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HyCadh \Nv HyCadh /

Abb. 3.22:
Doppelfarbungen mit den Antikérpern fir HyCadh und Nv1 mit CLSM-Aufnahmen aus Bereichen
der Tentakeln (j-1 und m-o0) und der Tentakelspitze (p-r, Vergr. 1:200).

3.5 Hydra é-Catenin

In einem Hefe Two-Hybrid-Screen mit einem HyBCat-Fragment als ,Koéderstlick"
wurde auch ein Fragment von 1232 Nukleotiden isoliert. Der offene Leserahmen
von 410 Aminoséurese weist Ahnlichkeit zu den armadillo-repeat-Strukturen der
Molekule der 8-Catenin/p120/Plakophilin-Familie auf. Diese Molekile sind in héhe-
ren Metazoen als Interaktionspartner von B—Catenin nicht bekannt, vielmehr bin-
den sie an das proximale Ende der cytoplasmatischen Domane von klassischen
Cadherinen nahe der Zellmembran (juxtamembrane domain, JMD) und sind Be-
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standteil des Adhasionskomplexes. lhre Funktion ist nicht eindeutig geklart, doch
wird vermutet, dass sie eine Vernetzung der cytoplasmatischen Doméanen der
Cadherinmolekiile und somit eine Stabilisierung des Adh&sionskomplexes bewir-
ken (Anastasiadis und Reynolds, 2000). Eine weitere Funktion in Signaltransdukti-
onswegen als Interaktionspartner des Transkriptionsfaktors Kaiso wird ebenfalls
diskutiert (Daniel und Reynolds 1999). Da armadillo-repeat-Strukturen auch in an-
deren Molekiilen auftreten, war es wichtig, die vollstindige Sequenz des Molekiils
zu ermitteln, um eine bessere Einschatzung der Verwandschaft des Hydra-
Moleklls zu anderen armadillo-repeat-Moleklilen zu erméglichen und so seine
Funktion ableiten zu kénnen. In einem Genbank-Screen und zwei aufeinander fol-
genden RACE (rapid amplification of cDNA ends)-Experimenten gelang es die
vollstandige Sequenz des Molekils zu ermitteln.

3.5.1 Genbank-Screen und RACE-Experimente

Mit einer **P-markierten Sonde gegen das im Two-Hybrid-Screen isolierte Frag-
ment konnte in einem Genbank-Screen acht Klone detektiert werden, die neben
der bereits bekannten Sequenz in Richtung des aminoterminalen Bereichs weitere
750 Nukleotide aufwiesen. Das daraus resultierende Transkript wies ebenfalls ei-
ne grosse Ahnlichkeit zu Molekiilen der §-Catenin-Familie auf. Ausgehend von der
so gewonnen Sequenz konnte mit zwei aufeinander folgenden RACE-
Experimenten mit gegen den N-Terminus gerichteten Oligonukleotiden zwei weite-
re Fragmente von 790 bzw. 950 Nukleotiden gewonnen werden. Auch zum 3’-
Ende konnte mit einem RACE-Experiment die letzten fehlenden 77 Nukleotide
detektiert werden. Mit entgegengerichteten Oligonukleotiden, die aus den Se-
quenzen benachbarter Fragmente generiert wurden, lieBen sich aus einer cDNA
Uberbriickende Fragmente erwarteter GréBe amplifizieren, die die fortlaufende
Sequenz aus den einzelnen isolierten Fragmenten bestatigten.

Das gesamte Molekil weist demnach eine GrdéBe von 3807 Nukleotiden auf, wor-
aus ein offener Leserahmen von 1269 Aminosauren resultiert (vollstdndige Se-
quenz im Anhang, Abb. 5.1). Vor der Sequenz findet sich in allen drei Leserahmen
ein Codon fir ein Transkriptionsende, der untranslatierte Bereich umfasst zwdlf
Nukleotide.
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RACE2: 950bp  RACE1: 790bp GBS: 750bp THS: 1232bp RACES3: 77bp

[ I | L]

> 4 > 44 4 > 8 b
45 29 30 50 20 21 18 3 8 38 39 43 41
[—— 1 I ]
L ]
Abb. 3.23:

Schematische Darstellung der einzelnen im Two-Hybrid-Screen (THS), Genbankscreen (GBS) und
den RACE-Experimenten (RACE1-3) gewonnenen Fragmente des HydCat. Die Position und Orien-
tierung der in den Experimenten verwendeten Oligonukleotide (p120- 3, -8, -18, -20, -21, -29, -30, -
38, -39, -41, -43, -45,

-50) sowie die durch PCR amplfizierten Uberbriickenden Fragmente sind eingezeichnet.

3.5.2 Homologievergleich

Im Homologievergleich zeigt auch das gesamte aus Hydra isolierte Molekul groBe
Ahnlichkeit mit der Gruppe der §-Catenin/p120/Plakophilin-Familie, die wie das B-
Catenin zur Gruppe der armadillo-repeat-Molekile gehért. 5-Catenine besitzen
einen hochkonservierten zentralen Bereich mit der charakteristischen Abfolge von
zehn armadillo-repeats und wenig konservierten, vermutlich schleifenbildenden
Unterbrechungen zwischen den Helices der armadillo-repeats 4, 6 und 9. Das
Hydra-Molekll weist dabei noch zwei weitere Unterbrechungen in den armadillo-
repeats 5 und 10 auf (Abb. 3.24).

Abb. 3.24:

Vergleich der Aminosauresequenzen (ClustalW) der einzelnen armadillo-repeats von Hydcat beru-
hend auf einem ClustalW-Alignment. Die schwarzen Makierungen zeigen wenigstens Jig@Uber-
einstimmung unter den einzelnen Sequenzen. Bei der Festlegung der einzelnen armadillo-repeats
und der Unterbrechungen wurden ahnliche vergleichende Analysen mit einem humanen &-
Catenin/p120-Molekil (Anastasiadis und Reynolds, 2000), einem humanen B-Catenin (Huber et al.,
1997) und dem Hydra -Catenin (Hobmayer et al., 1996) als Referenz gewahit.

1 - EE-———————— SIN-LLDLLNF--——-@KANDQSLKS——————————————————————————————— QAAE YRV HImS!

2 e YKDEETIKKRIR-————————— ELD-IIPMLVK-—-—-—-@LADDDEDCY-———-—————————————————————————— RNA.

3 YGRFLDDNKLAIQ-————————— KCGGVIACSKL-——-@YKTSSIDVR EHITET®YNT

4 e SVKSISIE!LKE ********** CLE-VVSMLVI----IPLSGWEREYATIGKKPRNVIWS—————————————— VLLRNST] R

5 === SAGRSARVKIR-————————— LIDGLIDSLIW----ISVLRLSKIN---RIPESDIISN-————————————— KIVENIMC

6 NDKEVDRLRYLDALKESVKDGGNFSNNTLSRDTTLPYDAT**** PRDATLDNTQILDKKESSITSKGNTSEKGFLGMKKKPFGGKIQEKISDLARDENPKPPREKWNYLIPVQENQP
7 VINGVQLLWQ-—————————— QETVIYYILI--—-@KSSINPVTL EAAAAATH]

8 - AGDWNWSALLRMHVR-————————— LOKGLPPIGDL-——-@TVDQEYVVR-—————————————————————————————— AVAH.

9 ————IDSRNKWSIGKYMHRN-————————— LLS-VLPPITA-—--BORDIKPSEY TICAIMSTMOILV

10 ——————— CNDQTNSRFMKNEG————————— GIEKLVALTKEPVDGIMPQECLRVYS KKVILEANRVIELYMV
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Abb. 3.25:

Homologievergleich (ClustalW-Analyse) der Hydcat-Aminoséduresequenz mit einigen anderen be-
kannten Sequenzen der §-catenin/p120/Plakophilin-Familie von Vertebraten (Homo sapiens, Ho)-
und Invertebraten (Hydra vulgaris, Hy; Drosophila melanogaster, Dr; Caenorhabditis elegans,
Cae)-Vertretern. Die schwarzen Makierungen zeigen wenigstens Ubereinstimmung der ein-
zelnen Sequenzen. Die konservierten Bereiche der armadillo-Doménen sind gekennzeichnet.

HyDcat : MYGGTQVARGNSRHNPFNTHKKSGSLSQVYNGFQQSSEFSSRDEKYDPRYSSLKRNGSLLARQNOR
HoDcat2 : ——————————————————— MFARKPPGAAPLGAMPVPDQPSSASEKTSSLSPGLNTSNGDGSETET
HOARVCE § == MEDCNVHE
HoPlphl ¢ ——————————— MNHSP
DrP120A @ —————————— MEARS
CaY105A : -——-MATSYLTESLAGPTSARGSSYSYSYESHYDNPPEEEYEHFTNDDGVHQMQKVTRVTKVTTTRE

HyDcat : SFFNPMGNNYDIDNYSDNGRESSNIDYGRPESTMDYNRPPSTMDY@RPESROSSSESHOSSVSRNN
HoDcat2 : TSAI ASVKEEELgaERLTRELEAERQIVASQLERCKLGSETGSMSS SAEEQFQWQSQDGQKDI
EA 0

HOARVCF : AASIMASVKE ERMTRAMEOERREVALGBMAR0-PGMV S GEMGEGOP LPMIWQQLVLOEQS
HoPlphl : LKTAMAYECF@DQDNSTHMAESDOKMKTGTEGRORVEEQVMMTVKROKEKS ————————————-——
DrP120A : LKHS@IGLNMNSTHIN-MDMSETHEPANMOREFGSFENYDOFSAAGYSY--——--——-—————---
CaY105A : VRQVPVQSPYSNIDEDSSGEETPSPVIDRDP SEEMMARMGGASDHDSEDRSAPPPIPASRFLHEDS

HyDcat : SISQKRSNSRQSNTVHSGEYSQPYFENNPINASSSSQQILSNTSEATIVERMERNNADGSTVLVRRKI
HoDcat2 : EDELTTGLELVDSCIRSLQMSGILDPQDYSTGERPSLLSQSALQLNSKPIMGSFQYPASYHSNQINLA
HoARVCFEF : PGSQAS———————— LATMPRAPDVLEETVIVEEDP-——-----""""""""""""""--———— GTPHSH
HoPlphl ¢ ———————————— SQSST
DrP120A : ———————————————————— TPLYITKPTGVG————————————————————————————— ATEINKV
CaY1l05A : GIPSAPG——VPDVVDAGIGEVTVVWSAPLQSNGGEVRGYQIEMREFPDGEWESMGVDHLLKDTTCR

HyDcat : TTVVSDNDASKVEFHISPAAETIFLPPRESEINNSFDYVKMSSDERSTN-——-———-——————————
HoDcat2 : LGET@PSQLPAIGIOAR 0SFSQOGTTSRAGHLAEPEPAEPPPP——————— - ——
HOARVCF : VSIVMSEDGTT|JRME TKVEKTVKTVTTREAVROVPVEPDGLIILLDgG——-—————————————————
HoPlphl : LSHSNRGSMYDGLADNYNY@TTSRSSYYSKFQAGNESWCYEIYNE-——-——————————————————

DrP120A : APHCSQNKIETNSEDNSIPDIENHPLATHVIIYVOAGOYEDTSEYE-————————————————————
CaY105A : VINLESHEVQFRVSAYGRIEFGPASNPSLPVKIPISETDLATSAGAPLAPGRPTVIAVDGQGVLLE

HyDcat : -—--QLEYRDNFNNDKEDRNYIKEDRNYDRDNRSDRDDRNYDGDNRNYNRNDRNYDRDDRNYDREN
HoDcat2 : ————- PEREPFAP-SLCGEAFHLPDAPEAAAAAALYYSSSTLPAPPRGGSPLAAPQGGSP TKLOREG
HOARVCF : ————-— PIL.GPFADGAT RHFLLRGGGE\A;ATLSRZ—\YLSS —————————————————————————— G
HoPlphl : ————- TLKREPDNRRF SYSOMENWSRHYPRGSCNTTG————————————————————————————
DrP120A : ————=———- VAGLTCGIBEEYTAEAVVEYCYTSDANYTG———————————————— - ——

CaY1l05A : WTPPVADVHSSPPQGYQVEYRVYGSRDWIVANEQLVQENVFTVESLRPNGVYEFRVRGKNQDGLEH

HyDcat : RNYDRDNRNNERDDRNNDRDDIANYDRDDRNYDRDDRNYGRDDRNYDRDDRNYDRD—--DRNYDRDDR
HoDcat2 : SAPEGATYAAPRGSSPKQS SELAKSYSTSSPINIVVSSAGLSPIRVTSPPTVQSTISSSPIHQLS
HoARVCEF : GFPE-——————- GPEPRDSES————————————
HoPlphl ; ———————— o
DrP120A | ————

CaY1l05A : PSMSSGGVAIRPAAPQRHVHAEKVSESVQPPGQPQMVEVGDDVVKLEWAPSVQN***ARYIVEYRE

HyDcat : NKRNSMGSSARVNDKVYSKELNNQVNENQSNNDIRONSONYFEKSEAVKNQAKYSNAENYSSNYAA
HoDcat2 : STIGTMATLSPTKRLVHASEQYSKHSQELYATATLQRPGSLAAGSRASYSSQHGHLGPELRALQSP
HOARVCFEF : —=——— MGSLSRGLGMRPP—————————————————— RAGPLGPGPGDGCFTLPGHR——————————
HoPlphl ; ———————— o
DrPI120A & ———

CaY1l05A : VGDPEWHTANYDPIVQONGIQVEGLHRNSTYEFCVISIVDNIASQPSETSDIIHLRPTCNTSALRPA
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HyDcat : NEEYSSLKKQSIVHDSELRRFSSNNERLSONLYSDNRKY@SNTNINIINSNHVNNANNYGSYANNI
HoDcat?2 : EHHIDPIYEDRVYQKPPMRSLSQOSQGDPLIEPAHTGTYRTSTAPS——————————————————————
HOARVCF : ————- EAFPVGPEPGPPGGRSLPERFQAEEYGLEDDT'SEAADD 7777777777777777777777
HoPlphl : —-———————————— AGSDICFMOKIKARRSEPDLYCDPRIGTLRKG-—————————————————————
DrP120A : ————————— IQNTTSEIKEFSGRPFNDNINGAE 7777777777777777777777

CaY105A : PNILEAPEFLEVDGDKITICWLPAQSQLPVMGYDVEFEDEQQDDRWYKVNDQPVFACKMTVGDLIM

HyDcat : GF NNNSNILSNSASNSNINANKVNSSNQQIFNHI SNQOIFNNKENIHNSNLTINNQEFSHSNRD
HoDcat2 : SPE@VDSVPLQORTGSQHGPONAAAATFQRASYAAGPABINYARPYRQLQOYCPSVESPYSKSEPALPPE
HoARVCE : EGEPELEPDYGTATRRRPECGRGLHTRAYEDTADDGGELABMERPAFPMVTAPLAQPER—-€@SMGSLD
HoPlphl : TIL SKGQKTTQNRYSFYSTCSGQKAIKKC VRPPSCASKQOPVYIPPISCNKDLSFGHSRASSKIC
DrP120A : AVADSQCRTFKSSAEFKLPQFAMSSINTVEORLEEKDDYIEGSENDICSTMR-—————————————
CaY1l05A : DHDYQFRVLAHNASGCSQPSPPSDFVHIE STNRFSEDTMESPHLGHHDVVKYVEAERFEAVPLLQ

HyDcat : FNQMENEARINYHETKYN
HoDcat2 : GTLAIRSPSIDSIQKDPRE
HoARVCFEF : RLVRISPSVDSARKEPR
HoPlphl : SEDIEC
DrP120A : ——————————————————————————— ] P
CaY1l05A : EEMVEEEPPLPERDDSPPPLRRANNNVQWRD

HyDcat o IMKRUTINEIRD T IRgMIRYK| DEDEDCYRN INFDIBINK LA T (0N
HoDcat2 : ETIRROE(ENO LiMyDIMRD HRMT] H'S‘CGALRNLEYGK DI TINL KN
HoARVCE : RIl RQLEGEPLL AIMRDHP R BRRINACGALRNLSY GRI/BENDINEgKIAA TIND)
HoPlphl : ROQVYQINEENNC KIRYDIAER SPNONYOOARA CLNNNNIFY 'R —— ST TINMRE TRRON|
DrP120A : QHTRSLGGIPPL AL LEMDSIZEIRNNACGALRNL S Y GRONDINKINE] T SN
CaY105A : QEETISEYelepgxKifT AINER SIBTP R I QKNENGA CIRKINIRSIF (€K EINIB AN/ ME AD

HyDcat

HoDcat2 :

HOARVCF : NiFoRVae TIMUNIER] Y P B ISEIENI R P NED SKP - RDAEW TIRGK|
HoPlphl : ABIQOKQLINET INUINECE THE ADRWSSREF FIEICDGN SNMSR -~ ~EVVDP EYaF N
DrP120A : TAUKERRTENEVIAMNMERICED E

CaY105A : ASYKEIEAAAAMUNGIEAB 2

HyDcat : [REVIESNERINE SN« R 1 Dy s@ 11T SVLRLSPINRIPESD IS SR T I I MV iBSiReRe
HoDcat2 : TGCLRNVSSAGEEARRRgREiDGLiDALLYVI SALGSBE IDEKTVENCVCILRNLSYR
ZEY:NAVCI P S C 1 RNV S SEIGINaA RRR LRIBCIMG LD A L LEENIOS A el BIDNKBVENCVC IPRNLS Y[

NCVARRR CDEK;VENCMCMLHNLSY'

HoPlphl : pyejeaMXNTSH INN'Y S[Camny SipMA Y
DrP120A : SEVININUSISINET: HEN LRNEEHLVECLLYVVRTSIE INN IENKTVENCVCILRNLSY'
CaY1l05A : NEVIRRNEIAIRSOO RRRLRDIPNLIEALVHFLTHﬂIQ DEETVENEVCILRNLS YR

HyDcat

HoDcat?2

HoARVCF

HoPlphl :

