P N Q

CGTAAAAGAC
R K R H

AACAAACTGT
T N C

AGTGTAATAT
C N I

CAAGTCAACA
Q V N I

TGCAATTTTG
C N F D

ATTAAATGAA
L N E

ATCTTTCGTT
L S F

CCCTCAAGTG
P S S G

AGACTCCAGC
D S S

TCAAAGAGCG
K E R

ATGAACTATC
E L S

GGACTAAATC
G L N L

TAATGATGAA
N D E

GTTTTCACCA
F H Q

GCCGAAAATT
A E N S

CTCTCGTTCT
S R S

TACTCACCTT
T H L

CGTACATTAA
R T L I

TTCCCACTGA
P T D

TCCACCGAGC
P P S

AGAAAACTTT
R K L S

CTAAAATAGA
K I E

AACGTTACGG
T L R

TTAGCAACAA
L A T S

GCTACATAAA

Y I N

TTAAACCCTG
L N P G

AACAAACCAA
T N Q

AGCGTTAG
R *

TCATTTAAGC
H L S

GGTGCAACAA
C N K

ATATGTACAT
I CTF

Frame 1

TCTTTGTTAA
S L L K

AGAATTAGTA
E L V

TTTGCGTCAC
c v T

AGCAGTCGGA
Q S D

TATGCTTCTT
Y A S C

ATTTTTAAGA
F L R

CTATAAAGAG
Y K E

GTTCATCCGG
S S G

TCACTAAACC
S L N @

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame

Frame
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4. Positive Klone des Daughterless -THS

Zusammenfassend werden hier eine Auswahl der putativen Interaktionspartner des Da-
THS aufgelistet. Homologe Sequenenzen (Blast Hits) wurdem unter Bemerkungen notiert.

Klon # Bemerkung E-Value Synonym
A2a ASh 71078 LIAS
B4#3 ASh 1*10718 LIAS
D1 rib. Protein 5*107°

E1 low Hit 0,23

E2 low Hit 0,18

F rib. Protein 2*1078

F1 rib. Protein 3*107°

SCH1 ASh 71024 LiAS
SC2 low Hit 0,31

2.1 low Hit 0,49

SC3#1 new Protein 8*103

SC4 ASh 1*1023 LiAS
4.2 rib. Protein 4*10736

SC5 Collagen prec. 6*10°

SC6 ASh 9*1024 LiAS
6 low Hit 0,25

16 kein Eintrag

18 HN1like 0,0005

20 Soma Ferritin 1*1054

21 kein Eintrag

22 EF1g 1*10°6!

37 Calponin 1*10%0

38 rib. Protein 5*10%°

39 26SProtease 1*10°8!

43 Ferritin 11058

48 rib. Protein 2*108

54 rib. Protein 8*10%

55 42-9-9 102

59 Ribophorin I 1020

63 Macroph. stim. fac, 10

68A rib. Protein 5*10°%

68 neural. Lazarillo 8*10°

69 rib. Protein 104

75 rib. Protein 4*1058

75B ATP/GTP binde Prot. 1*1062

81 low Hit 0,2

83 rib. Protein 2*103%

84 Hydra Tyr Kinase Rezpt. | 2*10-17 sweet tooth
88 Calmodulin 7*102°
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Klon # Bemerkung E-Value Synonym
92 Hydra KS1 10°
93 skeletal musc. LIM 1020
94 neural Lazarillo 10°
95 Hydra Actin 1018
96 Proteinkinase C 107120 RACK
97 rib. Protein 4104
98 EF1g 81078
102 Frizzeld 10716
122.1 STG1 9*107"7
126 rib. Protein 4*1077
128 SOHT1 like 7104
129 low Hit 1,3
132 G-Protein 8*101°
135 Gesolin/Severin 1*107°
180 low Hit 1,9
183 splicing factort 3*107
186 kein Eintag
188 rib. Protein 3*1062
191 rib. Protein 7*10°%

196 CalPoNin/ neur. Prot. 10¥

197 lin 7c 3*10%

198 rib. Protein 107110

202 Tropomyosin 2*102°

203 rib. Protein 3*10™*

208 low Hit 0,8

212 low Hit 0,2

231 26S Protease 8*1072

136 put. Rezeptor 100

SC 16 Hydra Mini-Col. 10°

SC14 seastar reg. Protease |10%

SC13 Ferritin 102

SC12 Low Hit 3,9

Da24 ASh 10717 LiAS
Da25 ASh 1077 LIAS
Da29 ASh 10717 LiAS
Dai16 low Hit

Da18 kein Eintrag

Da3 seastar reg. Proteease | 103!