DrP120A : CQEVD———————————————————— DPNYDKHPFITPERVIPSSSKGENI T NI ANNSD
CaY1l05A : IQEVND ***************** PNYDPAAAHSSSSKNMKHVASPKPEKKKKDKEKKKDKNPKN**
HyDcat SEKGFLGMKKKPFGGKIQGKISDLARDENPKPPREKWNELIPVQENQPVTN

HoDcat2 : IEMRD CAEPP

HoARVCF : DRNFDTLDMMZKRTEA

HoPlphl ¢ ——————— MD CISmgF FETNP

DrP120A : ALNEYN-————————— o ———————— — — — ISAD!SKSSVTYNKLN

CaYl05A ¢ ———————————— IVT
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HyDcat : ALLINT HWANT. —QINEINZP T GDIRRTVDQOE Y VAYREQVENH el
HoDcat2 : T SECSNPDTLEQAAG ONLINAGEIWIN

HoARVCE : SHETESRNEFNINRWVVNEIN] O)\IFSIXEN| 2R AVA AL
HoPlphl : N MGKSKKD‘TLEAEAG O TIASKGL LLQSGNSDVV

DrP120A : QSCSNPETLEAAAGAIQNLS‘CYWQP I8y T RAINVRKGFEKGLP
CaY105A : KMEODSISIN T EpnayasiNeyNgelis A\ IACOF P PEIAE VIRVAA RV

HyDcat $4- T HANWL S Vilge 1 TALORD IK—-PEE YiCR Tl

HoDcat2 : <Y IGGNNSNNTASKA ISDD T{i VITKNME
HOARVCF : RNVRN AQAPPRPGACLEE[V N IH IMSDSLD
HoPlphl :

DrP120A : ING VIKKNPEFSRS
CaY105A : | 1fRsSAAYTRDV
HyDcat : TREPVDGIMPQECLR DOPQISHSKAEE
HoDcat2 : E GISEEIKGD < YRDIBS L YRSND @S O Y HRVA
HOARVCF : LOA \% S YRSABIGTL.O TKZ—\RQ
HoPlphl : FSSSMLNNIIN C S SO GVLROOEF DRN————
DrP120A : LDS NIT RK E-———————— K TSC <7 SOV R ORI T RIS < KNG iSaleleF WS
CaY105A : HEL% gw HHDGF?S LKEADY
HyDcat : AEKNYKNLAKDMDD-——-——————-——-— KDRDVYAEMESQDSVK#ESDPRRYLISVDNNYSSVENE
HoDcat2 : SSSWIERDRQRPYSSSRTPSISPVRVSPNNRSABAPASPREMISMKERKTDYECTGSNATYHGAKG
HOARVCF : AAAPAKGPKG-———————————————————— ALEPGGFDDSTLPM@VDKSLEGEKTGS—————————
HOPLphl @ ———— oo MLGTLAGANSLRNFTSRF-————————————————
DrP120A : KHFfAH-————————————————————————— NTPPSSPNNVNNTLNEPMASQ —————————————
CaY105A : GTARRGDSSTLAR-————————————————— PIQSQGRERP SMHQLDETLSSGGGYG-—————— ™
HyDcat : SLYNGSQNSNK YGDVPFNEVGMQKPLLHGKISSIKCTKELLKIK —————————————————
HoDcat2 : EHTSIKDAMTA NTI NSYGAPAEDIKHNQVSAQPVPQEPSRDYETYQPFQNSTRNYDES
HOARVCF : RDVIPMDZ—\LGPD——Y RERRPRGASSZ—\GEASEIEPLKLDPSR ——————————————————
HoPlphl ¢ —————
DrP120A : -GRTJYEDRTIER LYSANDSSGAVMSNESAMLSEMVRKQL-————————————————————
CaY105A : ESNNEAGTLRPASATSﬁIQIRYDQVPRDGPVYSSVQIPSPRGG ——————————————————————
HyDCat & ————m o NNETCFIBLHIIIM 1265
HoDcat2 : FFEDQVHHRPPASEYTMHLGLKSTGNYVDFYSAARPYSELNYETSHYPASP -—— 1225
HOARVCF : ——————- APPPGPSRPAVRLVDAVG——————————————————— DAKPQPV| -—— 962
HoPlphl : ——————-—————— - 726
DI 20 & oo 781
CaY1O05A & ———— oo GGGGNIDN——- 1181

In ihren N- und C-terminalen Enden sind die Vertreter der &-
Catenin/p120/Plakophilin-Familie sehr verschieden und besitzen nur wenig kon-
servierte Motive (Abb. 3.25). Uber die Funktion dieser Bereiche besteht noch we-
nig Klarheit, doch wird vermutet, dass sie im Adhasionskomplex die Funktion der
Cadherine durch Rekrutierung verschiedener Interaktionspartner regulieren. Cha-
rakteristische Motive in den wenig konservierten Bereichen, wie sie bei einigen
anderen Vertretern dieser Familie auftreten und eine funktionale Zuordnung zu
einer der Untergruppierungen erméglichen, lassen sich in Hydcat nicht finden. So
fehlen dem Molekil eine charakteristische N-terminale coil-coiled-Struktur, die vor
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allem in neuronal exprimierten Vertretern der Molekilfamilie zu finden ist, eine
Plakophilin-typische Region und auch eine C-terminale PDZ-Bindungsdomane
(Fanning und Anderson, 1999; Bonne et al., 1999; Anastasiadis und Reynolds,
2000). Alle diese Motive scheinen fur die spezifische Interaktion mit anderen Pro-
teinen notwendig zu sein. Auch zwei bekannte charakteristische Motive im sechs-
ten armadillo-repeat, die mit einer méglichen Translokalisation in den Nukleus in
Zusammenhang stehen (Imamura et al., 1998; Lu et al., 1999), fehlen bei dem
Hydra-Molekdl.

In einem direkten Vergleich zeigt HydCat 22% Ubereinstimmung mit den néchst-
verwandten bekannten §-Cateninen. Vergleicht man dagegen nur den konservier-
ten Bereich der armadillo-repeats miteinander, so nimmt der Grad der Uberein-
stimmung auf 36% zu. Die Ahnlichkeit zu dem néchstverwandten Hydra Molekill,
dem HypCat, liegt dagegen bei nur 12%. Im Vergleich dazu betragt die Uberein-
stimmung zwischen den bekannten humanen p120/3-Cateninen etwa 30% bzw.
50% mit der armadillo-repeat Region. Die bekannten Plakophilinen stimmen zu
27% bzw. 35% uberein. In einem Vergleich der einzelnen armadillo-repeats des
Hydra §-Catenin zueinander (Abb. 3.24) betragt die Ubereinstimmung dagegen
nur 12%. Das aus Hydra isolierte Molekul I&sst sich also nach seiner Struktur und
Sequenz eindeutig der 3-Catenin/p120/Plakophilin-Familie, aber nicht weiter einer

der Untergruppen zuordnen.

In einer phylogenetischen Analyse wurden von Vertretern der Vertebraten, Arthro-
poden und Nematoden einige bekannte  Sequenzen  der @ &-
Catenin/p120/Plakophilin-Familie mit weiteren armadillo-repeat-Molekulen der B-
Catenin- und Importin/Karyopherin-Familien verglichen (Abb. 3.26). Als AuBen-
gruppe wurde fur die Berechnung das B-Catenin-Ortholog des Schleimpilzes Dic-
tyostelium discoideum aardvark (Dic-Aar) gewahlt. In diesem Stammbaum nimmt
HyodCat eine basale Stellung innerhalb der §-Catenin/p120/Plakophilin-Familie ein
und l&sst sich einer der Unterfamilien nicht weiter zuordnen. Auffallig separieren
sich die Tierstdamme voneinander. Dabei kommt es bei den Vertebraten zu einer
weiteren Aufspaltung zwischen den Untergruppen der p120/8-Catenine und Pla-
kophiline. Die Positionierung des Plakophilin 4 entspricht nicht seiner Nomenkla-
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tur, da es mehr Ahnlichkeit mit der Unterfamilie der §-Catenine zeigt als mit den
ubrigen Plakophilinen.

Dic-Aar

Mus-Imp

94 Importin/Karyopherin
Dr-KarA

81

Cae-\WWRM1

56 Cae-BAR1

69 Cae-HMP2 B-catenin/Armadillo

90 Hy-Bcat

97

Ho-Bcat
{

Dr-arm

Hy-écat

Ho-Plph3

67

Ho-Plph2

69
79 e Ho-Piph1

I- Cae-Y105B
| 96
Cae-Y105A

3-catenin/p120/Plakophilin
64

61 — Ano-cat

13 Dr-p120A

—1 84
Dr-p120B

Ho-dcat2

87

Ho-Plph4

Ho-5cat1

83

Ho-ARFCV
0.1

Abb. 3.26:

Phylogenetische Analyse (maximum-likelihood quartet puzzling, TREE-PUZZLE 5.0) mit den Ami-
nosaure-Sequenzen der &-Catenin/p120/Plakophilin-, der B-Catenin/Armadillo- und der Impor-
tin/Karyopherin-Genfamilien, die alle der Gruppe der armadillo-repeat-Molekiile angehdéren. Far
jede Genfamilie wurden Vertreter der Vertebraten (Homo sapiens, Ho und Mus musculus, Mus)
und Invertebraten (Hydra vulgaris und H. magnipapillata, Hy; Drosophila melanogaster, Dr; Cae-
norhabditis elegans, Cae) gewahlt. Fir die Berechnung des Stammbaumes diente als AuBen-
gruppe das B-Catenin-Ortholog des Schleimpilzes Dictyostelium aardvark (Dic-Aar).

Der Skalierungsbalken zeigt die Zahl der Aminoséaure-Austausche pro Position. Die Zahlen an den
Knotenpunkten stellen Signifikanzwerte dar. Dabei gilt ein Wert von Uber 70 als gute statistische
Unterstitzung der hier erfolgenden Auftrennung.

In der 3-Catenin/p120/Plakophilin- Familie kommt es zu einer deutlichen Auftrennung der Vertebra-
ten- und Invertebraten. Innerhalb der Vertebratensequenzen bilden die Plakophiline eine eigen-
standige Gruppierung.
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Wird eine phylogenetische Analyse nur mit den konservierten Bereichen der ar-
madillo-repeats durchgefiihrt, so wird die Trennung der Molekulfamilien noch deut-

licher und statistisch besser unterstitzt (Abb. 3.27). Dabei nimmt innerhalb der &-

Catenin/p120/Plakophilin-Familie HydCat weiter eine basale Position ein.
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Stammbaumanalyse, bei der als Datengrundlage nur die Aminosauresequenzen der konservierten
armadillo-repeat Doméanen verwendet wurden. HydCat nimmt auch in dieser Berechnung inner-

halb der §-Catenin/p120/Plakophilin-Genfamilie eine basale Stellung ein.
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3.5.3 Untersuchungen zum Expressionsmuster von HydCat

Mit einer Digoxygenin-markierten RNA-Sonde gegen den armadillo-repeat-Bereich
wurde das Transkriptionsmuster von HydCat untersucht. Das Expressionsmuster
ahnelt sehr dem von HyCadh. In adulten Polypen ist Gber den gesamten Rumpf
der Polypen eine schwache epitheliale Expression sowie in den Tentakeln eine
erhdhte Transkription in den Epithelzellen zu erkennen (Abb. 3.28 a-e).

Abb. 3.28:

Hy3Cat RNA-InSitu-Hybridisierung: Die Ubersicht (a) zeigt eine schwache epitheliale Expression
Uber den gesamten Polypen, die Detailaufnahmen aus dem Rumpf (c), einem Tentakelansatz (d)
und dem Bereich einer auswachsenden Tentakel (e) zeigen eine Aufregulierung in den Epithelzel-
len der Tentakeln sowie in den noch nicht im Ektoderm verankerten Nematocyten (Nematoblasten-
nester in (c) mit schwarzen Pfeilen markiert). Im Kopfbereich (b, f) sind einzelne Stenothelen (Pfeil)
im Hypostom zu sehen. Im Querschnitt (g) bleibt die Expression auf das Ektoderm (ek) beschrankt.
Nester und einzelne Nematocyten (weiBe Pfeile), die entlang der Mesogloea (schwarzer Pfeil) zwi-
schen den Epithelzellen wandern, zeigen eine 3-Catenin Expression. Im Endoderm (en) ist keine
Expression zu erkennen (Vergr. 1:10 (a), 1:20 (b), 1:40 (c-f), 1:100 (g)).
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In den Knospen ist zunachst keine Aufregulierung zu sehen, erst zum Zeitpunkt,
wenn die Tentakeln auswachsen, sind deren Anséatze durch eine verstarkte Ex-
pression zu erkennen (e). Uber den Rumpf verteilt sind deutlich einzelne Nemato-
cytennester aber auch einzelne Nematocyten zu sehen (c). Im Hypostom kénnen
einzelne Stenothelen erkannt werden (b, f). Die Querschnitte zeigen deutlich, dass
die Expression auf das Ektoderm beschrankt bleibt (g). In Nematocyten ist eine
Farbung nur in noch nicht ausdifferenzierten Nestern sowie in reifen Nematocyten
zu erkennen, die noch nicht im Ektoderm verankert sind, sondern noch nahe der
Mesogloea zwischen den Epithelzellen wandern (c, g).

3.5.4 HydéCat-Expression in Regeneraten und Aggregaten

In den frihen Stadien der Kopfregeneration ist keine Aufregulierung zu erkennen
(Abb. 3.29a und b). Die Epithelzellen in den regenerierenden Spitzen zeigen keine
erhdhte Transkription. Auch hier sind die auswachsenden Tentakeln zuerst durch
die verstarkte epitheliale Expression zu erkennen (Abb. 3.29 ¢ und d). Das Ex-
pressionsmuster in den Nematocyten bleibt in der Regeneration unverandert.

a b c d e
Abb. 3.29:
HydCat-Transkription in einer Regenerationsreihe: (a) 2 Std, (b) 6 Std, (c) 12 Std, (d) 24 Std und

(e) 36 Std alte Kopfregenerate (Vergr.1:10). HydCat ist in der regenerierenden Spitze nicht aufre-
guliert.
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Polypen des Stammes sf-1, deren Stammzellen durch Hitzebehandlung entfernt
wurden, zeigen eine deutliche Verringerung der Zahl HydCat exprimierender Ne-
matocyten (Abb. 3.30b). Reife, bereits im Epithel des Rumpfes verankerte Nema-
tocyten zeigen dagegen keine Expression.

Abb. 3.30:

HydCat-Transkription in Kopfregeneraten
des Stammes H. magnipapillata sf-1: (a)
ohne und (b) mit Hitzeschockbehandlung
zur Eliminierung der interstitiellen Stamm-
zellen und ihrer neuronalen Differenzie-
rungsprodukte (Vergr. 1:10).

In Aggregaten verhalt sich das Expressionsmuster von HydCat auch ganz ahnlich
wie das von HyCadh. In den friihen Stadien der Reaggregation liegt eine gleich-
manBig hohe Expression in den Aggregaten vor, die langsam abnimmt (Abb. 3.31).
Eine deutliche Aufregulierung ist, wie in den Knospen und Regeneraten, erst in
den Epithelzellen der auswachsenden Tentakeln zu erkennen.

Abb. 3.31:

HydCat-RNA-Expression in (a) 24 Std, (b) 48 Std, (c) 72 Std und (d) 96 Std alten Aggregaten
(Vergr. 1:20). Die anfangs gleichmaBig hohe Transkription nimmt in weiteren Entwicklung der Ag-
gregate ab und wird erst in den auswachsenden Tentakeln wieder aufreguliert.
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3.6 PCR-Analysen an Aggregaten

Um die Funktion der einzelnen in dieser Arbeit untersuchten Molekile beim Pro-
zess der Reaggregation auch zeitlich genauer eingrenzen zu kénnen, wurden
PCR-Analysen mit cDNA durchgefihrt, die aus Aggregaten verschiedener Ent-
wicklungsstadien gewonnen wurde (Abb. 3.32). Als Referenz fir die untersuchten
Molekile diente der Elongationsfaktor 1o (HyEF1a), der in allen Reaggregati-
onsstadien ein gleich hohes Expressionsniveau zeigt und auch schon in den
jungsten, gerade erst durch Zentrifugation geformten Aggregaten (0,5 Std) transk-
ribiert wird. HyBCat kann dagegen erst in 6 Std alten Aggregaten detektiert wer-
den, ebenso wie seine zwei Interaktionspartner HyTcf und HyCadh. Auch die wei-
teren untersuchten Molekile aus der Wnt-Signalkaskade und dem Adhéasions-
komplex, HyWnt bzw. HydCat werden zeitgleich exprimiert. Bei diesen beiden Mo-
lekllen scheint die Transkription in spateren Entwicklungsstadien sogar abzuneh-

men.

Stunden 05 6 12 18 24 36 48

Ak - e
R e e g—

Abb. 3.32:

Semiquantitative =~ PCR-Analysen  mit
cDNA-Proben aus verschieden alten Ag-
gregate-Stadien (0,5-48 Std). Die Hydra-
Homologe der Gene B-Catenin, Tcf, Wnt,
Cadherin und 3-Catenin wurden mit spezi-
fischen Oligonukleotiden amplifiziert. Als
Referenz diente der Elongationsfaktor EF-
1o. In dieser Analyse zeigen alle unter-
suchten Gene eine etwa zeitgleiche Auf-
regulierung.
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4 Diskussion

In der Embryogenese sind wenige konservierte Signaltransduktionswege und die
Prozesse der Zelladhasion von fundamentaler Bedeutung. B-Catenin hat in seiner
dualen Funktion im Whnt-Signalweg und in Cadherin-vermittelten Adhasions-
komplexen auf die Entwicklung mehrzelliger Organismen somit groBen Einfluss. Die
gegenseitige Regulation dieser beiden Funktionskomplexe und damit die Bestim-
mung der B-Catenin-Aktivitat ist nur unzureichend verstanden.