Da8 low Hit

Da9 Glutamate Rezept. 10°®

Blast E value unter e-1=20
Blast E value e-1 bis e-10=14
Blast E value e-10 bis e-50=25
Blast E value e-50 bis e-100=16
Blast E value >e-100=3
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5. Ergebnisse der Sequenzanalyse mit PSORT

5.1. Wahrscheinliche zelluldre Lokalisationen

LiAS k-NN Voraussage: (k=9/23) HyNeuroD k-NN Voraussage: (k=9/23)
73,9% Nucleus 95,7% Nucleus
17,4% Cytoplasma 4,3% sekretorische Vesikel

8,7% Cytoskelett
HyNATO/p48 k-NN Voraussage: (k=9/23)

HyAS-C3 k-NN Voraussage: (k=9/23) 69,6% Nucleus
65,2% Nucleus 17,4% Cytoplasma
17,4% Cytoplasma 4,3% Vakuolen
13,0% Mitochondium 4,3% Golgi
4,3% Peroxisom 4,3% Plasmamembran
HyAth-a k-NN Voraussage: (k=9/23) HyScleraxis k-NN Voraussage: (k=9/23)
82,6% Nucleus 87% Nucleus
17,4% Cytoplasma 4,3% Cytoplasma
4,3% Vakuolen
HyNgn k-NN Voraussage: (k=9/23) 4,3% Mitochondrium
65,2% Nucleus

17,4% Cytoplasma
13.0% Mitochondium
4,3% Peroxisom

5.2. Ergebnisse der PSORT Subprogramme

5.2.1. Details der PSOPRT -Analyse fiir LIAS

PSG: a new signal peptide prediction method
N-region: length 10; pos.chg 0; neg.chg 1
H-region: length 9; peak value 0.00

PSCG score: =4.40
GvH: von Heiine's method for signal seq. recognition
GvH score (threshold: =-2.1): =-11.08

possible cleavage site: between 26 and 27
»>»> Seems to have no N-terminal signal peptide

ALOM: Klein et al's method for TM region allocation
Init position for calculatiom: 1
Tentative number of TMS(s) for the threshold 0.5: 0
number of TMS(s) .. fixed
PERIFPHERAL Likelihood = 10.18 (at 121)
ALOM score: 10.18 (number of TMSs: 0)

MITDISC: discrimination of mitochondrial targeting seg

R content: 0 Hyd Moment(75): 1.20
Hyd Moment(95): 1.64 G content: 2
D/E content: 2 5/T content: ¥

Score: -7.09

Gavel: prediction of cleavage sites for mitochondrial preseq
cleavage site motif not found

MUCDISC: discrimination of nuclear localization signals
patd: none
pat7: PGFIRKR (3) at 84
bipartite: none
content of basic residues: 12.4%
MLS Score: =0.22

KDEL: ER retention motif in the C-terminus: none

ER Membrane Retention Signals: none

SKL: peroxisomal targeting signal in the C-terminus: none

BELZ2: 2nd peroxisomal targeting signal: none
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VAC: possible vacuolar targeting motif: none

RNA-binding motif: none

Actinin-type actin-binding motif:
type l: none
type 2: none

NM¥YR: N-myristoylation pattern : none

Prenylation motif: none

mem¥QRL: transport motif from cell surface to Golgi: none

Tyrosines in the tail: none

Dileucine meotif in the tail: none
checking 63 PROSITE DNA binding motifs:
Myc=type, 'helix-loop-helix' dimerization domain signature (PS00038): #*** found
SEVETLRCGAINYIELL at 122

checking 71 PROSITE ribosomal protein motifs: none

checking 33 PROSITE prokarvotic DNA binding motifs: none

NNCHM: Reinhardt's method for Cytplasmic/Muclear discrimination
Prediction: nuclear
Reliability: 89

5.2.2 Details der PSORT-Analyse fiir Hy-AS-C3

PSG: a new signal peptide prediction method
N-region: length 11; pos.chg 1; neg.chg 1
H-region: length 0; peak value =11.30
PSGC score: -15.70

GvH: wvon Heijne's method for signal seqg. recognition
GvH score (threshold: -2.1): -10.01
possible cleavage site: between 54 and 55

»>»>> Seems to have no N-terminal signal peptide

BLOM: Klein et al's method for TM region allocation
Init position for calculation: 1

Tentative number of TMS5(s) for the threshold 0.5: 0
number of TMS(s) .. fixed
PERIPHERAL Likelihood = 2.92 {at 151)
ALOM score: 2.92 (number of TMSs: 0)
MITDISC: discrimination of mitochondrial targeting seg
R content: 0 HByd Moment(75): 2.61
Hyd Moment(95): 4.65 G content: i
D/E content: 2 8/T content: 4

Score: =6.97

Gavel: prediction of cleavage sites for mitochondrial preseg

cleavage site motif not found

NUCDISC: discrimination of nuclear localization signals
pat4: none

pat7: PENKELS (5) at 264
bipartite: KEKGLENTSNEETEEKEVE at 11
bipartite: RRRVEMVNDGFLRLRRH at 243
content of basic residues: 13.0%
HNLS Score: 0.94