In Hydra konnte die Funktion von HypCat als Bestandteil eines kanonischen Wnt-
Signalweges im Achsenbildungsprozess demonstriert werden (siehe auch Hobmayer
et al., 2000). Die Isolation von Hydra-Homologen der Adhasionsmolekile Cadherin
und &-Catenin gab einen Hinweis auf eine zweite Funktion von HyBCat in einem Ad-
hasionskomplex. Diese duale Funktion von HyBCat galt es in dieser Arbeit zu tber-

prifen und dazu weitere Belege flr einen Adhasionskomplex in Hydra zu finden.

4.1 In Hydra-Aggregaten lassen sich die Prozesse der Zelladhasion und Mus-
terbildung untersuchen

Die besondere Fahigkeit von Hydra, aus vereinzelten Zellen wieder Aggregate zu
bilden, aus denen intakie Polypen mit differenzierten Zelltypen auswachsen, erlaubt
es, Prozesse der Musterbildung und zugleich der Zelladhasion zu untersuchen. Die
Funktion von HyBCat in diesen beiden Aufgabenbereichen sollte in Zellaggregaten
aktiviert werden.

In der frihen Phase der Reaggregation ist eine Ordnung der ekto-und endodermalen
Zellen zu beobachten. Die Separierung der Zellen aus einer anfénglich zufélligen
Verteilung lasst sich mit einem fur die ektodermalen Zellen spezifischen AntikGrper
nach bereits 90 Minuten nachweisen. Nach 6-10 Stunden haben die ektodermalen
Zellen eine geschlossene Zellschicht gebildet die die endodermalen Zellen ein-
schlieBt (Hobmayer et al., 2001) und nach 24 Stunden haben Ekto- und Endoderm
zwei getrennte einschichtige Epithelien gebildet (Gierer et al., 1972, Technau und
Holstein, 1992). Der Verlauf dieses Aussortierens der Zelltypen lasst sich noch bes-
ser in Aggregaten verfolgen, die nicht durch Zentrifugation gebildet wurden. Die dis-
soziierten Zellen kdnnen sich dabei in einer Suspension frei zu Zellverbanden verei-

nen. Unmittelbar nach der Dissoziation beginnen die Zellen wieder zu aggregieren.
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Auch hier zeigt sich, dass sich in der Anfangsphase ektodermale und endodermale
Zellen getrennt voneinander verbinden. Erst ab einer GréBe der sich so bildenden
Zellklumpen von etwa 10-20 Zellen kommt es zu einer Vereinigung, wobei sich die
ektodermalen Zellen um die endodermalen Zellen legen (Hobmayer et al., 2001).
Dieser Zustand kann schon nach 60 Minuten erreicht werden.

Ein homotypische Adh&sionsverhalten lasst sich theoretisch durch unterschiedliche
Expressionsniveaus eines einzigen fur die Zelladhdsion verantwortlichen Molekils
erklaren (Steinberg, 1970; Graner und Glacier, 1992; Steinberg und Takeichi, 1994).
Zellen mit einem hohen Expressionsniveau verbinden sich nur mit Zellen eines eben-
so hohen Expressionsniveaus. Der Ubergang von der zunachst homotypischen zur
heterotypischen Adhasion erfolgt erst durch die regulierende Funktion eines weiteren
Molekils, das erst ab dem Erreichen einer bestimmten GrdBe der Zellklumpen akti-
viert wlrde. Zellen unterschiedlich hohen Expressionsniveaus des Adhasionsmole-
klls verbinden sich, wobei sich die Zellen mit den starkeren Adhasionskraften im In-
nern vereinen und die Zellen mit den schwacheren Kraften auBen anlagern.
Interessanterweise entspricht bei den Hydra-Aggregaten die GréBe der Zellklumpen,
die ihr Adhasionsverhalten andern, mit 10-20 Zellen etwa der GrdBe der Kopforgani-
sationszentren in Polypen, die fir die Ausbildung eines Kopfes und einer Kérperach-
se erforderlich sind. Diese minimale Anzahl von Zellen, um als Kopforganisations-
zentren fungieren zu kénnen, wurde bestimmt, indem verschieden groBe Klumpen
markierter Zellen, die aus regenerierenden Spitzen gewonnen wurden, in Aggregate
eingesetzt wurden. In lateralen Transplantationsexperimenten konnte gezeigt wer-
den, dass regenerierende Spitzen im Empféngerpolypen die Ausbildung zuséatzlicher
Kdpfe initiieren und somit ein erhdhtes Kopfbildungspotenzial besitzen (MacWilliams,
1983). Die zur Aktivierung der Kopfbildung minimale GréBe solcher Klumpen betrug
5-15 Zellen (Technau et al., 2000). Erst wenn geniigend Zellen erhéhten Kopfbil-
dungspotenzials dicht beieinander liegen, kénnen sie als Kopforganisator fungieren.
Die Entstehung solcher Kopforganisationszentren in einem homogenen Feld kann
mit Reaktions-Diffusions-Modellen erklart werden (Gierer und Meinhardt, 1972;
MacWilliams, 1983). Danach erfordert dieser Prozess einen autokatalytischen, kurz-
reichweitigen Aktivator, der zugleich die Expression eines langreichweitigen Inhibitors
initiilert. Im Kopf besitzen Aktivator und Inhibitor zugleich ihr héchstes Niveau und
bilden ein sich selbst erhaltendes Aktivationszentrum, das von einem Bereich mit
langsam abnehmender Inhibition umgeben ist. In der Umgebung eines vorhandenen
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Kopfes wird so die Bildung weiterer Képfe unterdrickt. Wird das Kopfaktivations-
zentrum mit der Quelle fur Aktivator und Inhibitor durch das Abschneiden des Kopfes
entfernt, entsteht durch den vom Kopf abnehmenden Gradienten des Kopfaktivati-
onspotenzials aus der regenerierenden Spitze ein neuer Kopf.

In Hydra ist in allen Prozessen der Kopfbildung bzw. mit der Entstehung und Auf-
rechterhaltung von Kopforganisationszentren eine Verbindung mit der Expression
von HyWnt zu erkennen (Hobmayer et al., 2000). In RNA-InSitu-Hybridisierungen
erscheint die HyWnt-Expressionsdoméne als punktférmige Markierung von nur etwa
50-60 Zellen in der apikalen Spitze im Hypostom der Polypen. Bei der Knospenbil-
dung kann eine HyWnt Expression im Rumpf detektiert werden, bevor an dieser Po-
sition die auswachsende Knospe morphologisch zu erkennen ist. Auch bei der Re-
generation geht der Neubildung eines Kopfes immer eine HyWnt Expression voraus
und in Aggregaten wachsen die Képfe an den Positionen der HyWnt Doméanen aus.
HyWnt scheint damit gut geeignet zu sein, um Kopforganisationszentren in Hydra zu
markieren. In Aggregaten ist eine Expression von HyWnt und auch die eines zweiten
Kopfmarkers, des Transkriptionsfaktors HyBra1, erst nach einer Trennung der beiden
Epithelschichten zu erkennen (Technau et al., 2000). Eine grundlegende Ordnung
des epithelialen Gewebes scheint demnach Voraussetzung fir die Entstehung von
Organisationszentren zu sein.

HypCat kann bei beiden initialen Organisationsprozessen der Reaggragation eine
fundamentale Rolle spielen. Die Interaktion von HypCat mit den Adhasionsmolekilen
HyCadh und HydCat sowie ihre gemeinsame Expression im ektodermalen Epithel
belegen die Funktion von HyBCat bei der Zelladhasion in Hydra. Als essentieller
Vermittler im Wnt-Signaltransduktionsweg ist HyBCat an der Entstehung von Kopfor-
ganisationszentren und der Etablierung von Kdérperachsen beteiligt (Hobmayer et al.,
2000). Im Hypostom der Polypen, bei der Knospenbildung und bei der Regeneration
eines neuen Kopfes ist jeweils eine die Expressionsdoméane von HyWnt umschlie-
Bende Expression von HypCat und des Transkriptionsfaktors HyTcf, dem letzten
Glied der Wnt-Signalkette und direkten Interaktionspartner von HypCat, zu erkennen.
Die enge Verbindung zwischen Zelladhasion, der Initiierung von Signalkaskaden und
Bildung von Kérperachsen wird durch die duale Funktion von HyBCat anschaulich

demonstriert.
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4.2 Eine Aufregulierung von HypBCat im Polypen beruht auf seiner Funktion im
Wnt-Signalweg

Bei der Knospenbildung geht der HyWnt-Aktivierung eine die gesamte Knospungzo-
ne umfassende Aufregulierung von HypBCat und HyTcf voraus (Hobmayer et al.,
2000). Die ringférmige Expressionsdoméane bestimmt offenbar einen Bereich, der fur
die Verarbeitung eines nachfolgenden HyWnt-Signales kompetent ist. Unklar ist, ob
die Eingrenzung der Doméanen von HyBCat und HyTcf durch die Expression von
HyWnt initiiert wird oder ob umgekehrt diese Einengung die Lage der punktférmigen
Expression von HyWnt bestimmt.

Auch bei der Regeneration definiert die Aufregulierung von HyBCat gemeinsam mit
HyTcf offenbar einen Bereich, in dem eine erneute Kopfbildung erfolgen kann. In
semiquantitativen RT-PCR Experimenten konnte festgestellt werden, dass in den
regenerierenden Spitzen bereits eine halbe Stunde nach dem Schneiden das Maxi-
mum der HypCat Expression erreicht wird und dann flr etwa 48 Stunden erhdht
bleibt (Hobmayer et al., 2000). Wenn man diese regenerierenden Spitzen in den
Rumpf anderer Polypen lateral transplantiert, so kénnen sie dort die Bildung weiterer
ektopischer Kopfe aktivieren (MacWilliams et al., 1983). Dieses Kopfaktivationspo-
tenzial beginnt zwei Stunden nach dem Schneiden anzusteigen und erreicht nach 6-
7 Stunden sein Maximum. Die frihe Aufregulierung von HyfCat und HyTcf selbst ist
also kein Signal fur die Kopfbildung, bestimmt aber wie bei der Knospenbildung ei-
nen kompetenten Bereich, in dem das Signal fir die Ausbildung eines Kopfes durch
eine lokale Expression von HyWnt umgesetzt werden kann. Eine Aufregulierung von
HypCat und HyTcf kann vor allem in Kopfregeneraten und nur vereinzelt in FuBrege-
neraten beobachtet werden. Da in FuBregeneraten eine HyWnt Expression aus-
bleibt, kdnnen hier auch keine Képfe ausgebildet werden.

Die Aufregulierung von HyBCat ist nicht auf einen generellen Wundheilungseffekt
zurlickzufihren, da eine gleichzeitige Aufregulierung der interagierenden Adhasi-
onsmolekllen HyCadh und HydCat fehlt (Abb. 3.11 und 3.29). Die niedrige epitheliale
Expression von HyCadh und HydCat und demnach vermutlich auch eine vergleichbar
niedrige Expression von HyBCat scheinen ausreichend zu sein, um neue Zellverbin-
dungen zu bilden und die Wunde zu schlieBen. Die Aufregulierung der HypCat-
Expression ist daher allein durch seine Funktion im Wnt-Signaltransduktionsweg zu

erklaren.

54



Diskussion

4.3 Im sich organisierenden Zellverband sind beide Funktionen von HyBCat
von Bedeutung

Anders als in Regeneraten oder bei der Knospenbildung erfolgt die Kopfbildung in
Aggregaten nicht aus einem polarisierten Gewebe mit vorgegebener Positionsinfor-
mation sondern aus einem homogenen, unorganisierten Ausgangszustand. Im ersten
Schritt der Reaggregation missen die dissoziierten Zellen neue Zellverbindungen
aufbauen, um eine Organisation zu ermdglichen. Wie bereits erwahnt, beginnen die
Zellen unmittelbar nach der Dissoziation zu aggregieren. Die Adhasionsmolekile
HyCadh und HydCat zeigen aber, wie HypCat, zu diesem Zeitpunkt noch keine er-
hdhte Expression (Abb. 3.32). Demnach mussten die vorhandenen Transkripte fir
das initiale Aggregationsverhalten ausreichend sein. Interessanterweise zeigen die
InSitu-Analysen, dass HyCadh und HydCat nur im Ektoderm exprimiert werden (Abb.
3.28). Die ausschlieBliche ektodermale Expression spricht daflr, dass die anfangli-
che Separierung der ekto- und endodermalen Zellen zu Beginn der Reaggregation
nicht allein durch unterschiedlich hohe Expressionniveaus eines einzelnen Adhasi-
onsmolekils erfolgt, sondern dass anscheinend schon fur die frihe Ordnung im Ag-
gregat verschiedene Adhasionskomplexe verantwortlich sind. Die besondere Funkti-
on von Cadherinen bei den frihen embryonalen Differenzierungsprozessen und der
Ausbildung von getrennten Geweben konnte in verschiedenen Organismen be-
schrieben werden (Nose et al., 1988; Godt und Tepass, 1998). In Hydra kénnten Hy-
Cadh und HydCat durch die ausschlieBliche Expression in ektodermalen Zellen diese
Rolle bei der Zellerkennung und Differenzierung spielen.

Die gleichmaBig hohe Expression von HypCat und HyTcf und die nachfolgende Ein-
grenzung der Expressionsdomanen auf die Bereiche der Kopfbildung (domain restric-
tion, Abb. 3.1 und 3.2) lasst sich gut mit den Vorgangen bei der Regeneration oder
der Knospenbildung vergleichen. Demnach scheint anfangs das gesamte Aggregat
eine gleichmaBige Kompetenz zur Ausbildung von Képfen zu tragen. Erst die lokale
Expression von HyWnt markiert die spatere Lage der Kdpfe, bevor diese morpholo-
gisch sichtbar werden. Die Beschréankung der Zahl der HyBCat und HyTcf Domanen
auf die Anzahl der spater tatsachlich auswachsenden Koépfe (Abb. 3.3) entspricht
den mit HyWnt und dem weiteren Kopfmarker HyBral gemachten Beobachtungen

(Technau et al., 2000). Demnach werden also keine Uberschissigen Kopfbildungs-
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domanen ausgebildet, die durch einen nachfolgenden regulierenden Prozess wieder
inhibiert werden. Die Korrelation der Expression der in Hydra isolierten Molekile des
Whnt-Signalweges und der Kopfbildung wird dadurch weiter unterstitzt.

Die Adhasionsmolekile und die Molekile des Wnt-Signalweges werden zeitgleich
aufreguliert, wie die Transkriptionsanalysen in der InSitu-Hybridisierung und den RT-
PCR Experimenten zeigen. In der Anfangsphase der Reaggregation kann daher die
Aufregulierung von HyBCat, anders als in den Regeneraten, auch mit seiner dualen
Funktionen in Zusammenhang gebracht werden. Das Zeitfenster, in dem in der fr0-
hen Phase der Reaggregation die Transkription aller untersuchten Molekule ihr Ma-
ximum erreicht, ist sehr eng (Abb. 3.32). Die fur die Bildung der Kopf-
organisationszentren notwendige minimale GrdéBe und die damit verbundene Tran-
skription der Molekile des Wnt-Signalweges ist demnach zwischen 0,5 und 6
Stunden erreicht und im Einklang mit den friiheren Beobachtungen.

Weiterhin ungeklart bleibt, ob das domain restriction Verhalten von HyBCat und
HyTcf erst durch ein lokales HyWnt-Signal initiiert wird. Denkbar wére auch, dass die
Adhéasionskrafte der Zellen mit ihrem Kopfbildungspotenzial korrelieren. Bei einer
Kompetition des HyCadh-vermittelten Adhasionskomplexes mit dem HyWnt-
Signalweg um cytoplasmatisches HypCat kénnten in Zellen mit hohem Kopfaktivie-
rungspotenzial die Adhasionskrafte verringert sein. Umgekehrt wiirde in Zellen mit
hoher HyCadh-Expression HypBCat an die Zellmembran gebunden und stiinde dem
Whnt-Signalweg nicht zur Verfigung.

Der regulierende Einfluss von Cadherin auf die Signalingfunktion von B-Catenin
konnte durch den inhibitorischen Effekt einer verstarkten Cadherin-Expression auf
die transkriptionsaktivierende Aktivitdt in verschiedenen Studien gezeigt werden
(Heasman et al., 1994; Fagotto et al., 1996). Eine ungleichmaBige Expression der
Adhasionsmolekile HyCadh und HydCat kdnnte so die Verflgbarkeit von cytoplas-
matischem HyBCat und damit die Bildung von Kopforganisationszentren in Aggrega-
ten regulieren.

In Hydra konnte aber gezeigt werden, dass dissoziierte Zellen apikalen Ursprungs
ein héheres Adhasionsvermdgen zeigen als Zellen, die aus tiefer im Rumpf gelege-
nen Regionen entstammen (Technau und Holstein, 1992). Demnach mussten die
Zellen, die im HyWnt-Gradienten eine héhere Konzentration des Signalmolekiils auf-
weisen, auch eine starkere Expression des Adh&sionsmolekils HyCadh zeigen.
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Nach einem weniger kompetitiven Modell beruht die Bildung von Organisationszent-
ren auf einer lokalen Stabilisierung durch den Wnt-Signalweg. In Zellen mit aufregu-
lierter HyWnt-Expression wird das intrazellulare HypCat stabilisiert und kann akku-
mulieren. Bei einer gleichzeitigen Aufregulierung von HyCadh kénnte HypBCat auch
vermehrt flr die Ausbildung von Adhasionskomplexen verwendet werden.