KDEL: ER retention motif in the C-terminus: none

ER Membrane Retention Signals:
KEXX-like motif in the C-terminus: MVSK

SKL: peroxisomal targeting signal in the C-terminus: SKF
SKL2: 2nd peroxisomal targeting signal: none
VAC: possible vacuolar targeting motif: none

BNA-binding motif: none
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Betinin-type actin-binding motif:
type l: none
type 2Z: none
NMYR: N-myristoylation pattern : none
Prenylation motif: none
mem¥YQRL: transport motif from cell surface to Golgi: none

Tyrosines in the tail: none

Dileucine motif in the tail: none

checking 63 PROSITE DNA binding motifs: none

checking 71 PROSITE ribosomal protein motifs: mnone

checking 33 PROSITE prokarycotic DNA binding motifs: none

NMCH: Reinhardt's method for Cytplasmic/Nuclear discrimination
Prediction: nuclear
Reliability: 94.1

5.2.3. Details der PSORT-Analyse fiir Hy-Ath-a

PSG: &a new signal peptide prediction method
N-region: length 9; pos.chg 1; neg.chg 2
H-region: length 2; peak value 0.00
PSG score: -4.40

GvH: von Heiine's method for signal seg. recognition
GvE score (threshold: -2.1): -15.77
possible cleavage site: between 60 and 61

»»> Seems to have no M-terminal signal peptide

ATOM: Klein et al's method for TM reqion allocation
Init position for calculation: 1
Tentative number of TMS(s) for the threshold 0.5: 0

number of TMS(s) .. fixed
PERIPHERAL Likelihood = 3.13 (at 183)
ALOM score: 3.13 (number of TMSs: 0)

MITDISC: discrimination of mitochondrial targeting seg
R content: 0 Hyd Moment(75): 7.55
Hyd Moment{95): 8.12 G content: 1
D/E content: 2 S/T content: 1

Score: -6.79

Gavel: prediction of cleavage sites for mitochondrial preseg
cleavage site motif not found

HUCDISC: discrimination of nuclear localization signals
patd: EERR (5) at 33
patd: ERRK (5) at 34
patd: KREK (5) at 91
patd: KERK (5) at 125
pat?: none
bipartite: KKITLNEENDYQRKRSK at 65
bipartite: RERSELNNILFRLEKRK at 77
bipartite: EKRSELNNILFRLEKREK at 8
content of basic residues: 20.7%
MLS Score: 3.54

EDEL: ER retention motif in the C-terminus: none

ER Membrane Retention Signals:
KEXX-like motif in the C-terminus: DEYEK

SKL: peroxisomal targeting signal in the C-terminus: none
SKL2: 2nd peroxisomal targeting signal: none
VAC: possible vacuolar targeting motif: none

BMA-binding motif: none

Aotinin-type actin-binding motif:
type 1: none
type 2: none

MMYR: N-myristoylation pattern : none
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Prenylation motif: none
mem¥YQRL: transport motif from cell surface to Golgi:

Tyrosines in the tail: none

Dileucine motif in the tail: none

checking 63 PROSITE DNA binding motifs:

Myc-type, 'helix-loop-helix' dimerization domain signature (PS0003B):

SELTILRVAINYISAL at 184

checking 71 PROSITE ribosomal protein motifs: none

checking 33 PROSITE prokaryotic DNA binding motifs:

NMCH: Reinhardt's method for Cytplasmic/Nuclear discrimination

none

none

Prediction: nuclear
Reliability: 94.1

5.2.4. Details der PSORT-Analyse fiir Hy-Ngn

PSG: & new signal peptide prediction method
H-region: length 11; pos.chg 2; neg.chg 3
H-region: length 4; peak value 0.00
PSG score: =4.40

GvH: von Heijne's method for signal seq. recognitio

n

GvH score (threshold: =2.1): =14.56
possible cleavage site: between 40 and 41

»>»> Seems to have no N-terminal signal peptide

ALOM: Klein et al's method for TM region allocation
Init position for calculation: 1
Tentative number of TMS(s) for the threshold
number of TMS(s) .. fixed
PERIFHERAL Likelihood = 4.77 (at 98)
ALOM score: 4.77 (number of TMSs: 0)

0.5:

edq

MITDISC: discrimination of mitochondrial targeting s
R content: 1 Hyd Moment(75): 4.22
Hyd Moment(95): 7.92 G content: 1
D/E content: 2 5/T content: 1

Score: -6.36

Gavel: prediction of cleavage sites for mitochondrial preseq

0

R-3 motif at 47 RRIY|S

NUCDISC: discrimination of nuclear localization sign

als

patd4: REBR (5) at 41

pat7: PSRVERI (4) at 14

pat7: PSRVERI (4) at 29
bipartite: KRIIDADEEMIPSRVER at 18
content of basic residues: 14.1%

| MLS Score: 1.02

KEDEL: ER retention motif in the C-terminus: none

ER Membrane Retention Signals: none

SKL: peroxisomal targeting signal in the C-terminusi
BKL2: 2nd peroxisomal targeting signal: none

VAC: possible vacuolar targeting motif: none
BNA-binding motif: none

Actinin-type actin-binding motif:

type l: none
type 2: none

HMYR: N-myristoylation pattern : none

Prenylation motif: none

mem¥YQRL: transport motif from ecell surface to Golgi:

Tyrogines in the tail: none

Dileucine motif in the tail: none

none

none

=% found
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Prenylation motif: none

memYQRL: transport motif from cell surface to Golgi: neone
Tyrosines in the tail: none

Dileucine motif in the tail: none

checking 63 PROSITE DNA binding motifs:
Myc-type, 'helix-loop-helix' dimerization domain signature
TELQILQFACHYISDL at 94

checking 71 PROSITE ribosomal protein motifs: none

checking 33 PROSITE prokaryotic DNA binding motifs: none

MNCH: Reinhardt's method for Cytplasmic/Nuclear discrimination
Prediction: nuclear
Reliasbility: 94.1

5.2.5. Details der PSORT-Analyse fiir Hy-NeuroD

PSG: & new signal peptide prediction method
H-region: length 11; pos.chg 1; neg.chg 1
H-region: length 1; peak value -8.47
PSG score: -12.88

GvH: von Heiine's method for signal seg. recognition
GvH score (threshold: =2.1): =B.60
possible cleavage site: between 25 and 26

»>> Seems to have no N-terminal signal peptide

ALOM: Klein et al's method for TM region allocation
Init position for calculation: 1
Tentative number of TMS(s) for the threshold 0.5: 0
number of TMS(s) .. fixed
PERIPHERAL Likelihood = 4.19 (at 79)
ALOM score: 4.19 (number of TMSs: 0)

MITDISC: discrimination of mitochondrial targeting seg

R content: 0 Hyd Moment(75): 6.15
Hyd Moment(95): 3.50 G content: 1
D/E content: 2 £/T content: 0

Score: =7.82

Gavel: prediction of cleavage sites for mitochondrial preseq
cleavage site motif not found

HUCDISC: discrimination of nuclear localization signals
patd: RRRR (5) at 51
patd: RRRH (3) at 82
pat7: none
bipartite: RRRRHVLNDALENLRRK at 51
bipartite: RRREVLNDALENLRREV at 52
bipartite: RREVLNDALENLBREVP at 53
content of basic residues: 16.8%
NLS Score: 1.51

EDEL: ER retention motif in the C=-terminus: none

ER Membrane Retention Signals: none

SKL: peroxisomal targeting signal in the C-terminus: none
SKL2: 2nd peroxisomal targeting signal: mnone

VAC: possible vacuolar targeting motif: none

BNA-binding motif: none

Actinin-type actin-binding motif:

type 1l: none
type 2: none

HMYR: N-myristoylation pattern : none
Brenylation motif: none
mem¥QRL: transport motif from cell surface to Golgi: none

Tyrosines in the tail: none

Dileucine motif in the tail: none

(PS00038):

%% found #*
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checking 63 PROSITE DNA binding motifs:

Myc-type, 'helix-loop-helix" dimerization domain signature (PS00038):

SKIEVLRMAIDYIAML at 80

checking 71 PROSITE ribosomal protein motifs: none

checking 33 PROSITE prokaryotic DNA binding motifs: none

MNCH: Reinhardt's method for Cytplasmic/Nuclear discrimination

Prediction: nuclear
Reliability: 94.1

COIL: Lupas's algorithm to detect coiled-coil regions
total: 0 residues

5.2.6. Details der PSORT-Analyse fiir Hy-NATO/p48

N-region: length 8; pos.chg 0; neg.chg 1
H-region: length 11; peak value 0.00
PEC score: =4.40

GvH: wvon Heijne's method for sigmal segq. recognition
GvH score (threshold: -2.1): -14.76
possible cleavage site: between 35 and 36

»>»> Seems to have no N-terminal signal peptide

ALOM: Klein et al's method for TM region allocation
Init position for calculatiom: 1
Tentative number of TMS(s) for the threshold 0.5: 1
Number of TMS(s) for threshold 0.5: 0
PERIPHERAL Likelihood = 4.77 (at 91)

ALOM score: 0.21 (nuomber of TMSs: 0)

MITDISC: discrimination of mitochondrial targeting seg
R content: 0 Hyd Moment(75): 10.17
Hyd Moment(95): 7.42 G content: 0
D/E content: 2 S/T content: 2

Score: =5.73

Gavel: predicticon of cleavage sites for mitochondrial preseg
cleavage site motif not found

NUCDISC: discrimination of nuclear localization signals
patd4: none
pat7: none
bipartite: none
content of basic residues: 16.5%
NLS Score: =0.47