In Drosophila konnte gezeigt werden, dass durch die Gber den Wg-Signalweg vermit-
telte Stabilisierung des B-Catenin-Homologs Armadillo auch die Expression von E-
Cadherin aktiviert wird (Yanagawa et al., 1997). In Zellkulturen kann allgemein beo-
bachtet werden, dass vereinzelte Zellen ihre zelltypspezifische Genexpression ver-
mindern und verstéarkt Moleklle der Zelladhasion und des Cytoskeletts exprimieren.
Die zelltypspezifische Transkription setzt dann wieder ein, wenn sich die Zellen ver-
binden (Ben Ze’ev et al., 2000). Nach einem synergistischen Modell (Fagotto und
Gumbiner, 1996) bewirkt die lokale Aufregulierung von Wnt bei zeitgleicher verstéark-
ter Expression von Cadherin die Erh6hung der Adhasionskrafte in kleinen Zellver-
bénden, die sich von den Ubrigen Zellen abgrenzen. B-Catenin bewirkt dabei in sei-
ner dualen Funktion als Vermittler zwischen den Adh&sionskomplexen und dem Whnt-
Signalweg, dass sich so selbststabilisierende Organisationszentren bilden kénnen.
FOr eine genauere zeitliche Eingrenzung der mdglichen Abfolge der einzelnen
Transkriptionsprozesse in Hydra wéaren eingehendere Untersuchungen der Anfangs-

phase der Reaggregation vor allem in den ersten sechs Stunden notwendig.

4.4 Die beiden neuen HypCat Antikérper demonstrieren gemeinsam die duale
Funktion des Molekiils

Auch die Untersuchungen der HyBCat Expression auf Proteinebene demonstrieren
die duale Funktion des Molekiils. Beide HyBCat—Antikérper detektieren im Western-
blot ein Fragment von erwarteter GréBe (Abb. 3.6). Eine Kreuzreaktion lasst sich in
einem Kompetitionstest mit den synthetischen Peptiden unterdriicken. Demnach sind
beide Antikdrper spezifisch fir HyBCat. Interessanterweise zeigen die beiden
Antikérper im fixierten Hydra-Gewebe ganz verschiedene Lokalisationen.

Einen Beleg fir die Funktion von HyBCat als transkriptionsaktiverendes Molekil lie-
fert der Antikérper $12/3 mit seiner Lokalisation in den Zellkernen (Abb. 3.8). Auffallig
ist dabei das voéllige fehlen dieser Lokalisation in den Tentakeln und die scharfe
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Grenze an der Tentakelbasis, was damit erklart werden kann, dass die Zellen in den
Tentakeln im G-Stadium des Zellzyklus verbleiben und auch keine HypCat aktivierte
Transkription aufweisen sollten (Dibel et al. 1987). Eine regionale Konzentrierung
von HyBCat, wie sie in der InSitu-Hybridisierung zu erkennen ist, etwa in den Knos-
pen oder im Hypostom, ist mit dem Antikdrper B12/3 nicht eindeutig zu erkennen.
Der Antikdrper B3/3 lokalisiert HyBCat an der Zellwand und gibt damit einen Beleg fir
die Einbindung des Molekils in die Zelladhdsion (Abb.3.7). Die Zellwande sind
gleichmaBig gefarbt und lassen keine Strukturen erkennen, die auf einen Adhé&sions-
komplex deuten. Dabei beschrankt sich die Farbung auf den apikalen Rand (0,3-0,5
um) der ektodermalen Epithelzellen (Abb. 3.7b).

In Vertebraten sind hier als Zell-Zellverbindungen die tight junctions lokalisiert, die
den septate junctions der Invertebraten entsprechen. Sie verschweiBen die Zellen an
ihren apikalen Enden miteinander und verhindern so eine Diffusion gel6ster Stoffe
durch das Epithel. Die um die transmembranstandigen Cadherine organisierten Ad-
harenzverbindungen stellen eine Verbindung zum Cytoskelett her und befinden sich
in Vertebraten in der lateralen Zellwand gerade unterhalb der tight junctions. Bei In-
vertebraten sind die Verhaltnisse umgekehrt: Die Adharenzverbindungen liegen api-
kal Gber den septate junctions, heben sich aber als lokale Punktverbindungen ab. Im
Epithel von Hydra konnten diese Zellverbindungen auch mit ultrastrukturellen Unter-
suchungen bislang noch nicht gefunden werden. Obwohl die wichtigsten Komponen-
ten der Adharenzverbindungen in Hydra isoliert wurden, konnten sie auch mit den
neuen Antikérpern nicht lokalisiert werden. Interessanterweise kénnen mit den bei-
den Antikérpern nur ektodermale Zellen detektiert werden. HyBCat kénnte daher in
seiner Funktion als Adhasionsmolekll wie HyCadh und HydCat eine Rolle bei der
Differenzierung der Epithelien spielen.

Auch in den 24 Stunden alten Aggregaten demonstrieren beide Antikérper zusam-
men, dass HyPCat in der frihen Phase der Zellorganisation seine beiden Funktionen
wahrnimmt. Der Antikdrper B12/3 zeigt seine gleichméaBige Lokalisation in den Zell-
kernen (Abb. 3.10). Eine lokale Konzentration des Molekuls ist nicht zu erkennen. In
der Frihphase der Zellorganisation ist die Transkription einer Vielzahl unterschiedli-
cher Gene erforderlich, die auch durch die aktivierende Funktion von HyBCat erfolgt.
Mit dem Antikdrper B3/3 sind schon nach einem Tag vereinzelt die apikalen Zellgren-

zen zu erkennen, die in den spateren Stadien der Aggregation weiter zunehmen
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(Abb. 3.9). Die durch HyCadh gebildeten Zellverbindungen werden demnach schon
in der frihen Aggregationsphase durch septate junctions stabilisiert. Auch in anderen
Organismen kdnnen an diesen Zellverbindungen verschiede Molekile detektiert wer-
den, die auBerdem eine cytoplasmatische Signalfunktion besitzen und im Zellkern
lokalisiert werden. So reguliert in Drosophila das an die septate junctions gebundene
Disc-large (Dlg) auch das Auswachsen der Imaginalscheiben (Anderson, 1996) und
in Vertebraten sind die tight junction Molekile ZO-1 und ZO-2 auch im Zellkern anzu-
treffen (Gotthardi et al., 1996; Fagotto und Gumbiner, 1996).

4.5 Einschrankung der lokalen Detektion

Die Tatsache, dass die Antikbrper das Hydra B-Catenin in jeweils nur einer seiner
Funktionen detektieren kénnen, liegt woméglich in der Uberlagerung und Kompetition
der Bindungsdoméanen der Antikdrper mit denen interagierender Molekile. Das B-
Catenin Molekdl weist Uber seine gesamte Lange, vor allem aber in seiner armadillo-
repeat-Doméne, eine Vielzahl von Bindungsdoméanen auf (Abb. 4.1). So liegt die Er-
kennungssequenz des Antikérpers B3/3 im N-Terminus des Molekiils im Bereich der
Bindungsdoméane von GSK3, dem cytoplasmatischen Molekill, das in Komplexbil-
dung mit den Molekllen APC und Axin die Phosphorylierung und anschlieBende De-
gradation des B-Catenin im Cytoplasma initiiert (Behrens et al., 1998; Li et al., 1999;
Salic et al., 2000). Eine Lokalisation von HypCat im Cytoplasma kdnnte durch diese
Kompetition um die Bindungsdomanen inhibiert werden. Die Bindungsdomane flr
das Cadherin erstreckt sich dagegen Uber die gesamte Lange der armadillo repeats
(Huber und Weis, 2001), die Bindungsdomane fir 3/3 bleibt davon unberihrt, so
dass der Antikdrper mit dem an der Zellwand lokalisiertes B-Catenin kreuzreagieren
kann. Die Erkennungssequenz fir den Antikérper 12/3 liegt im zehnten armadillo-
repeat und kdnnte hier gleich mit mehreren Molekllen um die Bindungsdomane kon-
kurrieren, wodurch die Detektion von HyBCat beeintrachtigt werden kénnte. Die
Struktur der armadillo-repeat-Region ist in Komplexen mit Tcf und Cadherin aber
auch beim ungebundenen B-Catenin sehr ahnlich, so dass vermutlich nicht eine be-
sondere Konformation des Molekiils die Anbindung eines Liganden beglnstigt (Gra-
ham et al., 2000). Dagegen wird im Ubergang vom N-terminalen Bereich zu den ar-

madillo-repeats die Anbindung von o-Catenin durch eine vorherige Anlagerung
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von B-Catenin an Cadherin und die damit verédnderten sterischen Bedingungen am
N-Terminus vermutlich beginstigt (Giannini et al.,, 2000; Gottardi und Gumbiner,
2001), was auch fir die Detektion von membrangebundenen HypBCat mit dem Anti-

kérper B3/3 von Bedeutung sein kdnnte.

N-term. armadillo repeats C-term.
B-catenin | EEEE Sl E S ]
B3/3 (-catenin-Ak p12/3
Tef
COIkKwR APC
[EInK Axin/Conductin [
I8 o-catenin
1 GSK3
T T T T T T 70017 Cadherin
CBP/p300 [T ]
Abb. 4.1:

Struktur des humanen B-Catenin-Molekils mit der ungefahren Positionierung der Bindungsdomé&nen
fir einige Interaktionspartner. Fir eine Anbindung essentielle Aminosauren sind hervorgehoben. Die
Position der Peptiderkennungssequenzen flr die HypCat-Antikdrper (B-Catenin-Ak) B3/3 und 12/3
sind rot eingezeichnet.

Die Bedingungen fur eine Detektion mit den HyBCat-Antikdrpern scheinen noch nicht
optimal zu sein. Obwohl beide Antiseren gegen die synthetischen Peptide aufgerei-
nigt wurden, ist die unspezifische Hintergrundfarbung stets sehr hoch. Mdglicherwei-
se lasst sie sich noch durch geeignetere Fixierungsbedingungen oder Blockierungs-

methoden reduzieren.

4.6 Hydra besitzt ein Ortholog der 6Cat/p120/Plakophilin-Familie

In der Gruppe der armadillo-repeat-Moleklile grenzt sich die Familie der 6Cat/p120/-
Plakophilin-Familie gerade durch die Konserviertheit der namensgebenden Doméne
ab (Abb. 3.27). Dagegen ist in den N- und C-terminalen Bereichen innerhalb der Fa-
milie und in den Unterfamilien die groBe Variabilitat aufféllig. Ein funktionaler Zu-
sammenhang einzelner Doméanen der wenig konservierten Bereiche mit der Lokalisa-
tion des Molekiils ist in jedem Fall nicht gesichert. Das in einem Two-Hybrid-Screen

isolierte HydCat unterscheidet sich hier auch véllig von den Ubrigen Vertretern dieser
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Familie. Die groBe Ahnlichkeit in seiner gesamten Struktur (Abb. 4.2), die Zahl und
Ordnung der armadillo-repeats und vor allem die Ubereinstimmung der Aminos&ure-
sequenz in diesem Bereich unterscheiden das Hydra-Molekil aber eindeutig von sei-
nem nachstverwandten arteigenen Molekil, dem HypCat und ordnen es der
dCat/p120/Plakophilin-Familie zu.

Hys-Catenin | o s T ] BT o T o] T ] ] | 1265 aa
Hog-Catenin | e ) e o ) e 1 i ] 1225 aa
Hyp-Catenin T3 EEE Fry FO Fey FOad F) Ed L) i s N B e 806 aa
HoAPC [ I N1 [ 1T TOETTETITIIN I [ ~2800 aa
Sac-Karyopherin o [ JE-HE-HE-aE-aE-sp-gp-ge=8 | 443 aa
Mus-Importin (T ] 482 aa

[ armadillo repeats

Abb. 4.2:

Strukturvergleich des HydCat mit dem p120/6-Catenin-Molekil des Menschen (Hod—Catenin), sowie
dem nachstverwandten Molekll in Hydra (Hyp-Catenin) und drei weiteren armadillo-repeat-Molekilen
(humanes Adenomatous polyposis coli (Ho-APC), Karyopherin o der Bierhefe (Sac-Karyopherin o)
und Importin aus der Maus (Mus-Importin)).

Die einzelnen armadillo-repeats des HydCat sind ihren jeweiligen Orthologen der &-
Catenin-Familie &hnlicher, als sich selbst zueinander (Abb. 3.24 und 3.25). Im Grad
dieser Ubereinstimmung liegt das Hydra-Molekdil im mittleren Bereich zwischen den
bekannten Werten fir die Unterfamilien der p120/8-Catenine und der Plakophiline, so
dass auch dieses Kriterium keine weitere Klassifikation erméglicht. Die phylogeneti-
schen Analysen bestatigen die isolierte Stellung des Hydra-Molekils in der Familie
der 6—Catenine. HydCat nimmt im Stammbaum eine eigene basale Stellung ein und
lasst sich auch nicht in eines der Cluster der Vertebraten oder Invertebraten einord-
nen (Abb. 3.26 und 3.27). HydCat zeigt in diesem Punkt groBe Ubereinstimmung mit
seinem Interaktionspartner HyCadh, das im Vergleich mit anderen bekannten Cadhe-
rin-Sequenzen eine ahnlich basale Position einnimmt und sich innerhalb der Gruppe
der klassischen Cadherine einer weiteren Eingruppierung entzieht (Kostron et al.,
eingereichte Arbeit).

Die Stammbaumanalysen zeigen die frihe Differenzierung der armadillo-repeat Mo-

lekile und phylogenetisch konservierte Funktion der 6-Catenine. So sind im basalen
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diploblastischen Metazoen Hydra mit HydCat und HyBCat wenigstens zwei Vertreter
der armadillo-repeat Familie vorhanden. Zum Anderen ist es in der Familie der &-
Catenine schon frih zu einer weiteren Differenzierung gekommen. So scheint inner-
halb der Gruppe der Vertebraten die Differenzierung der 6-Catenine und Plakophiline
ebenso konserviert zu sein wie die Auftrennung der Vertebraten- und Invertebraten-
Molekdle. Die gleiche Auftrennung innerhalb der Familien I&sst sich auch im Ver-
gleich der konservierten armadillo-repeat-Doméanen erzielen. Die funktionalen Unter-
schiede beruhen also nicht allein auf den Unterschieden in den wenig konservierten
Bereichen. Auffallig ist die relativ lange N-terminale Sequenz des Hydra-Molekdls.
Von anderen Vertretern der Familie ist bekannt, dass sie in verschiedenen Isoformen
auftreten,die zelltypspezifisch exprimiert werden. Allein von HodCat1 sind Uber drei-
Big verschieden Isoformen bekannt, die durch alternatives SpleiBen verschiedene
Translatiosstarts und somit unterschiedlich lange N-Termini aufweisen (Reynolds et
al., 1994; Keirsebilck et al., 1998). Zudem unterscheiden sie sich durch verschiedene
Exons im armadillo-repeat 6 und im C-Terminus. Die zelltypspezifische Expression
der verschiedenen Isoformen korreliert vermutlich auch mit funktionellen Unterschie-
den. So ist die Isoform mit der langsten N-terminalen Sequenz nur in Zellen zu fin-
den, die N-Cadherin exprimieren, die kirzeren Isoformen werden dagegen haufiger
in Zellen zusammen mit E-Cadherin exprimiert. Durch das alternative SpleiBen blei-
ben die armadillo-repeats und die Bindungsdomane flr die Cadherine unberihrt. Die
funktionellen Unterschiede der Isoformen beruhen vermutlich in ihrem Vermdgen,
verschiedene Bindungspartner fir die Cadherinkomplexe zu rekrutieren und so deren
Funktion zu regulieren (Anastasiadis und Reynolds, 2000).

4.7 Die Komponenten eines Adhasionskomplexes sind in Hydra vorhanden

HyCadh und HydCat zeigen sowohl in ihrer Kolokalisation und zeitgleichen Aufregu-
lierung ihrer Transkripte eine strenge Synexpression und deuten auf einen engen
funktionalen Zusammenhang. Gemeinsam mit der Tatsache, HyCadh und HydCat als
Interaktionspartner von HyBCat identifiziert wurden, deutet die gleichmaBig niedrige
Expression von allen drei Molekllen im ektodermalen Epithel sowie die gleichzeitige

Aufregulierung in der frihen Phase der Reaggregation, in der Zellverbindungen auf-
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gebaut und eine erste Ordnung erstellt wird, auf die Existenz eines Adhasionskom-
plexes in Hydra.

Uber die Funktion der §-Catenin-Molekiile bei der Bildung von Adhésionskomplexen
herrscht noch keine einheitliche Meinung. Einige Untersuchungen sprechen dafr,
dass benachbarte Zellen mit ihren extrazellularen Cadherin-repeats erst interagieren
kénnen (trans-Dimerisierung), nachdem in jeder Zelle zwei Cadherinmolekiile sich
verbunden haben (Shapiro et al., 1995; Pertz et al., 1999). Diese laterale (cis-) Dime-
risierung soll durch 3-Catenine aktiviert werden (Yap et al., 1998; Navarro et al.,
1998; Thorensen et al., 2000). Auch bei der cytoplasmatischen Vernetzung und da-
mit Verankerung der Cadherine in der Zellmembran spielen 3-Catenine eine wichtige
Rolle und tragen zur Stabilisierung der Zellverbindung bei (Anastasiadis und Rey-
nolds, 2000). Unklar ist, ob die Vernetzung der Cadherine durch 8-Catenine erst er-
folgen kann, nachdem sie sich zu einem Cluster vereinigt haben oder ob die einzel-
nen Cadherine durch die vermittelnde Funktion der §-Catenine zusammengefihrt
werden. In dieser Arbeit zeigen HyCadh und HydCat Gberall eine zeitgleiche Sy-
nexpression. Auch in den unreifen und wandernden Nematocyten ist kein Unter-
schied in der Expression der beiden Molekile zu erkennen. Wenn HydCat nur zur
Stabilisierung bestehender Adhédsionskomplexe benétigt wirde, dann ware seine
Expression auch erst in den im Epithel fest verankerter Nematocyten zu erwarten.
Tatsachlich ist sie schon in den frihen Stadien der Nematocytenreifung zu erkennen.
Auch die InSitu- und RT-PCR-Experimente mit den Aggregaten zeigen die friihe und
zeitgleiche Expression von HydCat und HyCadh. Alle Ergebnisse sprechen flr einen
friihen regulierenden Einfluss von HydCat auf die Funktion von HyCadh.