KDEL: ER retention motif in the C-terminus: none

ER Membrane Retention Signals: none

SKL: peroxisomal targeting signal in the C-terminus: none
SKL2: 2nd peroxisomal targeting signal: none
VAC: possible vacuolar targeting motif: none

BNA-binding motif: none

Actinin-type actin-binding motif:
type 1l: none
type 2: none
NMYR: N-myristoylation pattern : none
Prenvlation motif: none
mem¥QRL: transport motif from cell surface to Golgi: none

Tyrosines in the tail: none

Dileucine motif in the tail: none

checking 63 PROSITE DNA binding motifs:

Myc-type, 'helix-loop-helix® dimerization domain signature (PS00038):

SKIDTLELAISYIQFL at 89

checking 71 PROSITE ribosomal protein motifs: none

*%%* found

#&% found
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checking 33 PROSITE prokaryotic DNA binding motifs: none

HHCH: Reinhardt's method for Cytplasmic/Nuclear discrimination
Prediction: nuclear

Reliability: 94.1

COIL: Lupas's algorithm to detect coiled-coil regions
total: 0 residues

5.2.7. Details der PSORT-Analyse fiir Hy-Scleraxis

PS8G: a new signal peptide prediction method
N-region: length 10; pos.chg 1; neg.chg 1
H-region: length 3; peak value -11.14
PSG score: -15.54

GvH: wvon Heijne's method for signal seg. recognition
GvH score (threshold: -2.1): =14.39
possible cleavage site: between 40 and 41

>>> Seems to have no N-terminal signal peptide

ATOM: Klein et al's method for TM region allocation
Init position for calculation: 1
Tentative number of TMS(s) for the threshold 0.5: 0
number of THS(s) .. fixed
PERIPHERAL Likelihood = 7.00 (at 163)
ARLOM score: 7.00 (number of TMS=s: 0)

MITDISC: discrimination of mitochondrial targeting segq

R content: 0 Hyd Moment(75): 0.71
Hyd Moment(953): 5.11 G content: 0
D/E content: 2 8/T content: 2

Score: =7.31

Gavel: prediction of cleavage sites for mitochondrial preseg
cleavage site motif not found

NUCDISC: digcrimination of nuclear localization signals
patd: RERH (3) at 41
pat?: none
bipartite: none
content of basic residues: 11.9%
NLS Score: -0.29

KDEL: ER retention motif in the C-terminus: none

ER Membrane Retention Signals: none

SKL: peroxisomal targeting signal in the C-terminus: none

gl

KL2: 2Znd peroxisomal targeting signal: none

<3

AC: possible wvacuolar targeting motif: none

BNA-binding motif: none

Actinin-type actin-binding motif:
type l: none
type 2: none
NMYR: N-myristoylation pattern : none
Prenylation motif: none
mem¥QRL: transport motif from cell surface to Golgi: none

Tyrosines in the tail: none

Dileucine motif in the tail: none

checking 63 PROSITE DNA binding motifs:
Myc-type, 'helix-loop-helix' dimerization domain signature (PS0003B): +*+*+* found
SKIETLRLATSYINHEL at 124

checking 71 PROSITE riboscomal protein motifs: none

checking 33 PROSITE prokaryotic DNA binding motifs: none

MHNCHM: Reinhardt's method for Cytplasmic/Nuclear discrimination
Prediction: nuclear

Reliability: 94.1

COIL: Lupas's algorithm to detect coiled-coil regions
total: 0 residues
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6. Vorlaufige ISH-Daten zu hyAS-C3 und hyNgn

Die gezeigten Abbildungn entsprechen ersten Ergebnissen, die weitererer Bestatigung durch
Wiederholung bedtirfen und aus diesem Grund nicht in den Ergebnis-Teil aufgenommen
wurden.

6.1. Vorlaufige ISH-Ergebnisse fiir hyAS-C3

Die ISH Resultate fir hy-AS-C3 Sonden zeigten Signale im Rumpf, die méglicherweise eine
proliferierende I-Zellpopulation darstellen kénnten. In einigen Experimenten (Abb. Al, b)
konnten neben dicht nebeneinander liegenden Nestern (Abb. Al, a‘) auch Nematocyten-
Nester beobachtet werden (Abb. Al, b9. Generell zeigten ISH mit hy-AS-C3 Sonden einen
hohen Hintergrund, der noch weiter zu optimieren ist.

Abb. A1: Vorlaufige ISH- Ergebnisse mit hyAS-C3 -Sonden

(a-b) Ubersichtsaufnahmen unabhingiger Experimente. (a‘-b*) DetailvergréBerung. (Erkldrung siehe
Text)
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6.2. Vorldufige ISH-Experimente mit hyNgn

Vorlaufige ISH-Ergebnisse mit hyNgn-Sonden zeigten [-Zellnester im Rumpf der Tiere und
Signale an der Tentakelbasis. In einigen geschlechtlichen Tieren (Abb. A2, d,g) entstand
der Eindruck, das hyNgn auch an der Entwicklung von mannlichen Keimzellen betiligt sein
konnte. Im Vergleich zu andern Hydra bHLH-Faktoren scheinen hyNgn-positive Nester
eine grofSere I-Zellpopulation zu reprasentieren, deren Nester im vergleich zu NemDP
assoziierten Genen (LiAS, Cnash, HyZic, NOWA) grofSer und in engerer Nachbarschaft
zueinander lokalisiert sind.

Abb. A2: Vorlaufige ISH-Ergebnisse mit hyNgn-Sonden

Ubersichtsaufnahmen (a-d) zeigen das rdumliche Expressionsmuster in ersten Versuchen mit
hyNgn-Sonden. Dabei konnten mim Rumpf eng nebeneinander liegende Nester unterschiedli-
cher GroBe beobachtet werden (e-h). In einigen geschlechtlichen Tieren (d) konnten zusaztliche
Signale in den entstehenden Hoden (g) beobachtet werden. (Siehe Text)
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7. Kontrollexperimente mit polyklonalem anti-LiAS Serum

Im Zug der Qualitatskontrolle des polyklonalem anti-LiAS Serums wurden verschiedene
Kontrollexperimente durch gefihrt: Ein Teil des Serums mit bakteriell exprimierten
rekombinantem LiAS-Protein affinitdtsgereinigt und anschlieffend im Dot-Blot und
Immunfarbungen getestet. Parallel wurde anti-LiAS Antikérper mit rekombinantem
LiAS-Protein (bakteriell exprimiert) kompettitiert und anschliefRenden in Immunfarbugen
Uberpruft.

7.1. Kontrollen mit affinitdtsgereinigtem anti-LIAS-Serum

Fur die affinitdts-Reinigung wurden 1,26 mg bakteriell exprimiertes LiAS-Protein an
NHS-Sepharose gekoppelt und anschliefSend mit 5 ml Ammoniumsulfat-gefalltem anti-
LiAS-Serum inkubiert. Nach mehreren Reinigungsschritten wurde der affinitatsgereinigte
Antikorper (AF-a-LiAS) fraktioniert eliert und jeweils 2 ul pro Fraktion im Dot-Blot
Uberpruft. Dabei zeigten sich Signale in allen 10 Fraktionen, die anschliefSend vereint und
mit Vivaspinproteinkonzentratoren 30x aufkonzentriert wurden.

In Dot-Blot Experimenten mit rekombinantem LiAS-Protein war AF-a-LiAS in der Lage
rekombinantes LiAS in verschiedenen Konzenztationen zu detektiern (Abb. A3). Im Vergleich
mit nicht affinitdtsgereinigtem Serum zeigte dieser Antikérper keine Kreuzreaktion mit
BSA und deutlich weniger Hintergrund. Allerdings schien AF-o-LiAS wahrden der
Reinigungsprozedur stark verdiinnt worden zu sein, weshalb er nur in Verdinnungen von
1:100 oder unverdiinnt eingesetzt werden konnte.

In Immunfarbungen konnten im Vergleich zwischen anti-LiAs (vgl. Ergebnisteil) und AF-o.-
LiAS (Abb. A.4) bis auf eine geringere Signalintensitat des affinitats-gereinigten Antikérpers
keine wesentlichen Unterschiede beobachtet werden, weshalb alle Immunfarbugnen aus
praktikablen Grinden mit anti-LiAS-Serum durchgefiihrt wurden. Die in Western-Blot
Experimente mit anti-LiAS-Serum festgestellte Kreuzreaktion mit BSA schien dabei keinen
Einflu auf die Qualitdt der Immunfiarbung zu haben, wie folgende Kontrollexperimente
zeigen.

Abb. A3: Dot-Blot Kontrolle des affinitats gerei-

Q QD QD s o
1g Q)% Q)%‘ Q)G,Y;\,\V@ Q)‘&}V\ nigten anti-LiAS Antik6rpers
01‘5 B : :‘ : |- Verschiedene Mengen BSA (B) und LiAS (L) wurden auf
[ ]
N

3 | ’ Nitrocellulosestreifen getropft und mit affinitdtsgereinigtem
o B o
005 ™

anti-LiAS (AFo-LiAS), Ammoniumsulfat gefélltem anti-LiAS
(0-LiAS-LBg) und a-penta-His Antikdrper analysiert. Dabei

our 1100 f—— mmmmm=_ detektierte AFo-LiAS ausschlieBlich rekombinantes LiAS,
] &Q’ ¥ wahrend bei o-LiAS-LBg eine Kreuzreaktion BSA beobach-
AF-0-LiAS \\?fo & tet wurde. Als Kontrolle diente die Detektion durch a-pen-
d*'\/ on

ta-His Antikorper, in der ebenfalls nur rekombinantes LiAS
Protein nachgewiesen wurde.