Ein Hinweis auf eine Funktion von HydCat in Signaltransduktionswegen ist nicht zu
erkennen. So fehlen dem Hydra-Molekil charakteristische Domanen, etwa die NLS-
Domane (Nuclear Localization Signal, Imamura et al., 1998) im sechsten armadillo-
repeat (CW/FGxKKxKxKK), die bei anderen Vertretern der Familie identifiziert wur-
den und denen eine Bedeutung beim Transfer in den Zellkern zugesprochen wird (Lu
et al., 1999).
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4.8 Nematocytenreifung und Verankerung

Neben der epithelialen Expression zeigen HyCadh und HydCat eine Funktion bei der
Entwicklung der fir Cnidarier charakteristischen Nesselzellen. Die Entwicklung der
Nematocyten beginnt im Rumpf der Polypen, wo sie sich aus den multipotenten in-
terstitiellen Stammzellen differenzieren. Durch mehrfache Teilung bilden sie zun&chst
Nester von 2-32 Nematoblasten, in denen die Bildung der Kapselwand erfolgt. Ist die
Reifung abgeschlossen, 16sen sich die Nester auf und die Nematocyten wandern im
ZellfluB entlang der Mesogloea zu den Tentakeln, wo sie in Komplexe mit ektoderma-
len Epithelzellen eingebunden werden. In diesen sogenannten Batteriezellen sind die
Nematocyten Uber desmosomale Kontakte mit den ektodermalen Epithelzellen ver-
bunden, die wiederum Uber hemidesmosomale Verbindungen an der Mesogloea
verankert sind. In den Desmosomen der Triploblasten stellen Cadherine die Verbin-
dungen zwischen den benachbarten Zellen her. Die hohe Synexpression von Hy-
Cadh und HydéCat in den Batteriezellen kann daher auf diese desmosomalen Verbin-
dungen zwischen Nematocyten und Epithelzellen zuriickgefuhrt werden. Die frihzei-
tige Expression der Adhasionsmolekiile garantiert die Verankerung der Nematocyten,
wenn sie in den Tentakeln auf Epithelzellen mit gleichfalls hoher Expression treffen.
HyBCat zeigt in den Tentakeln dagegen keine erhdhte Expression, so dass die Auf-
regulierung von HyCadh und HydCat allein in die desmosomalen Verbindungen der
Batteriezellen flieBen kann. Da die Expression von HyCadh und HydCat schon in un-
reifen Nematoblasten und wandernden Nematocyten zu erkennen ist, muf3 ihre Funk-
tion nicht nur in der Verankerung in den Tentakeln liegen. Mdglicherweise tUberneh-
men sie auch noch anderen Funktionen in der Zelldifferenzierung und Wegfindung
der Nematocyten zu den Tentakeln. Flr diese organisierende Funktion dieser beiden
Moleklle spricht die ausschlieBliche Expression im Ektoderm und die fehlende
Expression von HypBCat in den Nematocyten.

Auffallig ist die geringe Transkription von HyBCat in den Tentakeln und die fehlende
Lokalisation des Molekils in den Zellkernen. Im allgemeinen ZellfluB aus dem Rumpf
zu den Tentakeln gelangen die Zellen zunachst in den Kopfbereich der Polypen, wo
sie aufgrund seiner Funktion im Kopforganisationszentrum eine Aufregulierung des
HyBCat erfahren. Wandern die Zellen weiter in die benachbarten Tentakeln, so be-

sitzen sie schon ein erhdhtes Expressionsniveau. Hier verharren die ausdifferenzier-
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ten Zellen in der Go-Phase des Zellzyklus und die Funktion des HypfCat beschrankt
sich auf die Zelladhasion. Vermutlich wird das cytoplasmatische HypCat ganz durch
das hier stark aufreguliert vorkommende HyCadh bei der Verankerung der Nemato-
cyten in Anspruch genommen.

4.9 Der HyCadh Antikorper zeigt ein komplexes Bild des Nervennetzes in Hy-
dra

Die InSitu-Analysen mit der HyCadh RNA-Sonde ermittelte Expression des Tran-
skriptes in den neuronalen Zellen konnte mit dem neuen HyCadh-Antikérper
reproduziert werden. Die Spezifitat des Antikérpers wird durch die Detektion des re-
kombinant exprimierten HyCadh bestétigt (Abb. 3.16), er ist demnach in der Lage,
HyCadh zu erkennen. In den Westernblotanalysen kann mit diesem Antikdrper nicht
nur ein einzelnes Molekll detektiert werden, vielmehr erscheinen konstant drei
Fragmente (Abb. 3.15). In einem Kompetitionstest lasst sich die Detektion aller drei
Banden inhibieren. Keine der Banden reprasentiert dabei die erwartete GréBe des
HyCadh in seiner gesamten Lange. Ob es sich um drei unterschiedlich groBe Frag-
mente des sehr langen HyCadh-Molekiils handelt, die alle die cytoplasmatische Do-
mane und damit das Erkennungsepitop des Antikérpers enthalten, lieBe sich zweifel-
frei nur durch Isolation und Sequenzierung der Proteinbanden klaren. Die Beschran-
kung der detektierten Proteinbanden auf die neuronalen Zellen im Zelltyp-Western
(Abb. 3.18) bestatigt ein friiheres Ergebnis einer Zelltyp-Northernblot-Analyse, bei
der mit einer HyCadh-RNA-Sonde die Transkripte in den gleichen Elutriationsfraktio-
nen festgestellt wurden (B. Kostron, persdnliche Mitteilung). In beiden Analysen fehlt
aber eine Detektion in den ektodermalen Epithelzellen, die nach den RNA-InSitu-
Untersuchungen zu erwarten waren. Die neuronale Spezifitdt des Antikérpers setzt
sich in den imuncytochemischen Untersuchungen im fixierten Hydragewebe fort. So
kénnen mit dem neuen Antikérper in Hydra erstmals Uber den gesamten Polypen
verschiedene Nervenzelltypen angefarbt werden und zeigen ein sehr viel komplexe-
res Bild des Nervengewebes in Hydra, als es bislang dargestellt werden konnte (Abb.
3.19 und 3.20). Dabei werden aber mit dem HyCadh-Antikérper doch nicht alle
Nervenzellen erkannt, wie die Doppelfarbungen mit dem  zweiten

nervenzellspezifischen Antikbrper Nv-1 zeigen (Abb. 3.21 und 3.22). Wie der

Vergleich der sensorischen Zellen im Hypostom und den Tentakelspitzen zeigt, ist
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und Nv-1-positiven Zellen in den verschiedenen Korperregionen unterschiedlich. Die
Detektion mit dem HyCadh-Antikdrper ist demnach nicht auf einen Nervenzelltyp be-
schrankt, vielmehr scheint sie ein Merkmal far die funktionale Differenzierung der
Nervenzellen zu sein. Aufgrund der Aminosauresequenz lasst sich HyCadh nach
seiner Struktur den klassischen Cadherinen zuordnen und reprasentiert dabei ver-
mutlich eine sehr urspringliche Form dieser Molekllfamilie, wie sie nur bei Nicht-
chordaten gefunden wird (B. Kostron, persénl. Mitteilung). Eine genauere Klassifika-
tion innerhalb der klassischen Cadherine ist aufgrund der Sequenz nicht méglich. Die
Ergebnisse der Expressions-Analysen auf RNA-Ebene mit InSitu-Hybridisierung und
Zelltyp-Northern sowie die Antikérper-Analysen im Zelltyp-Western und im fixierten
Gewebe legen aber eine Zuordnung zu den in neuronalen Zellen exprimierten N-
Cadherinen nahe. Cadherine lbernehmen durch die Regulierung differentieller ad-
hésiver Interaktionen wichtige Aufgaben bei der Ausbildung und Entwicklung von
Nervensystemen (Tessier-Lavigne und Goodman, 1996). So sind sie speziell von
besonderer Bedeutung bei der Neurulation, der Separierung des Neuroektoderms,
beim Auswachsen und der Blndelung der Axone, der Migration und Wegfindung
neuronaler Zellen sowie der Ausbildung und Stabilisierung synaptischer Verbindun-
gen (Tepass et al., 2000; Angst et al. 2000; Ranscht, 2000). In Xenopus-Embryonen
andern zu Beginn der Neurulation die Zellen, aus denen sich das Neuralrohr bildet,
ihr Expressionsverhalten. Anstelle von E-Cadherin exprimieren sie nun N-Cadherin,
die benachbarten Epithelzellen dagegen weiter E-Cadherin (Fujimori, 1990; Kintner,
1992). Bei der Entwicklung des zentralen Nervensystem des Menschen lassen sich
deutlich eingegrenzte Regionen bestimmen, die ausschlieBlich bestimmte klassische
Cadherine exprimieren (Redies, 2000). Im Menschen sind bislang mehr als 80, in
Drosophila 16 und in C.elegans 14 verschieden klassische Cadherine identifiziert
worden (Tepass et al., 2000). Cadherin-Catenin Komplexe sind ein wichtiger Be-
standteil der synaptischen Verbindungen zwischen Neuronen und tragen zu ihrer
Stabilitat bei (Uchida et al. 1996). Dabei kénnen unterschiedliche Cadherine in ver-
schiedenen Populationen von Synapsen gefunden werden. Cadherine haben daher
vermutlich eine wichtige Funktion bei der spezifischen Interaktion und Aktivitat der
Synapsen (Tanaka et al., 2000; Ranscht et al. 2000). Da der HyCadh-Antikdrper
nicht mit allen Nervenzellen kreuzreagieren kann, liegt die Vermutung nahe, dass
auch in Hydra bereits verschiedene Cadherine vorhanden sind, die eine genauere
funktionelle Differenzierung erméglichen. Das konnte auch erklaren, warum die in
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der InSitu-Analyse beobachtete Expression in den Epithelzellen mit dem AntikGrper
nicht reproduziert werden konnte.

Die far die InSitu-Hybridisierungen verwendete RNA-Sonde umfasst die gesamte
cytoplasmatischen Doméane von HyCadh, die auch die hochkonservierten Bindungs-
domanen fur B- und 8-Catenin enthalt. Vor allem die an die Zellmembran angrenzen-
de junxtamembrane domain (JMD) stellt den konserviertesten Abschnitt des Molekils
dar, der die gréBten Ubereinstimmungen unter allen klassischen Cadherine zeigt
(Ohkubo und Ozawa, 1999; Thorensen et al., 2000). Es ist daher nicht ausgeschlos-
sen, dass die InSitu-Sonde, die einen Bereich von fast 1000 Aminosauren umfasst,
verschiedene aber sehr &hnliche Cadherine in Hydra detektieren kann. Der HyCadh-
Antikdrper erkennt dagegen ein kurzes Epitop aus dem Bereich zwischen den Cate-
nin-Bindungsdoménen, einem Bereich, der in der cytoplasmatischen Domane der
klassischen Cadherinen die gréBte Variabilitat aufweist (Abb. 3.14). Es ist also még-
lich, dass die InSitu-Sonde auch ein epithelial exprimiertes Cadherin detektiert, das
von dem spezifischeren Antikdrper nicht erkannt werden kann.

Eine weitere Erklarungsmdoglichkeit flr eine ausbleibende Detektion des Antikérpers
kdnnte sein, dass das Epitop nicht immer frei zuganglich ist. Neben einer blockieren-
den Wirkung eines Bindungspartners, der eine Kreuzreaktion des Antikérpers verhin-
dert, wird diskutiert, dass die cytoplasmatische Domane von klassischen Cadherinen
durch die Interaktion mit verschiedenen Bindungspartnern auch eine Konformation-
sanderung erfahrt (Anastasiadis und Reynolds, 2000). Hier wird auch wieder die be-
sondere Bedeutung von d-Cateninen deutlich, die in verschiedenen Isoformen an
Cadherine binden und z.B. durch die Rekrutierung verschiedener Bindungspartner
die spezifische Funktion der Cadherine in unterschiedlichen Zelltypen regulieren
kdnnen. Danach kdnnte also auch HyCadh nur in einer spezifischen Konformation
und Funktion in bestimmten Nervenzellen, nicht aber in Epithelzellen von dem Anti-
kérper erkannt werden.

Sehr wahrscheinlich sind aber auch bereits in Hydra verschiedene Cadherine mit
verschiedenen Funktionen in der Zelladhasion, der Separierung der Epithelien, der
Etablierung von Organisationszentren sowie der Ausbildung des Nervensystems vor-
handen. Gemeinsam mit der Interaktion und regulierenden Funktion von verschiede-
nen Bindungspartnern, wie z.B. HydCat, waren damit in Hydra ein vielfaltiges In-
strument der zelltypspezifischen Differenzierung gegeben.
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5 Material und Methoden

5.1 Tiere

Als Versuchstier diente der StBwasserpolyp Hydra vulgaris (Stamm Basel). Flr im-
muncytochemische Analysen wurde auBerdem der Stamm Hydra magnpapillata
(Stamm 105, Sugiyama und Fujisawa, 1977), fur die Untersuchung zelltyp-
spezifischer Genexpression der temperatursensitive Stamm Hydra magnpapillata sf-
1 (Sugiyama und Fuyisawa, 1978) verwendet. Die Hydren wurden bei 18+1°C in Kul-
turmedium (1mM CacCl,, 0,1mM MgCl,, 0,1 mM KCI, 1mM NaH.COs3, pH 7,8) gehal-
ten, mit frisch geschlipften Krebslarven (Artemia salinas) geftttert und anschlieBend
zweimal mit frischem Medium gewaschen. Vor den Experimenten wurden die Tiere
an mindestens funf aufeinander folgenden Tagen geflttert, die letzte Fltterung er-
folgt 24Std vor Beginn der Versuche.

5.2 Regeneration und Reaggregation

FUr die Regenerationsversuche wurde knospenlosen Polypen von Hydra vulgaris, die
in eine Petrischale mit Hydramedium gegeben wurden, mit einem Skalpell der Kopf
abgetrennt (ca. 80% der Rumpflange vom FuB aus gemessen). AnschlieBend wur-
den die Riumpfe der geschnittenen Tiere in eine neue Petrischale mit frischem Hyd-
ramedium umgesetzt und weiter bei 18°C gehalten.

In den Reaggregationsversuchen wurde 300 knospenlosen Polypen mit einem Skal-
pell Kopf und FuB abgetrennt, um Bereiche, die ein erhdhtes Musterbildungspotential
tragen, zu entfernen. Die Polypen wurden jeweils dreimal zunachst mit frischem Hyd-
ramedium, dann mit Dissoziationsmedium (3,6mM KCI, 6mM CaCl,, 1,2mM MgSQy,
6mM NaCitrat, 6mM NaPyruvat, 6mM Glucose, 12,5mM TES, 50mg/I Rifampicin, pH
6,9) gewaschen, anschlieBend weitere 10 Minuten in Dissoziationsmedium inkubiert.
Durch Auf- und Absaugen mit einer Dissoziationspipette wurden die Polypen zu einer
Zellsuspension mechanisch dissoziert. Durch Zentrifugation (1000 rpm/ 5min, Beck-
ham GS6, 21cm Ausschwing-Rotor) in 50ml Zentrifugenréhrchen (Fa. Greiner) wur-
den kleinere Zellbestandteile entfernt. Das Pellet wurde in ca. 25ml Dissoziationsme-
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dium resuspendiert, auf 0,4ml Plastikr6hrchen (Fa. Roth) verteilt und fir weitere funf
Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Die resultierenden Zellklumpen wurden in Petri-
schalen mit frischem Dissoziationsmedium dberfihrt, das innerhalb von 24 Std
(100%/ 0-4 Std, 75%/ 4-12 Std, 50%/ 12-18 Std, 25%/ 18-24 Std) schrittweise in Hyd-
ramedium gewechselt wurde. Die Reaggregate wurden anschlieBend taglich in fri-
sches Hydramedium umgesetzt und von Verunreinigungen befreit. Aus 300 Polypen
konnten so 50-55 Aggregate hergestellt werden.

5.3 Eliminierung von interstitiellen Zellen aus Hydra magnipapillata sf-1

Bei Tieren des hitzesensitiven Stammes sf-1 von Hydra magnipapillata kbnnen die
interstitiellen Stammzellen durch Hitzebehandlung selektiv eliminiert werden (Sugiy-
ama und Fujisawa, 1978). Das fuhrt dazu, daB auch die daraus resultierenden Diffe-
renzierungsprodukte (Nervenzellen, Nematocyten und Driisenzellen) sukzessive ver-
loren gehen. Hierflir werden die Tiere fur 48 Std bei 26°C und anschlieBend noch
weitere 48 Std bei 18°C gehalten und dabei durchgehend gefittert. Durch diese Be-
handlung konnten die interstiellen Stammzellen und die resultierenden Differenzie-
rungsprodukte vollstandig entfernt werden, was durch Begutachtung von mazerierten
Tieren festgestellt wurde (David, 1973).

5.4 Klonierung des N-und C-terminalen Teils eines méglichen Hydra-

6—catenin

Um das in einem Hefe-Two-Hybrid-Screen isolierte Fragment eines armadillo-repeat-
Molekils zu vervollstandigen, wurden zunachst ein Genbankscreen und anschlie-
Bend zwei aufeinander folgende 5’'RACE- und ein 3’'RACE-Experiment durchgeflhrt.
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5.4.1 Genbankscreen

5.4.1.1 Ausplattieren und Filterlifts

Far den Genbankscreen wurde eine cDNA-Bank verwendet, die von Dr.Hans Bode
und Dr. Mike Sarras von der University of California, Irvine, zur Verfliigung gestellt
wurde. Die von der Firma Stratagene erstellte Hydra vulgaris cDNA-Bank wurde mit
einem Gemisch aus Oligo(dT)- und Zufalls (random)-Oligonukleotiden revers transk-
ribiert und Uber die Eco RI-Schnittstelle in LambdaZap ® Vektoren (Fa. Strata-gene)
kloniert.