Abb. A4: Immunfiarung mit affinitats gereinigtem
anti-LiAS-Serum (AF-o-LiAS)

Die Abbildungen zeigen reprasentative Ausschnitte einer
Immunfarbung mit affinitats-gereinigtem anti-LiAS Antikor-
per, der 1: 10 verdlinnt eingesetzt wurde. (a) zeigt einen
Ausschnitt aus einem Tentakel, (b) einen Ausschnitt aus
dem Rumpf, in dem typische anti-LiAS-positive Signale
beobachtet werden konnten. (siehe Text)
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7.2. Kompetition der LiAS Antikérper-Farbung mit bakteriell exprimierten LiAS-Protein

Um die Signalspezifitdt des Antiserums zu Uberprifen, wurde anti-LiAS Antikérper
in verschiedenen Verdinnungen mit rekombinantem LiAS Protein praadsorbiert und
anschliefen in Antikorperfirbungen eingesetzt (Abb. A5). Parallel wurden Tiere mit
entsprechenden Verdiinnung nicht-praadsorbierten anti-LiAS-Serum als positiv
Kontrolle behandelt.

Um zuséatzlich Kompetition durch Konzentrationseffekte auszuschliefSen, wurden parallel
Kontrollen mit entsprechenden Mengen BSA und Knob (virales Protein) Wildtyp Protein
durchgeftuhrt. Im Vergleich zu diesen mitgefihrten Kontrollen konnte die anti-LiAS-Farbung
konzentrationsabhangig mit rekombinantem LiAS-Protein kompetitiert werden. Da weder
BSA noch Wildtyp Knob Einflufs auf die Immunfarbung hatten, wird in Abbildung A5 nur
stellvertretend die BSA Kontrolle den entsprechenden Kompetitionen mit rekombinantem
LiAS (rLiAS) gegenuber gestellt.

Tentakel Rumpf Tentakel Rumpf

200 ug
(100x)

3
Q@

(500x)

N
3
Q@

(1000x)

o, LIAS + BSA o-LiAS + rLiAS

Abb. A5: Kompetition mit rekombinantem LiAS-Protein

Anti-LiAS Antikérper (a-LiAS) wurde mit BSA (linke Hélfte) und rekombinantem LiAS-Protein (rLiAS) inkubiert
und anschlieBen in Immunfarbungen eingesetzt. Gezeigt werden jeweils reprasentative Ausschnitte aus Ten-
takel und Rumpf. Die jeweilige Menge Proteins ist links angegebne. Im Vergleich zu BSA negativ Kontrolle lie
sich das anti-LiAS Signal spezifisch mit rekombinantem LiAS-Protein (rLiAS) inhibieren. Dabei gentigte ein 100
facher UberschuB des Proteins im Vergleich zum Antikdrper, um die Signale in Tentakel und Rumpf deutlich zu
reduzieren, wahrend bei einem 500 bis 1000 fachem UberschuB keine Signale detektierte werden konnten.
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8. Erste DAPT-Experimente und Auswirkungen auf anti-Cadherin und anti-LIAS
Immunfarbungen.

Tiere wurden unterschiedlich lang in 20 um DAPT inkubiert und anschlieffend mit anti-
HyCad- ICD untersucht (Abb. A6). Dabei zeigeten sich bereits nach 24 h erste Verdnderungen
beziglich der anti-Cadherin-Farbung: wahrend in den Tentakle die Signalstdrke der
Kontrolle entsprach, nahmen die Signal im Rumpf deutlich ab. Nach 48 h Inkubation
in DAPT konnten in einigen Tieren deutliche Veranderungen im anti-Cadherin-positiven
Tentakelnervennetz beobachtet werden: die Knoépfchen-férmigen Enden verschwanden

24 h DAPT (20 uM) 48 h DAPT (20 uM) 72 h DAPT (20 uM)

Abb. A6: Immunféarbug mit anti-HyCad-ICD nach DAPT-Inkubation

Die Abbildug zeigt repasentative Ausschnitte von unterschiedlich lang DAPT-inkubierten Tieren. Dabei
konnte eine drastische Verkiirzung der Tentakel beobachtet werden, die mit Veranderungen im anti-Cad-
herin-positiven Nervennetz begleitet wurde. Die Ausschnitte (a) und (a‘) zeigen jeweils Képfe wahrend
Ausschnitt (b) Tentakel und (c) Rumpfausschnitte zeigt. (Details siehe Text)
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und die Vernetzung der Nerven schien unterbrochen. Parallel reduzierte sich die lange
der Tentakel wahrend sich der Rumpf verlangerte. Nach 72 h hatte ein Grof3teil der Tiere
Stummeltentakel und konnte nur noch mit den Tentakelenden Beute fangen. Parallel
gingen Signale und Signaleintensitat im Rumpf weiter zurtick wahrend sich die Signale im
Tentakel auf das Soma zu konzentrieren schienen und Axone nicht mehr kontinuierlich
gefarbt waren. Zeitgleich konnte in anti-LiAS-Farbungen Stenotelen- und Desmonemen-
freie Bereiche an der Tentakelbasis beobachtet werden (Abb. A7). In Immunfarbungen mit
anti-LiAS-Antikérper fiel weiterhin aus, dass bereits nach 24 h keine differenzierenden
Neststadien detektiert werden konnten, wéhrend in den Tentakeln keine Verdnderungen
beztglich der Farbung beobachtet werden konnten. Nach 72 h Inkubation waren im
Rumpf noch vereinzelt migrierende Nematocyten zu beobachten, die jedoch im Kopfbereich
nicht mehr in die Tentakel einzuwandern schienen (Abb. A7,a. Nach einem weiteren Tag
Inkubation in DAPT waren in einigen Tieren im Rumpf nur noch integrierte Stenotelen
zu beobachten, die schwach gefarbt erschienen. Gleichzeitig konnte an der Tentakelbasis
groflere Nematocyten-freie Bereiche beobachtet werden.

72 h DAPT(20 M)/ anti-LiAS 96 h DAPT(20 M)/ anti-LiAS

Abb. A7: Immunfarbung mit anti-LiAS nach DAPT-Inkubation

(a, b) AusschnittsvergdBerung aus dem Kopfbereich, (a‘, b‘) AuschnitssvergréBerung
aus dem Rumpfbereich. (Details siehe Text)
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9. Lésungen & Rezepte

Alle gangigen Standard Puffer und Losungen wurden nach tblichen Rezepten hergestellt
und werden an dieser Stelle nicht aufgefihrt. Gleiches gilt fir verwendetete kommerziell
erhéltlichen Kulturmedien und Lésungen

DNA-Auftragspuffer 30 % (v/v) Glycerin
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylenblau

PEG (50 %) 50 % (w/v) Polyethylenglycol (MW 3350)
X-Gal Stammldésung 20 mg/ml X-Gal in DMF
Z-Puffer Stammlésung 60 mM Na,HPO,* 7 H,O

40 mM NaH,PO,* H,O

10 mM KCl

1 mM MgSO, * 7 H,O

X-Z-Mix 98 ml Z-Puffer
0,27 ml B-Mercaptoethanol
1,67 ml X-Gal Stammlésung

Glucosestammlésung 50% (w/v) in H,O bidest.

YPAD-Medium (1 Liter) 20 g Pepton (Difco)
10 g Hefeextrakt (Roth)
ad. 960 ml H,O
pHS,8
40 mg Adeninhemisulfat (Sigma)
autoklavieren
40 ml Glucosestammlésung

SD-Medium (1 Liter) 6,7 g ,yeast nitrogen base w/o aminoacids”
ad. 860 ml H,O
pH 5,8
100 ml entsprechende ,Dropout“-Losung
40 ml Glucosestammlésung

10x ,,Dropout“-Lésung L-Isoleucin (I) 300 mg/ml
L-Valin (V) 1,5 g/ml
L-Adeninhemisulfat 200 mg/ml
L-Argenin HCI (R) 200 mg/ml
L-Histidin HC1 Monohydrat (H) 200 mg/ml
L-Leucin (L) 1 g/ml
L-Lysin HCI (K) 300 mg/ml
L-Methionin (M 200 mg/ml
L-Phenylalanin (F) 500 mg/ml
T-Threonin (T) 2 g/ml
L-Tryptophan (W) 200 mg/ml
L-Tyrosin (Y) 300 mg/ml
L-Uracil (U) 200 mg/ml
L-Glutamat (E) 1 g/ml
L- Aspartat (D) 1 g/ml
L-Serin (S) 4 g/ml

Dir die einzelnen ,Dropout“-Lésungen wurden die entsprechenden AS eingewogen,
der pH-Wert auf 5,8 einsgestellt und die Losungen anschliefSend autoklaviert.
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Quellenverzeichnis

1. Links:

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
http:/ /blast.ncbi.nlm.nhi.gov/Blast.cgi

ClustalW
http:/ /www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html

CnidBase: Cnidarian Evolutionary Genomic Database
http://cnidbase.bu.edu/

ExPASy Proteomics Server
http:/ /www.expasy.ch

ExPASy-PROSITE
http:/ /www.expasy.ch/prosite/

FlyBASE: A Database of Drosophila Genes & Genomes
http:/ /flybase.bio.indiana.edu/

Gietz-Lab Yeast Transformation Home Page
http:/ /home.cc.umanitoba.ca./~gietz/

Hydra mag. Browser
http:/ /hydrazome.metazome.net/cgi-bin/gbrowse/hydra/

Protocol Online: your lab‘s reference boook
http:/ /www.protocol-online.org/

The Cnidaria Home Page
http:/ /www. ucihs.uci.edu/biochem/steele/default.html

The Interaktive Fly
http:/ /www.sdbonline.org/fly/aimain/ laahome.htm

SMART
http://smart.embl-heidelberg.de/
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