Als Wirtszellen fur die Lambdaphagen diente der E. coli-Bakterienstamm XL1-Blue
MRF (Stratagene). Von einer Ubernachtkultur in LB-Medium mit 10mM Mg2SOs,,
0,2% Maltose und 5ug/ ml Tetracyclin wurde 1ml in 49ml frisches Medium ohne
Tetracyclin gegeben, zu einer optischen Dichte von ODgy = 1,0 herangezogen und
anschlieBend abzentrifugiert (50ml Greinerréhrchen, 13000 rpm/ 10 min/ RT, Beck-
ham GS6, 21 cm Ausschwing-Rotor). Das Pellet wurde in kaltem Mg>,SO4 geldst, die
Suspension auf eine optische Dichte von ODggo = 0,6 eingestellt und bei 4°C aufbe-
wahrt.

Von der Phagenbank wurde mit SM-Puffer eine Verdinnungsreihe erstellt, je 100 pl
Phagenverdiinnung wurden mit 100 pl XL1-Blue in Mg>SO,4 gemischt und fiir 15 Mi-
nuten bei 37°C inkubiert. Das Gemisch wurde zu 3 ml NZY-Top-Agarose (52°C) ge-
geben, auf NZY-Platten ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Die gebilde-
ten Plagues wurden ausgezahlt und mit den bekannten Verdinnungen konnte der
Phagentiter in pfu/ ml (plaque forming units) berechnet werden. Fir die nachfolgen-
den Screens wurde eine Phagenverdinnung von ca. 80-100000 pfu eingestellt. 100
ul Phagenverdiinnung wurden mit 100 pl XL1-Blue far 15 min bei 37°C inkubiert, in
40 ml NZY-Top-Agarose auf eine 22x22 cm NZY-Agar-Platte ausplattiert und tber
Nacht bei 37°C gehalten. Durch Filterlifts wurde die DNA auf zwei Nylonmembranen
(Biodyne A, 1,2 um, Fa. Pall) Gbertragen. Die erste Membran wurde 90 Sekunden,
die zweite Membran 180 Sekunden auf die NZY-Platte mit der Phagenbank aufge-
legt. Die Filterlifts und die darauf befindliche DNA wurden jeweils fiinf Minuten dena-
turiert (0,5M NaOH, 1,5M NaCl), neutralisiert (0,5M Tris-Cl pH 7,4, 1,5M NaCl) und
gewaschen (2xSSC). Durch UV-Bestrahlung (UV Stratalinker, Fa. Stratagene) wurde
die nun einzelstrangige DNA kovalent an die Membran gebunden.
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5.4.1.2 Herstellung der Gen-Sonde und Hybridisierung

Zum Absuchen der Hydra vulgaris cDNA-Bank wurde eine radioaktiv markierte Son-
de verwendet, bei der in ein 1,2 kb groBes Fragment des im Two-Hybrid-Screens
isolierten armadillo-repeat-Molekiils **P-dATP eingebaut wurde (Prime It Il Random
Primer Labeling Kit, Fa. Stratagene). Syntheseprimer fir die Markierungsreaktion
waren p120-2 (5-GCATGAGCAACAGCACG-3") und p120-3 (5-CATCATGTGTGT-
TTTGCGTAATC-3"). Nach anschlieBender Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide
(Nick Column Sephadex G-50 DNA Grade, Fa. Pharmacia), Szintillationsmessung
(860 cpm/ wl) und kurzer Denaturierung (95°C/ 5 min) wurden 200 ul der so herge-
stellten Sonde zu 20ml Hybridisierungspuffer (6x SSC, 5x Denhardts, 0,1% SDS,
50% Formamid, 0,05M NaPi, 6% ddH.O) gegeben. Die Membranen wurden zu-
nachst far zwei Stunden in Hybridisierungspuffer prahybridisiert, anschlieBend Uber
Nacht mit der verdinnten Sonde inkubiert und schlieBlich 2x 20 min mit 50 ml 2x
SSC/ 2% SDS gewaschen. Alle diese Schritte erfolgten bei 42°C in Glasrdhren, die
in einem Hybridisierungsofen (400 HY-E, Fa. Bachofer) rotierten. Auf die hybridisier-
ten Lifts wurde flr 48 Std bei -80°C ein Réntgenfilm (Fa. Kodak) aufgelegt. So konn-
ten drei Bereiche identifiziert werden, die auf beiden Lifts positive Signale zeigten.
Diese Bereiche wurden mit dem stumpfen Ende einer Pasteurpipette aus der Platte
mit der cDNA-Bank ausgestochen und die Agarstickchen in je 1 ml SM-Puffer mit 20
w Chloroform aufgenommen. Nach Inkubation Gber Nacht bei 4°C konnten die dif-
fundierten Phagen in SM-Puffer flr eine Neuinfektion von XL1-Blue Zellen verwendet
werden. Da die Dichte der Plaques auf der cDNA-Bank Platte zu gro3 war, um ein-
zelne Klone zu isolieren, wurde von den ausgestochenen Bereichen Verdinnungen
ausplattiert. Wieder wurden Filterlifts hergestellt, hybridisiert und auf Réntgenfilm de-
tektiert. Nun war eine eindeutige Zuordnung von insgesamt acht einzelnen Plaques
zu positiven Signalen auf dem Film mdglich. Diese Plaques wurden wiederum aus-

gestochen und in SM-Puffer mit Chloroform aufgenommen.

5.4.1.3 In vivo Excision

In den linearisierten LambdaZap © Vektor sind zu beiden Seiten der Klonierungsstelle
Fragmente des Plasmidvektors pBluescript SK eingebaut. Die Plasmidsequenzen

71



Material und Methoden

werden von den Replikationsstart- und Replikationsstop-Sequenzen des Bakteri-
ophagen f1 flankiert. Bei gleichzeitiger Infektion von E.coli-Zellen mit den Lambda-
Zap-Phagen und sogenannten Helferphagen, die f1-Phagen-DNA enthalten, wird die
zwischen dem f1-Replikationsstart und —stop einklonierte DNA von den f1-Proteinen
repliziert, zikularisiert und verpackt und schlieBlich aus den Bakterien ausgeschleust.
Nach Abtrennung der Bakterien kdnnen die so entstandenen Phagmidpartikel zur
Transformation nicht infizierter Phagen verwendet und auf Ampicillin-Resistenz und
B-Galactosidase-Aktivitat (Blau- oder Weissfarbung) selektioniert werden. Nur Bakte-
rien, die einen Phagemidvektor enthalten, kbnnen auf dem Medium mit Ampicillin
wachsen, solche, bei denen ein cDNA-Fragment in das B-Galactosidase-Gen einge-
baut wurde, zeigen eine Weissfarbung.

Zur Durchfihrung der in vivo-Excission wurden 200 ul der aus den Filterlifts isolierten
einzelnen Phagensuspensionen mit 200 wl E.coli XL1-Blue Zellen (ODggp = 1,0) und 1
ul des Ex-Assist Helper Phage (>10° pfu/ml) gemischt, 15 min bei 37°C inkubiert,
anschlieBend zu 3 ml NZY-Medium gegeben und tber Nacht im Wasserbad bei 37°C
geschittelt. Am folgenden Tag wurde die Lésung zum Abt6ten der Bakterien und
Pagen fir 20 min auf 70°C erhitzt und anschlieBend abzentrifugiert (2000 rpm/ 15
min, Beckham GS6, 21 cm Ausschwing-Rotor). Der die Phagemidpartikel enhaltene
Uberstand wurde bei 4°C aufbewahrt.

5.4.1.4 Selektion und Auswertung

Zur Selektion wurden 200ul des E.coli Stammes XLOLR (ODggo = 1,0) mit 100 ul des
Phagemid-Uberstandes gemischt, fir 15 min bei 37°C inkubiert, zu 300 ml NZY-
Medium gegeben und noch fir 45 min bei 37°C geschiittelt. AnschlieBend wurden
verschiedene Mengen (20, 100 und 200 pl) auf LB-Platten mit Ampicillin, X-Gal und
IPTG ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. XLOLR Zellen sind gegen eine
Infektion mit Lambda-Phagen resistent und auch Helferphagen kénnen sich in diesen
Zellen nicht vermehren, so dass nach der Excission keine neue Infektion mit Lamb-
da-Phagen erfolgen kann.

Von den Platten wurden einzelne weiB3e Klone gepickt und in 2 ml LB-Medium mit
Ampicillin Gber Nacht bei 37°C herangezogen. Die anschlieBende Plasmidpréparati-
onen erfolgten mit dem Plasmid Mini Prep Kit der Fa. Qiagen. Die GréBe der einklo-

nierten cDNA-Fragmente wurde mit einem Eco RI-Restriktionsver-dau bestimmt. Die
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Sequenzierung geeigneter Klone erfolgte durch PCR mit Didesoxynucleotiden (San-
ger et al.1977) und markierten Standardprimern (T7 und T3) des Thermo-
Sequenase-Kits der Fa Pharmacia. Die Sequenzreaktionen wurden auf einem auto-
matischen Sequenziergerat (ALF Expressll, Fa. Pharmacia) aufgetrennt und die Se-
guenzdaten mit der OMIGA 1.1.3. Software der Fa. Oxford Molecular ausgewertet.

5.4.2 RACE-Experimente

5.4.2.1 RNA Isolation

Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kit der Fa. Qiagen aus Hydragewebe
gewonnen. Dazu wurden je 40 Hydren in 600 pl Lysispuffer mit einer Pipette homo-
genisiert. Die weitere Aufreinigung und Isolation erfolgte nach dem Spin-Protokoll
des Herstellers. Die Elution der Gesamt-RNA erfolgt mit je 100 ul DEPC-H.0, je 2 ul
wurden davon zur Kontrolle auf ein Agarosegel (1%) geladen. Zur Isolation der po-
lyA*-RNA aus der Gesamt-RNA wurde das Oligotex mRNA Mini Kit der Fa. Qiagen
verwendet. Je zwei Ansatze der Isolation von Gesamt-RNA wurden vereinigt, mit
DEPC-H,0 auf ein Volumen von 250 pl aufgefillt und mit weiteren 250 ul DEPC-H,O
und 15 pl Oligo(dT)-Latexkugelsuspension fir 3 min bei 70°C und weitere 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die weitere polyA™-RNA-Selektion erfolgte nach Herstel-
lerangaben. Die Elution erfolgte mit 100 ul Elutionpuffer (5mM TrisCl, pH 7,5). Die
RNA wurde mit 2 Volumen 3M NaAcetat pH 5,2 und einem Volumen Isopropanol bei
-20°C Uber Nacht geféllt, anschlieBend bei 14000 rpm fir 15 min zentrifugiert (Beck-
man Avanti'™ 30 Centrifuge, Rotor F2402), das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen
und mit 10 ul DEPC-H.0 resuspendiert. Die Konzentration der polyA™-RNA wurde mit
einem Photometer (Pharmacia Biotech Ultrospec 3000) bestimmt und betrug 92 ng/
ul bei einer Ratio 260 nm/280 nm von 1,9.

5.4.2.2 cDNA-Synthese und RACE Reaktionen

Die cDNA-Synthesereaktionen wurden mit jeweils ca 300 ng polyA™-RNA und bei
42°C mit der Superscript Il Reversen Transkriptase der Fa. Gibco durchgefihrt. Bei
der Synthese wurde an ein Ende der Transkripte ein Oligonukleotid bekannter Se-
guenz ansynthetisiert. In den RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) Experimen-
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ten konnten so mit einem dem Oligonukleotid komplementaren und einem genspezi-

fischen Primer die gesuchten Fragmente amplifiziert werden.

5.4.2.3 RACE 1

In den ersten RACE Experimenten wurde cDNA verwendet, die mit dem SMART Sy-
stem der Fa. Clontech in einem Gesamtvolumen von je 12 ul synthetisiert wurden.
An das 5-Ende der Transkripte wurde das SMART Il Oligonukleotid (5°-
AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGG-3') ansynthetisiert. Fir die 5"RACE
wurde eine genspezifische cDNA mit dem spezifischen Synthese-Primer p120-18 (5°-
GCCTGTGATTTTAAACTTTGGTCATTTGCC-3") hergestellt. Die PCR-Reaktion er-
folgte in einem Volumen von 50 pl mit dem genspezifischen Primer p120-21 (5°-
GAGAAGATCAAGGAGATTAATGC-3) und dem Primer QIl (5'-GCAGTGGTAAC
AACGCAGAG-3"). Die PCR Bedingungen waren 1x 95°C/ 1 min, 35x (95°C/ 1 min,
56°C/ 1 min, 72°C/ 4 min), 1x 72°C/ 5 min. 2 pl der PCR Reaktion wurden als DNA-
Probe (template) in eine zweite PCR Reaktion mit den Primern p120-20 (5'-
GATTGAAGTTTCTATTTGAATGGG-3") und Q Il und gleichen Bedingungen einge-
setzt.

Fir das 3’'RACE Experiment wurde eine cDNA mit dem 3’-Syntheseprimer QT (5°-
CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGC(T)15-3") hergestellt. In der
ersten PCR-Reaktion wurden die Primer p120-38 (genspezifisch, 5-GCTGAA
ATGGAGTCTCAGGACTCAG-3") und Q0 (5-CCAGTGAGCAGAGTGACG-3"), in der
darauf folgendenden zweiten PCR-Reaktion die Primer p120-39 (genspezifisch, 5°-
AGAGTCCGATCCACGACGTTACCT-3") und QI (5-GAGGACTCGAGCTCAAGC-3")
verwendet. Die PCR Bedingungen waren 1x 95°C/ 1 min, 35x (95°C/ 1 min, 58°C/
1min, 72°C/ 1 min), 1x 72°C/ 5 min.

Die Banden der auf einem Agarosegel aufgetrennten Amplifikationsprodukte wurden
ausgeschnitten, mit dem NucleoTrap Kit der Fa. Macherey-Nagel aufgereinigt, in den
PGEM-T Vektor der Fa. Promega ligiert und nach Standardmethoden in E. coli XL-1
Bakterien transformiert (Sambrook et al., 1989). Mit einzelnen auf Ampicillin-
Resistenz und B-Galaktosidase-Aktivitat selektionierten Kolonien wurde eine Plas-
midpraparation durchgefihrt (Plasmid Mini Prep Kit, Fa. Qiagen) und der Erfolg der
Transformation durch einen Apal/ Sacl-Restriktionsverdau (Fa. Pharmacia) Uber-
prift. Die Sequenzierung geeigneter Klone erfolgte mit markierten Standardprimern
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(T7 und Sp6) des Thermo-Sequenase-Kits der Fa Pharmacia. Die Sequenz-
reaktionen wurden auf einem automatischen Sequenziergerat (ALF Expressll, Fa.
Pharmacia) aufgetrennt und die Sequenzdaten mit der OMIGA 1.1.3. Software der

Fa. Oxford Molecular ausgewertet.

5.4.2.4 RACE 2

Da die mit dem SMART System synthetisierte cDNA in den RACE Reaktionen kein
vollstdndiges 5°-Ende des Molekils ergab, wurde in einem zweiten RACE Experi-
ment cDNA verwendet, die mit dem GeneRacer Kit der Fa. Invitrogen hergestellt
wurde. Die Methode soll garantieren, daB nur RNA mit einem vollstdndigem 5 -Ende
revers transkribiert wird. Dazu wird zunachst die RNA dephosphoryliert, wovor intakte
RNA durch ihre Cap-Struktur, einem 7-Methylguanosin-Rest, geschitzt ist. Anschlie-
Bend wird die Triphosphatbriicke, tber die die Cap-Struktur mit dem 5’'Ende der RNA
verbunden ist, durch eine Pyrophosphatase gespalten. Nur RNA mit einem intakten
5’-Ende tragt nun noch eine freie Phosphatgruppe am 5°Ende, an das ein RNA-
Oligonukleotid mit bekannter Sequenz (5-CGACUGGAGCACGAGGACACUGAC
AUGGACUGAAGGAGUAGAAA-3’) anligiert werden kann. Die First-strand cDNA-
Synthese erfolgte mit einem Random Primer (p(dN)s , Fa. Boehringer Mannheim, 1st
Strand cDNA Synthesis Kit). Das Gesamtvolumen der cDNA-Synthese betrug 20 pl.
In die 50 pul PCR-Reaktionen wurden davon je 1 pl (1:10 verdinnt) und von den Pri-
mern je 20 pmol eingesetzt. Primer fir die 5’/RACE PCR-Reaktion 1 waren p120-30
(genspezifisch, 5-CTCTGTCATAATTTCTATCATCCC-3) wund GR5-1 (5-
CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3"). Die PCR Bedingungen waren 1x 95°C/ 1
min, 35x (95°C/ 1 min, 58°C/ 1 min, 72°C/ 4 min), 1x 72°C/ 5 min. 2 ul der PCR Re-
aktion 1 wurden als template in eine zweite PCR Reaktion mit gleichen PCR Bedin-
gungen eingesetzt, die PCR Primer waren p120-29 (genspezifisch, 5-GTCAT
AATTTCTATTACCTCTGTC-3") und GR5-2 (5-GGACACTGACATGGACTGAA-
GGAGTA). Die weitere Klonierung und Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte
wie im ersten RACE Experiment.

5.4.2.5 Ampilifikation Uberbriickender Fragmente

Zur Kontrolle, dass die im Two-Hybrid-Screen, Genbank-Screen und den RACE Ex-
perimenten erhaltenen Fragmente tatsachlich einem einzigen Molekll entstammen,
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sollten mit den zugrunde liegenden Sequenzdaten unabhangig Fragmente generiert
werden, die die einzelnen Abschnitte Gberbricken. Dazu wurde eine neue cDNA mit
dem genspezifischen Primer p120-41 (5-TACTATATTTACGCTTAACGCTATT
GTTAT-3") aus dem C-terminalen Bereich hergestellt. PCR-Reaktionen wurden
durchgfihrt mit den Primer-Kombinationen p120-45 (5-GTAACATTGTTGAGG
GTTAATGAG-3") und p120-20 (5-GATTGAAGTTTCTATTTGAATGGG-3"), p120-50
(5"-CGAGATAATAGAAGTGACAGAGAT-3") und p120-8 (5-CTGAGGCGGTCAA
CTTCC-3") sowie p120-3 (5-CATCATGTGTGTTTTGCGTAATC-3") und p120-43(5°-
ACGCTATTGTTATAATTTACATTA-3"). Die Amplifikationsprodukte wurden kloniert

und sequenziert wie oben beschrieben.

5.4.2.6 Auswertung der Sequenzen

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit der OMIGA 1.1.3. Software der Fa.
Oxford Molecular. Mit dem BLAST-Programm (National Center for Biotechnologie
Information, http://www.ncbi.nim.nih.gov) wurde nach Homologien in der Datenbank

gesucht. Fir die phylogenetischen Analysen wurde zunachst die Aminoséurese-
quenzen mit ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) und mit anderen ausgewahlten

Sequenzen verglichen. Fir die graphische Darstellung wurden die Sequenzverglei-
che mit dem Programm GeneDoc (http://www.psc.edu/biomed/ genedoc/) bearbeitet.
Die Daten der ClustalW-Analyse gingen auch ein in die Berechnung der Stammbau-
me mit der Puzzle-Software (Schmidt et al., 2002; http://www.zi.biologie.uni-
muenchen.de/ ~strimmer/puzzle.html) nach der Neighbour Joining plus Quartet sam-
pling-Methode und dem Modell der Aminosauresubstitution nach Jones et al. (1992).

5.5 RNA-InSitu-Hybridisierung

5.5.1 Herstellung der RNA-Sonden

Zur in vitro-Detektion der Transkripte der untersuchten Gene dienten Digoxygenin-
markierte einzelstrangige antisense RNA-Sonden. Von den cDNA-Fragmenten, die in
pGEM-T (Fa. Promega) bzw. pBluescript SK (Fa. Stratagene) -Vektoren kloniert wa-




Material und Methoden

ren, wurden mit den Standardprimern M13 forward und M13 reverse PCR-Produkte
hergestellt, die neben den cDNA-Fragmenten flankierend die Promotoren fir T7- und
sp6- bzw.T3-RNA-Polymerasen enthalten. Die Transkription erfolgte je nach verwen-
detem Vektor und Orientierung der enthaltenen cDNA mit je einer dieser Polymer-
asen. Bei der Synthese der anti-sense RNA-Sonden wurden Digoxygenin-markierte
Uracilnukleotide eingebaut die mit einem Digoxygenin-Antikdrper detektiert werden
kdnnen. Die Sonden wurden auf einem Agarosegel Uberprift und in Hybridisierungs-
I6sung bei —80°C aufbewahrt.

Die verwendeten RNA-Sonden wurden mit folgenden cDNA-Fragmenten syntheti-
siert: FUr HyBcat wurde ein Fragment von 1560 Nukleotiden gewahlt, das die gesam-
te armadillo-repeat-Region umfasst. Auch von Hydcat wurde die armadillo-repeat
Doméane mit 1156 Nukleotiden verwendet. Die HyCadh-Sonde enthalt die gesamte
cytoplasmatische Doméne sowie einen Teil der Transmembrandoméne (2966 Nukle-
otide). HyTcf wird durch ein 866 Nukleotide groBes Fragment vertreten. Die HyWnt-
Sonde reprasentiert die C-terminale Halfte des Molekils mit 534 Nukleotiden. Die
Hybra1-Sonde enthalt mit 926 Nukleotiden die vordere Halfte des Molekiils, inklusive
des untranslatierten Bereichs (UTR) und der ersten T-Box.

5.5.2 Durchfihrung

Die Tiere wurden zunéchst in 2% Urethan in Hydramedium flr eine Minute relaxiert,
anschlieBend in frischem 4% Paraformaldehyd Uber Nacht fixiert. Bis zum Versuchs-
beginn wurden die fixierten Tiere in Methanol bei —20°C aufbewahrt oder gleich in
Ethanol Uberflhrt, um das Paraformaldehyd auszuwaschen. Nach einer schrittweisen
Rehydrierung in PBT (je 5 min in 75%, 50%, 25% Methanol bzw. Ethanol in
PBS+0,1% Tween) wurden die Tiere flr 10 min mit Proteinase K (Fa. Sigma, 10 pg/
ml in PBT) inkubiert, um das Gewebe fiir die Sonden besser zugang-lich zu machen,
und die Reaktion mit Glycin (4 mg/ ml in PBT) gestoppt. Nach jeweils 2x5 min Aqui-
librierung in 0,1M Triethanolamin (TEA) und Inkubation in Essigsaure-anhydrid (2,5
ul/ ml 0,1M TEA) wurde das Gewebe 20 min in 4% Paraformaldehyd in PBT erneut
fixiert und anschlieBend 5x5 min in PBT gewaschen. Die Prahybridi-sierung erfolgte
jeweils fir 10 min bei Raumtemperatur mit zunachst 50%, dann 100% Hybridisie-
rungslésung (50% Formamid, 5xSSC, 200 pug/ ml Hefe-RNA, 1x Denhardts, 100 pg/
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ml Heparin, 0,1% Tween, 0,1% CHAPS, 10% DEPC-H>0). Nach weiteren 2 Std Pra-
hybridisierung im Wasserbad bei 55°C wurden die Proben mit einer der Sonden
(HyBcat: 0,02 ng/ ul bzw. HyTcf, HyWnt, Hybra1, Hydcat oder HyCadh: 0,05 ng/ wl in
Hybridisierungslésung) fur 2,5 Tage bei 55°C inkubiert. Nicht hybridisierte Sonden
wurden durch Waschen bei 55°C mit zunachst schrittweise verdiinnter Hybridisie-
rungslésung (jeweils 5 min 100%, 75%, 50%, 25% in 2xSSC), anschlieBend mit
2xSSC + 0,1% CHAPS (2x30 min) entfernt. Nach 2x10 min Aquilibrierung bei RT in
Maleinsaurepuffer (MAB, pH 7,5) und einem Prablockierungsschritt in Rinderserum-
albumin (BSA 1% in MAB, 1 Std) erfolgte eine Blockierung unspezifischer Antikér-
perbindungen mit einer Blockierungsreagenz der Fa. Roche (1% in MAB) fur 2 Std
bei 4°C. Die Bindung an die markierte RNA-Sonde erfolgte bei 4°C tber Nacht mit
einem Anti-Digoxygenin-Antikdrper (1:2000 verdunnt in der Blockierungsreagenz) mit
konjugierter Alkalischer Phosphatase (Fa. Roche). Ungebundener Antikdrper wurde
durch haufiges Waschen (12 x 30 min und 1x tber Nacht) mit MAB entfernt. Nach
Aquilibrierung in alkalischem NTMT-Puffer (100mM NaCl, 100mM Tris, pH 9,5 ,
50mM MgCly, 0,1% Tween, 1mM Levamisol, 3x5 min) erfolgte die Farbreaktion bei
37°C im Dunkeln mit dem Substrat NBT/BCIP (Fa. Roche, 1:50 in NTMT), das durch
die Alkalische Phosphatase umgesetzt wird und einen blauen Niederschlag bildet.
Die Farbreaktion wurde durch periodisches Betrachten der Praparate unter dem Bi-
nokular kontrolliert und schlieBlich mit 100% Ethanol gestoppt. Flr die Auswertung
wurden die Tiere in PBS/Glycerin (1:9) Uberflhrt und auf Objekttrager montiert.

5.6 Semiquantitative PCR

Zur Untersuchung der Dynamik der RNA-Expression im Prozess der Reaggregation
wurden semiquantitative PCR-Experimente durchgefiihrt. Dazu wurde cDNA ver-
wendet, die aus Aggregaten verschiedener Entwicklungsstufen (0,5 , 6, 12, 18, 24,
36 und 48 Std alt) gewonnen wurde. Die dazu nétige RNA-Isolation und cDNA-
Synthese mit einem oligo-dT-Primer erfolgte wie oben beschrieben. Fur die PCR-
Experimente wurden spezifische Oligonukleotide der Gene HyPBcat, HyTcf, HyWnt,
HyCadh und Hydcat verwendet. Als Positivkontrolle fiir die cDNA wurde der Hydra
Elongationsfaktor EF1-o gewahlt , der als housekeeping-Gen in jeder Zelle und je-
dem Reaggregationsstadium ein unveréandertes Expressionsniveau besitzt und sich
so auch fur eine ungefahre Abschatzung gleicher cDNA-Konzentrationen fur die ver-
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gleichenden PCR-Experimente eignet. Die PCR-Reaktionen wurden gemeinsam an-
gesetzt und unter gleichen Bedingungen (95°C/ 5 min, 30x (95°C/ 1 min, 53°C/ 1min,
72°C/ 1 min), 72°C/ 8 min) durchgeflhrt.

5.7 Elutriation

Hydra-Zellsuspensionen lassen sich durch Elutriation in einzelne Fraktionen ver-
schiedener Zelltypen auftrennen (Greber et al. 1992). Im Elutriator werden die disso-
ziierten Zellen durch Zentrifugalkraft und einen dagegen wirkenden Fluss des Medi-
ums, das durch die Elutriationskammer gepumpt wird, nach GréBe und Masse von-
einander separiert. Bei einem spezifischem Verhaltnis dieser beiden Krafte werden
die einzelnen Zelltypen aus der Elutriationskammer gespilt und kénnen als getrennte
Fraktionen aufgefangen und gesammelt werden. Dazu wurden zunachst ca. 1000
Tiere in 20 ml Dissoziationsmedium (3,6mM KCI, 6mM CaCl,, 1,2mM MgSQO,4, 6mM
NaCitrat, 12,5mM NaPyruvat (TES), 6mM Glucose, 6mM TES, 50mg/ | Rifampicin,
pH 6,9) mit 160mg Pronase E in einer 75 ml-Zellkulturflasche (Fa. Renner) fir 2 Std /
RT bei leichtem Schwenken inkubiert. Die Suspension wurde in einem 50 ml Zentri-
fugenréhrchen (Fa. Greiner) 5 min / 800 rpm/ RT zentrifugiert (Beckham GS6, 21 cm
Ausschwing-Rotor), der Uberstand in einem neuen Greiner-Rdhrchen nochmals
zentrifugiert (10 min/ 1300 rpm/ RT). Die Pellets wurden gemein-sam in 10 ml Disso-
ziationsmedium resuspendiert und mit einer Einmalspritze (Fa. Braun) in das Elutria-
tionssystems (JE-5.0) in einer Zentrifuge (J6, beide Fa. Beck-man) gespritzt. Die
Ausgangsbedingungen der Elutriation waren dabei 4000 rpm in der Zentrifuge und
eine FlieBgeschwindigkeit von 15 ml Medium/ min im Elutriator. Acht Fraktionen mit
je 100 ml wurden aufgefangen. Die Bedingungen fir die einzelnen Fraktionen waren
4000, 3000, 2500, 2200, 1800, 1300 und 1100 rpm mit 15 ml/ min sowie 1100 rpm
mit 30ml/ min. Die einzelnen Fraktionen wurden anschlieBend sofort abzentrifugiert
(Fraktionen 1 und 2 bei 1500 rpm/ 10min/ 4°C, Fraktionen 3-8 bei 800 rpm/ 10min/
4°C, Beckman GS6, 21cm Ausschwing-Rotor) und die Pellets bei —20°C aufbewahrt.
Zur Kontrolle der Auftrennung der Zelltypen wurde zuvor von den 100 ml jeder Frak-
tion je 2 ml abgenommen, abzentrifugiert und die Pellets in 30 ul Dissoziationsmedi-
um resuspendiert. Die Zellen wurden mit 30 ul Formol fixiert und auf Objekttrager

gebracht. Das Auszdhlen der verschiedenen Zelltypen erfolgte unter einem Mikro-
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skop, fir die statistische Auswertung von insgesamt vier Laufen wurde das Compu-

terprogramm Excel 97 (Fa. Microsoft) verwendet.

5.8 Proteingele und Westernblots

Zur Detektion verschiedener Molekile aus Hydra wurden Extrakte lysierten Gewebes
mit Acrylamidgelen aufgetrennt, auf Membranen transferiert und mit spezifischen An-
tikdrpern inkubiert. Dazu wurde jeweils eine Hydra in 20 ul 2x Lammli-Proben-puffer
(135mM Tris pH 6,8 , 4% SDS, 20% Glycerol, 10% B-Mercaptoethanol, 0,002%
Bromphenolblau) lysiert, eine Minute bei 95°C denaturiert und anschlieBend sofort
auf Eis gestellt. Die Auftrennung der Proteinproben erfolgte mit Gelkammern der Fa.
Hoefer Pharmacia Biotech (8x 10x 0,1 cm, Mighty Small Il SE 250 Aparatur).

Trenngel Sammelgel
Acrylamid (19:1) 5% bzw 10% 4%
TrisHCI 0,375M, pH 8,8 0,125M, pH 6,8
SDS 0,1 % 0,1 %
TEMED 0,1 % 0,1 %
APS 0,5 % 0,25 %
Laufpuffer
Tris 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1 %

Die Transferierung auf eine Nylon-Membran (Biodyne A, Fa. Pall) erfolgte ebenfalls
in einer Apparatur der Fa. Hoefer (TE22) Uber Nacht bei 4°C. Fir den Transfer wurde
der Laufpuffer mit 20% Methanol verwendet.

Zur Detektion mit spezifischen Antikdrpern wurden die Membranen zun&chst 3x 10
min mit PBT (PBS mit 0,1% Tween) gewaschen und zur Blockierung unspezifischer
Antikérperbindungen fir eine Stunde in 5% Magermilchpulver in PBT geschwenkt.
Die Inkubation mit den Antikérpern (verdinnt in PBS mit 0,5% Magermilchpulver und
0,02% Natriumazid) erfolgte Gber Nacht bei 4°C. Nach weiterem dreimaligem Wa-
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schen in PBT wurden die Membranen flr eine Std mit einem sekundaren AntikGrper
(anti-rabbit lg HRP, Fa. Amersham Bioscience) mit konjugierter Meer-
rettichperoxidase inkubiert. Nicht gebundener Antikérper wurde durch erneutes Wa-
schen (3x 10 min mit PBT) entfernt. AnschlieBend wurde auf die Membranen fir 1
min das ECL-Substrat der Fa. Amersham Bioscience (ECL™ detection reagents
RPN 3004) gegeben, das durch die Meerettichperoxidase eine chemoluminiszente
Umsetzung erfahrt, die durch Auflegen eines Fotofilms (Hyperfilm, Fa. Amersham
Pharmacia Biotech) detektiert werden kann.

5.9 Herstellung von polyklonalen Peptidantikorpern gegen Hypcat und Hy-
Cadh

5.9.1 Auswahl von Peptidsequenzen, Peptidsynthese, Immunisierung und Aufreini-
gung der Seren

Anhand der Aminosauresequenzen von HyBcat und HyCadh wurden Protein-
epitopanalysen durchgefihrt, die mit den Algorithmen der von Parker et al. (1986)
verdffentlichten Methode die Oberflachenprofile der Proteine erstellten. Mit Hilfe die-
ser Methode lassen sich Aminosauren identifizieren, die im nativen Protein beson-
ders exponiert und fir die Peptidantikbrper am besten zuganglich erscheinen. Unter
Berlicksichtigung einer méglichst groBen Zahl geladener Aminoséduren und unter
Vermeidung von N-Glykosylierungsstellen wurden schlieBlich fir die Synthese der
Peptide folgende Aminosduresequenzen ausgewahlt: Fir das Hypcat die Sequenz
NH>-AAPTVKGYDDDEVASHH-CONH; ($3/3), die im N-terminalen Ende des Mole-
kils den Aminosauren 106-120 entspricht sowie die Sequenz NH,-
YQDIQRRGPGAQNMQD-CONH> (B12/3), die den Aminos&uren 603-618 im zehnten
armadillo-repeat des Molekils entspricht. Fir das HyCadh wurde die Sequenz NH»-
VTRNQQDQQENRFSNQ-CONH, gewahlt, die im cytoplasmatischen Abschnitt des
Molekils den Aminosauren 4372-4388 entspricht, die im wenig konservierten Bereich
zwischen den Bindungs-domanen fiir - und 8-Catenin liegt. Die Synthese der Pepti-
de, die Immunisierung von jeweils 3 Kaninchen mit den Peptiden sowie die anschlie-

Bende Gewinnung der Seren am 160. Immunsierungstag und Aufreinigung der mo-
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nospezifischen IgG-Fraktionen Uber Antigen-gekoppelte Sepharoseséulen wurden
von der Firma Dr. J. Pineda Antikérper-Service (Berlin) durchgefihrt.

5.9.2 Test der Seren im Westernblot und Kompetitionstest

Um die Sensivitat der Seren zu testen wurde auf eine Nylonmembran jeweils eine
Verdinnungsreihe des fir die Immunisierung verwendeten Peptids (in Wasser 50 pug,
5 ug, 0,5 ug und 0,05 ug) aufgetragen. Die getrocknete Membran wurde 3x 10 min in
PBT gewaschen, eine Stunde mit 5% Magermilchpulver in PBT blockiert und Uber
Nacht mit den Antiseren in einer Ver-diinnung von 1:4000 (in PBS mit 0,5 % Mager-
milchpulver und 0,02% Natriumazid) bei 4 °C inkubiert. Die weitere Detektion mit dem
sekundaren Anti-Kaninchen-Anti-kérper und dem ECL-Substrat erfolgte wie oben
beschrieben.

Far alle weiteren Western-Analysen wurden die drei Antikérper in einer Konzentration
von 1:2000 (in PBS mit 0,02% Natriumazid) verwendet. Um die Spezifitat der Seren
flr die Peptidsequenzen zu testen, wurden sie in einer Endkonzentration von 1:2000
(in PBS mit 0,02% Natriumazid) mit dem jeweiligen, fir die Immunisierung verwende-
ten synthetischen Peptid (Endkonzentration 25ug/ ml) Gber Nacht bei 4°C inkubiert.
Diese prainkubierten Seren wurden auf die Westernblots von Hydra-Zellextrakten
gegeben (lUber Nacht, 4°C) und wie oben beschrieben mit einem anti-Kaninchen-
HRP-Sekundarantikérper und dem ECL-System detektiert. Die Blots wurden an-
schlieBend 3x10 min mit PBT gewaschen und zur Kontrolle mit den nicht prainkubier-
ten Seren (Endkonzentration 1:2000) detektiert.

5.9.3 Zelltypwestern

Von den einzelnen Zelltypfraktionen der Elutriation wurde eine Proteinkon-
zentrationsbestimmung mit Hilfe des RCDC-Kit der Fa. Biorad durchgefihrt. Dazu
wurde zunachst mit einer Verdinnungsreihe von Rinderserum-Albumin (BSA) und
von Hydra-Extrakt eine Eichkurve erstellt. Auf ein 5%-Acryamidgel wurden der Ex-

trakt einer Hydra und gleichgroBBe Proteinmengen der einzelnen Elutriationsfraktionen
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aufgetragen. Gelelektrophorese, Westernblot und Detektion mit dem HyCadh-
Antikdrper (1:2000) erfolgten wie in 2.8 und 2.9.2 beschrieben.

5.9.4 Immuncytochemie

Far Antikdrperfarbungen im intakten Gewebe wurden die Polypen oder Aggregate
zunachst 2 min mit Urethan (2% in Hydramedium) relaxiert. Als Fixativ wurde far die
HyBcat-Antikrper Lavdovsky (50% Ethanol, 10% Formaldehyd, 4% Essigsaure, 36%
H20), fir den HyCadh-Antikérper 0,5% Paraformaldehyd in 87,5% Methanol gewahlt.
Die Fixierung erfolgte bei 4°C Uber Nacht. Die fixierten Tiere wurden 3x10 min mit
PBT (PBS mit 0,1% Tween) gewaschen und mit den Antikérpern (HyBcat-Antikérper
B3/3 und B12/3: 1:10 bzw. HyCadh-Antikérper: 1:1000 verdinnt in PBT mit 0,2% Na-
triumazid) bei 4°C Gber Nacht inkubiert. Nach 3x10min Waschen mit PBT wurden die
Tiere mit einem sekundaren Anti-Kaninchen-Antikérper (ALEXA Fluor 568 goat-anti-
rabbit IgG, Fa. Molecular Probes, 1:200 verdiinnt in PBT) far 4 Std im Dunkeln inku-
biert. Bei einigen Tieren wurde eine Doppelfarbung mit dem Cadherin-Antikérper und
dem monoklonalen Maus-Antikdrper Nerv1, der spezifische Nervenzelltypen von Hy-
dra erkennt, durchgeflhrt. Mit 0,5% Paraformaldehyd (in 87,5% Methanol) fixierte
Tiere wurden mit einem Gemisch aus Nerv1 (unverdiinnt) und Cadherin-Ak (1:500
verdinnt) inkubiert, als Sekundarantikbrper wurden ALEXA Fluor 488 goat-anti-
mouse IgG und ALEXA Fluor 568 goat-anti-rabbit IgG (Fa. Molecular Probes) ver-
wendet. Nicht gebundener Sekundarantikérper wurde durch nochmaliges Waschen
(3x10 min) mit PBT entfernt. AnschlieBend wurden die Tiere in PBT/ Glycerin (1:9)
dberfihrt und auf Objekttrager montiert.

5.10 Mikroskopie und Fotografie

Die visuelle Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit einem Axioskop Il Mikroskop der
Fa. Zeiss mit Fluoreszenzlampe (Atto Arc 2, Fa. Zeiss) und einer digitalen SPOT
Kamera (Fa. Diagnostic Instruments Inc.), gesteuert durch die Software MetaMorph

(Version 3,6; Fa. Universal Imaging Corp.). Flr die Auswertung der immuncytoche-
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mischen Analysen wurde auch mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop

(CLSM) mit zugehdriger Software gearbeitet.
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7 Anhang

7.1 Hyédcat

Abb. 5.1: Gesamte Nukleotid (nc)- und Aminosaure (aa)-Sequenz des Hydcat mit dem kurzen untrans-
latierten Bereich. Der konservierte Bereich der armadillo-repeats ist gekennzeichnet.

nc TAATGAGTAAAAAAAAGAATGTATGGAGGTACTCAGGTTGCTCGTGGTAACAGTCG
aa *oox MY G G T ¢ V A R G N S R

CCATAACCCATTTAATACACACAAGAAATCGGGTTCTTTGAGTCAAGTTTATAATGGTTTTCAACAAAGCAGT
H N P F N T H K K S 6 s L S Q VvV Y N G F QO QO S S

GAGTTTAGCAGTAGAGATGAAAAGTATGATCCACGTTATTICTTCATTAAAACGCAATGGAAGTTTGTTGGCAA
EF S S R D E K Y D P R Y S S L K R N G S L L A

GACAAAACCAAAGTTCATTTTTTAATCCTATGGGAAACAATTATGATATTGACAATTATTCAGATAATGGTAG
R o N QO S S F F N P M G NN Y D I D N Y S D N G R

ACCTTCATCAAATATAGATTATGGTCGCCCATCTTCAACCATGGATTATAATCGTCCACCTTCAACCATGGAT
p s s N~ I DY G R P s s T M D Y N R P P S T M D

TATGGTCGTCCATCTTCAAGACAAAGTTCATCAGCATCACATCAAAGTTCAGTATCTAGAAATAATTCTATAT
Yy 6 R P S S R 0 S s s A S H o S S VvV S R N N S I

CACAAAARAGATCAAATTCTCGACAAAGTAACACAGTIGCATAGTGGAGAATATTCTCAACCATATTTTGAAAA
s ¢ K R s N S R 0 S N T V H S G E Y S O P Y F E N

TAATCCAATAAATGCAAGTAGTTCCAGTCAACAAATACTTTCAAATACTTCTGAAGCTATTGTAGAAGAAGAA
N P I N A S S S S 0 © I L s N T s E A I V E E E

AGAAATAATGCTGATGGTTCAACTGTITTTAGTCAGACGAAAAATTACTACTGTTIGTTTCTGATAATGATGCCT
R N N A D G s T Vv L V R R K I T T Vv v § D N D A

CCAAAGTTGAATTTCATATAAGCCCTGCAGCAGAGACAATTTTTCTACCTCCAAGAACAAGTCGAAATAATTC
s K v E F H I S P A A E T I ¥ L P P R T S R N N S

TTTTGATTATGTCAAAATGTCTTCAGATGAAGGAAGTACAAATCAACTACCATACAGGGATAATTTTAACAAC
F DY VX M s s D E G s T N O L P Y R D N F N N

GACAAAGATGATAGAAATTACATCAAAGAAGACAGAAATTATGATCGAGATAATAGAAGTGACAGAGATGATA
b K b b RN Y I K E DI RN Y D R DN R S D R D D

GAAATTATGACGGAGATAATAGAAATTACAACAGAAATGATAGAAATTATGACAGAGATGACAGAAATTATGA
R N Y D G D N RN Y N R N D RN Y D R D D R N Y D

CAGAGGTAATAGAAATTATGACAGAGATAATAGAAATAACGAAAGAGATGATAGAAATAATGACAGAGATGAT
R 6 N R N Y D R DNIRNNE R D D R N N D R D D

AGAAATTATGACAGAGATGATAGAAATTATGACAGGGATGATAGAAATTATGGCAGAGATGATAGAAATTATG
R N Y D R D D R N Y D R D D R N Y G R D D R N Y

ACAGAGATGATAGAAATTATGACAGAGATGATAGAAATTATGACAGAGATGACAGAAATAAGAGAAATTCATA
b R DD RN Y D R DD RN Y D R D D RN K R N S Y

TGGGAGTTCTGCAAGAGTCAATGACAAAGTTTACTCAAAAGAATTGAACAATCAAGTCAATGAAAATCAATCA
G s S A R V N D K V Yy s K E L N N ©Q V N E N Q S




Anhang

AACAATGATATTAGACAGAACAGTCAAAATTATTTTGAAAAGTCAGAAGCAGTTAAAAATCAGGCAAAGTATA
N N D I R QN S QN Y F E K S E A V K N Q A K Y

GCAATGCAGAAAACTATTCAAGCAACTATGCAGCCAATGAAGAGTATAGTTCTTTAAAAAAACAAAGTATTGT
s N A E N Y S S N Y A A N E E Y S S L K K O S I V

TCATGATAGTGAATTAAGAAGATTTAGCTCCAATAATGAAAGTTTATCTCAAAACTTATATTCAGATAACAGA
H D S E L R R F S S N N E S L S O N L Y S D N R

AAATATCTTAGTAATACAAATATAAATATTATTAACTCAAATCATGTAAACAATGCTAATAATTATGGGAGTT
K ' vy L. s N T N I N I I N S N H V N N A N N Y G S

ATGCAAATAATATTGGTTTTGGCAATAACAATAGTAACATTICTTTCTAATAGTGCTAGCAATTCTAATATTAA
Yy A N N I G F G N NN S N I L S N S A S N S N I N

TGCCAATAAAGTTAATTCAAGTAATCAGCAGATTITTTAACCATATTGCTTCAAGTAACCAACAGATTTTTAAT
AN K VN S SN Q © I F N H I A S S N O O I F N

AACAAAGAGAACATTCACAATTCTAACTTAACAATTAACAATCAGTTTTCCCATTCAAATAGAGACTTCAATC
N K E N I H N S N L T I N N Q F S H S N R D F N
armadillo-repeats
AAATGGAGAATTCAGCCAGAATTAATTATCATGAAACAAAATATAATGAAGAAAGCATTAATCTCCTTGATCT
Q M E N S A R I N Y H E T K Y N E E S I N L L D L

TCTCAATTTTTTGAAGGCAAATGACCAAAGTTTAAAATCACAGGCTGCAGGATATTTGATGCATCTTTCTTAC
L N » L KX A ND O S L K S QO A A G Y L M H L S Y

AAGGACGAAGAGATCAAAAAAAGAATACGTGAGCTCGATATTATTCCTATGTTAGTAAAACTACTTGCTGATG
K b ¢ E I K K R I R E L D I I P M L V K L L A D

ACGATGAAGATTGCTACCGAAATGCTGCTGGTGCTCTAAAGAACCTGTCATATGGTAGATTTTTAGATGATAA
b b £ D CY  RNAAGA ALK NL S Y G R F L D D N

TAAGTTAGCTATTCAAAAATGTGGAGGTGTTATTGCCTGTTCTAAACTTTTGTACAAAACATCGTCAATTGAT
K L. A I 9 K ¢ GG GG V I A C S K L L Y K T s S I D

GTAAGGGAGCATATAACAGGCATCCTGTATAACATTAGTTCTGTGAAGTCAATCAGCATTGAGATTTTGAAAG
v R E H I T 6 I L Y N I s s V K s I s I E I L K

AATGTTTAGAAGTTGTTTCGATGCTTGTCATAATACCTCTATCTGGTTGGGAACGAGAATATGCAACTATTGG
E ¢C L £EV Vv s ML v I I P L S G W E R E Y A T I G

AAAGAAACCAAGAAATGTGATATGGTICTGTTTITACTTAGAAATTCTACAGGTGTTTTAAGAAATGTCTCATCT
K K Pp R N VI W s Vv L L R N S T G V L R N V S S

GCTGGGCGATCTGCTAGAGTTAAAATTCGATTAATTGATGGTTTAATAGATTCATTGATTTGGATCTCCGTGC
A G R S A RV K I R L I D G L I D SsS L I W I S V

TGCGATTGAGCAAAATAAACAGGATCCCAGAGAGTGATATTATTAGCAATAAGATTIGTTGAAAACATTATGTG
L R L. s K I N R I P E S D I I S N K I V E N I M C

TGTTTTGCGTAATCTTTCATATAACATTGATAAGGAAGTTGACCGCCTCAGATATTTAGATGCATTAAAGATT
v L R N L S ¥ N I D K E V D R L R Y L D A L K I

TCTGTTAAAGATGGTGGAAATTTTTCTAATAATACTTTATCTCGTGATACAACATTACCTTACGATGCAACAT
s v K b 6 G N F S NN T L s R D T T L P Y D A T

TACCTCGTGATGCAACATTAGATAACACTCAAATTCTTGATAAAAAAGAGTCAAGTATTACCAGCAAAGGAAA
L p R DA T L DN T o I L DK K E S S I T s K G N

CACATCTGAGAAAGGTTTTTTGGGTATGAAAAAAAAACCCTTTGGTGGTAAAATTCAAGGAAAAATATCTGAC
T s B K 6 F L G M K K K P F G G K I 0 G K I S D
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TTAGCGAGAGATGAAAATCCTAAACCACCTCGTGAGAAGTGGAATTATCTTATTCCTGTACAAGAAAATCAGC
L AR DENP K P P R E K WN Y L I P V Q E H O

CTGTCACAAATGGTGTTCAGTTACTTTGGCAGCAAGAGACAGTTACATACTATATATTGATCCTAAAGAGTAG
p v T N GV 0 L L. W O O E T Vv T Y Y I L I L K S S

TATCAATCCTGTAACGTTGGAAGCTGCTGCTGCAGCTATTCACAATTTATGTGCTGGAGATTGGAATTGGTCT
I N P V T L E A A A A A I H N L C A G D W N W S

GCATTGCTGAGGATACATGTAAGGTTGCAAAAGGGTCTCCCACCAATTGGTGACCTTTTGACAGTTGATCAAG
A L L R I H V R L 0 K G L p P I G D L L T V D Q

AGTATGTTGTITCGTGCTGTTGCTCATGCATTAAGAAATTTAGCTATAGATTCTAGAAATAAATGGTCAATAGG
E 'Yy v v RAV A HA L RNL A I D S R N K W S I G

AAAATATATCCATAGAAATCTTTTATCAGTGCTTCCCCCTATAACTGCTCTTCAAAGAGATATAAAACCATCT
Ky I H R N L L S V L P P I T A L QQ R D I K P S

GAGTATACAATTTGTIGCTATTTTGTCCACATTACAAATACTTGTATGCAATGATCAAACAAATTCAAGGTTTA
E vy T 1T ¢ A I L s T L o I L v ¢ N D Q T N S R F

TAAAAAATGAAGGAGGCATTGAAAAGTTAGTGGCTTTGACAAAAGAACCTGTAGATGGAATAATGCCACAAGA
I K N E G 6 I E K L vV AL T K E P V D G I M P Q E
armadillo-repeats
GTGCCTTCGAGTGTATTCAAAAAAAGTTATACTGGAAGCCAACAGGGTTTTGCTATACATGTGGGATTTCAAA
c L RV Yy S K K v I L £EA N R V L L Y M W D F K

GATTGTCGTGAGTCGATCAAACAACAACCTTGGTICTCACTCCAAAGCCGAAGAGGCTGAAAAAAATTATAAAA
p ¢ R E S I K ¢ @ p W sS H S K A E E A E K N Y K

ATCTAGCTAAAGATATGGATGATAAAGATAGAGATGTTTATGCTGAAATGGAGTCTCAGGACTCAGTAAAATT
N L A K D M D D K D R D VY A E M E S Q D S V K L

AGAGTCCGATCCACGACGTTACCTAATTTCCGTTGATAACAACTACTCAAGTGTAGAAAATGAATCTTTGTAC
E s b pPp RRY L I s V DNNY S S V E N E S L Y

AATGGATCTCAAAATTCTAATAAACAACCAATAGGTTATGGTGATGTGCCTTTTAATGAAGTTGGTATGCAAA
N G S 9 NS N K QP I G Y G D V P F N E V G M Q
AGCCTTTGCTTCACGGCAAAATTTCCAGTAAAAAATGTACAAAAGAGCTGCTAAAAATAAAAAAAAATAATTT

K p L L H G K I s s K K ¢ T K E L L K I K K N N F

TACATGTTTTATAGATTTACATATTATTATAATGTAA 3807
T ¢ ¥ I D L H I I I M * 1269
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7.2 Abklrzungen

7.2.1 Gene, Proteine und Proteindoméanen

Aar Aardvark, B-Catenin Homolog von Dictyostelium
Arm Armadillo, B-Catenin Homolog in Drosophila
APC Adenomatous Polyposis Coli

BAR1 B-Catenin Homolog in C. elegans

Bra Brachyury

CBD Catenin Bindungs Doméne

CKlav/e Casein Kinase lo oder €

DIX Dishevelled/Axin-Domane

Dlg Disc large

Dsh Dishevelled

GSK3 Glykogen Synthase Kinase 3

HMP2 B-Catenin Homolog in C. elegans

ICAT Inhibitor of B-Catenin

JMD juxta membrane domain

LEF lymphoid enhancer factor

Tcf T-cell factor

Wg wingless

WRM1 B-Catenin Homolog in C. elegans

Wnt Wingless/int-1

Z01/2 zonula occludens 1 und 2

7.2.2 Allgemeine Abkirzungen, Einheiten und Chemikalien

aa Aminosauren

bp Basenpaare

cDNA durch reverse Transkription gewonnene DNA
DNA Desoxyribonucleinsaure

kb Kilobasen

nc Nukleotide

RNA Ribonucleinsaure

GBS Genbankscreen

PCR Polymerasekettenreaktion

RACE Rapid amplification of cDNA ends
RT-PCR PCR nach reverser Transkription
THS Two Hybrid Screen
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Anhang

cpm
min
oD
pfu
rpm
RT
Std

BCIP
BSA
CHAPS
DEPC
LB
MAB
NBT
NTMT
NZY

PBS
PBT
SDS
SSC
TEA
Tris

counts per minute
Minuten

optische Dichte
plaque forming unit
rounds per minute
Zimmertemperatur
Stunden

5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphat
Rinder Serum Albumin
3-(8-choloamidopropyl)diethylammonio-1propansulfonat
Diethylpyrocarbonat

Luria-Bertani Medium
Maleins&ure-Puffer

Nitro blue tetrazolium chloride
NaCl,Tris,MGCl,, Tween

NZamin

radioaktives Phosphor

Phosphate buffered saline
PBS+Tween

Natriumdodecylsulfat
Natriumchlorid,Natriumsulfat-Puffer
Triethanolamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
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